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I. RESUMEN






Introduccidn: La cistatina C es una proteina de bajo peso molecular y de produccién
constante, caracterizada por ser completamente filtrada por el glomérulo y
reabsorbida casi en su totalidad a nivel tubular, donde es metabolizada. Se ha
investigado como marcador de alteraciones en la tasa de filtracion glomerular en
medicina humana, en la que se utiliza como marcador adicional sin reemplazar a la
creatinina. En medicina canina su utilidad adn no estd bien definida. Con el fin de
contribuir al conocimiento de su utilidad en el diagndstico de la enfermedad renal en

el perro, se ha disefiado el presente trabajo.

Material y métodos: Se ha realizado un estudio de verificacién del método utilizado en
sangre y en orina. Se han estudiado 342 perros divididos en diferentes grupos: control
(N = 43), dafio renal agudo (N = 40), enfermedad renal crénica (N = 131), con
leishmaniosis clasificados segun el desarrollo de azoemia (N = 98) y segun la
clasificacién LeishVet (N = 97), hipotiroidismo (N = 10), enfermedad cardiaca
congestiva (N = 10); neoplasias (N = 35), hiperadrenocirticismo (N = 20) y meningitis
que responde a los corticoides (N = 10). En los perros con enfermedad renal y en los
que padecian leishmaniosis se determind la concentracién de cistatina C en plasma 'y
en orina mediante inmunoturbidimetria. En los que padecian otras enfermedades sdélo

en plasma.

Resultados: La verificacién del método demostrd su utilidad en el perro. En los perros
sanos se ha encontrado una concentracién en plasma superior en los de més de 20 Kg
de peso y en orina en los mayores de 5 afios. En perros con enfermedad renal presenta
un comportamiento en sangre semejante al de la creatinina, con un valor superior en
la enfermedad renal crénica, aunque no se encontraron diferencias estadisticas con la
aguda. No se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control en los
perros con leishmaniosis no azoémicos ni en la Fase | de la clasificacion LeishVet. Sin
embargo, manifiesta incremento en la Fase Il de esta clasificacidn, formada por perros
con proteinuria incipiente no azoémicos. En los perros con azoemia no se han
encontrado diferencias entre animales con ERC debida a leishmaniosis o por otras
causas. En cuanto a enfermedades no renales, sélo se encontré una disminucion
significativa en perros con hipotiroidismo, y un incremento en los tratados con 4
mg/Kg/dia de prednisona. Se ha detectado mayor concentracién de la ratio cistatina
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C/creatinina urinaria en dafio renal agudo que, en enfermedad renal cronica, atribuido
al mayor dafio tubular, significativo estadisticamente a partir de IRIS II, paralelo al de la
ratio NAG/creatinina. En el caso de enfermedade renal crénica se detecta aumento
estadistico desde IRIS 1. Se observa también un incremento en los perros con

leishmaniosis sin azoemia y en los integrantes de la Fase | de LeishVet.

Conclusiones: El sexo, la edad y el peso no influyen de forma importante en la
interpretacidon de la concentracion de cistatina C en plasma y en orina de perros con
enfermedad renal. Su concentracion esta escasamente influida por enfermedades no
renales (cardiacas, neopldsicas e hiperadrenocorticismo dependiente de hipdfisis). Sin
embargo, debe interpretarse con precaucién en perros hipotiroideos o en tratamiento
con dosis inmunosupresoras de corticoides. La concentracion de cistatina C plasmatica
y, sobre todo, la urinaria, es mads sensible para detectar enfermedad renal crénica que
aguda en perros. Este hallazgo, unido a un incremento del UP/C y de la ratio NAG/c,

puede utilizarse com indicador precoz de la enfermedad.



I. SUMMARY






Introduction: Cystatin C is a low molecular weight protein that is produced at a
constan rate. An important characteristic is that it is completely filtrate by the
glomerulous and it is reabsorbed allmost completely at the distal contorneated tubules
where it is totally metaboliced. This protein has been studied as a marker of
glomerural filtration rate alteration in human medicine, where it has been used as
marker without replaceing creatinine. In veterinary (canine) medicine its utility is not
well defined. The following study has been developed with the propouse of
contributing to achive a better understanding of the diagnostic utility in the kidney

disseases in veterinary (canine) medicine,

Material and method: A verification study of the method used in blood and urine has
been carried out. We studied 342 dogs divided into different groups: control (N = 43),
acute kidney injury (N = 40), chronic kidney disease (N = 131), with leishmaniasis
classified according to the development of azotemia (N = 98) and according to the
LeishVet classification (N = 97), hypothyroidism (N = 10), congestive heart disease (N =
10); neoplasms (N = 35), hyperadrenocirticism (N = 20) and meningitis that responds to
corticosteroids (N = 10). Concentration of cystatin C in plasma and urine was
determined by immunoturbidimetry in all dogs with kidney disease and in those
suffering from leishmaniasis (with or without kidney disease). In those who suffered

other diseases it only has been determined in plasma.

Results: The verification of the method demostrate its usefulness in the dog. In healthy
dogs a higher plasma concentration has been found in those animals that weight over
20 kg and in urine in those older than 5 years. In dogs with kidney disease cystatin C
has a blood behavior similar to creatinine, with a higher value in chronic kidney
disease, although no statistical differences were found in the acute kidney disease
group. There where no significant differences between the control group and dogs
with non-azoemic leishmaniasis or in Phase | of the LeishVet classification. However, it
shows an increase in Phase Il of this classification, formed by dogs with incipient non-
azoemic proteinuria. In dogs with azotemia no differences have been found between
animals with CKD due to leishmaniasis or other causes. Regarding non-renal diseases,
only a significant decrease was found in dogs with hypothyroidism, and an increase in
those treated with 4 mg / kg / day of prednisone. A higher concentration of the urinary
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cystatin C / creatinine ratio has been detected in acute kidney disease than in chronic
kidney disease, attributed to the greater tubular damage, statistically significant from
IRIS 1l, parallel to that of the NAG / creatinine ratio. In the case of chronic kidney
disease, statistical increase is detected from IRIS 1. An increase is also observed in dogs

with leishmaniasis without azotemia and in the members of Phase | of LeishVet.

Conclusions: Sex, age and weight do not have an important influence on the cystatin C
concentration interpretation in plasma and urine of dogs with kidney disease. Its
concentration is hardly influenced by non-renal diseases (cardiac, neoplastic and
hyperadrenocorticism dependent on pituitary gland). However, it should be
interpreted with caution in hypothyroid dogs or in treatment with immunosuppressive
doses of corticosteroids. The concentration of plasma and, above all, urinary cystatin C
is more sensitive to detect chronic kidney disease than acute kidney disease in dogs.
This finding, together with an increase in UP / C and the NAG / c ratio, can be used as

an early indicator of the disease.



Ill. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION






La enfermedad renal es una de las enfermedades mas frecuentes en medicina canina.
Un estudio de prevalencia media realizado en Estados Unidos sobre la enfermedad
renal crénica en esta especie estimd que oscilaba entre el 0,5 y el 7%%2. Aunque en la
actualidad no existen datos objetivos al respecto publicados en Espafia, en el Servicio
de Medicina Interna del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Extremadura
esta patologia constituye el 7,2% de los pacientes recibidos (datos aportados por el

propio Hospital).

El parametro ideal de medida de la funcionalidad renal es la tasa de filtracion
glomerular. Sin embargo, su determinacion es cara, laboriosa y no estd al alcance de la
mayoria de hospitales veterinarios. Desde un punto de vista practico, el diagndstico de
enfermedad renal es facil, pero en muchas ocasiones también es tardio. Facil porque
en cualquier laboratorio de diagndstico clinico, por modesto que sea, se pueden
determinar marcadores indirectos de la tasa de filtracion glomerular, como la
concentraciéon plasmdtica de creatinina y de urea (o de BUN). Tardio porque, en el caso
de enfermedad crodnica, cuando estas alteraciones se manifiestan, al menos el 75% de
las nefronas ya no son funcionales. Para intentar completar el diagndstico, también se
ha convertido en rutinario la determinacién de la densidad urinaria y la estimacion de
la proteinuria (mediante el calculo de la relacién proteina/creatinina urinaria o UP/C).
Sin embargo, su capacidad de deteccion de la enfermedad no es mucho mas precoz.
Estos parametros analiticos estan tan generalizados que, en funcién de la creatinina
plasmatica, UP/C y presion arterial, se puede caracterizar la fase en la que se
encuentra la enfermedad, gracias a una clasificacion mundialmente aceptada

propuesta por la International Renal Interest Society (IRIS)#2,

La enfermedad renal crénica es irreversible, por lo que llegar al diagnostico de forma
mas precoz supondria iniciar antes el tratamiento mas apropiado, lo que repercutiria
en una mayor supervivencia y calidad de vida del animal. Por ello, la investigacion
sobre biomarcadores de funcionalidad renal en medicina veterinaria es muy activa. Se
intentan encontrar biomarcadores plasmaticos y urinarios que permitan realizar un

diagndstico mdas temprano, asi como diferenciar entre enfermedad renal crénica y
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dafio renal agudo, sin olvidar que sean econdmicamente accesibles, faciles de
determinar, y con menos influencias extrarenales que los biomarcadores utilizados
habitualmente. En la actualidad, se estd dando especial importancia a los
biomarcadores urinarios frente a los plasmaticos, ya que se ha planteado la hipdtesis
de que, como la orina es el producto de la funcionalidad renal, una alteracién en su
composicion reflejara, de forma mas directa y evidente, una funcién renal deficiente.
Adicionalmente, los marcadores urinarios de enfermedad renal pueden ayudar a

localizar la region del rifidn afectada'®?.

La cistatina C es una proteina de bajo peso molecular y de produccion constante,
descubierta en los afios sesenta en liquido cefalorraquideo®? y en orinas proteinuricas
de personas®. Se caracteriza porque no se une a las proteinas plasmaticas, por lo que
es completamente filtrada por el glomérulo. Ademas, es reabsorbida casi en su
totalidad a nivel tubular, donde es metabolizada, lo que quiere decir que no vuelve al
torrente sanguineo y su presencia en orina es practicamente inapreciable!#®%>3, por
todo ello se ha investigado como un potencial marcador de la tasa de filtracidn
glomerular en medicina humana, puesto que presenta una mejor correlacién con ella
que otras proteinas de bajo peso molecular3®*. En 1994 se consiguié disefiar un
método inmunoturbidimétrico automatizado de determinacién laboratorial en
suero’® y en orina®? A partir de ese momento, han sido numerosas las
investigaciones realizadas al respecto en medicina humana, tanto en casos de
enfermedad renal crénica como aguda, caracterizandose sus valores en sangre y orina,
influencias no renales y su utilidad diagndstica. En la actualidad se utiliza como un

marcador adicional de la tasa de filtracion glomerular sin reemplazar a la creatinina.

En medicina canina su utilidad aun no esta definida completamente. En primer lugar, a
dia de hoy no existen test analiticos especificos para la especie, sino que se tienen que
utilizar métodos disefiados para medicina humana previamente validados®. Aunque no
son muchos los trabajos publicados al respecto, la mayoria se refieren a perros con
enfermedad renal crdnica, incluidos perros con leishmaniosis, mientras que son pocos
los referidos a perros no azoémicos, con enfermedad renal aguda y a la influencia de

enfermedades no renales o de diferentes tratamientos!®?. No se han encontrado
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estudios en poblaciones extensas de perros con enfermedades de génesis natural vy,

ademas, es escasa la investigacion sobre su utilidad en la orina.

Por todo ello, y con el fin de contribuir al mejor conocimiento de la utilidad diagndstica
de la cistatina C en la enfermedad renal en la especie canina, asi como la influencia que

pueden ejercer en ella otras enfermedades, se ha disefiado el presente trabajo.
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IV. OBJETIVOS






OBJETIVO GENERAL

Estudiar la utilidad diagndstica de la determinacidon laboratorial de la cistatina C en

sangre y en orina en la enfermedad renal en el perro.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

9 - Establecer valores normales en el perro de la concentracidon de cistatina C en
plasma y orina utilizdndose un método de inmunoturbidimetria fabricado para la
especie humana, y validado para la especie canina. Estudiar posibles variaciones

fisioldgicas.

2 - Estudiar el comportamiento de la concentracion de cistatina C en el plasma y en la
orina de perros con dafio renal agudo. Compararlo con el de otros biomarcadores de

enfermedad renal.

2 - Estudiar el comportamiento de la concentracién de cistatina C en el plasma y en la
orina de perros con enfermedad renal créonica. Compararlo con el de otros
biomarcadores de enfermedad renal. Comprobar si hay diferencias con los resultados

obtenidos en los perros con dafio renal agudo.

2 - Estudiar el comportamiento de la concentracion de cistatina C en el plasma y en la
orina de perros con leishmaniosis, azoémicos y no azoémicos, y compararlo con el de

perros con enfermedad renal crénica azoémica por causas diferentes a leishmaniosis.

2 - Estudiar el comportamiento de la concentracién de cistatina C en el plasma de
perros con enfermedades no renales, y que en medicina humana se ha descrito

previamente que pueden producir cambios en la misma.

9.- Estudiar la influencia de los corticoides sobre la concentracion de cistatina C

plasmatica en la especie canina.
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V. REVISION BIBLIOGRAFICA






V.1 Cistatina C: generalidades

Las cistatinas son proteinas con una secuencia particular de aminoacidos que les
otorgan una estructura especifica, la cual les permite unirse reversiblemente a las
proteasas de cisteina, formando asi un complejo inactivo reversible?®, inhibiendo su

accion y protegiendo a los tejidos de la protedlisis34°.

Estas proteinas estdn ampliamente distribuidas en plantas, animales y protozoos. Se
estima que hace mas de mil millones afios las plantas y los animales divergieron de un

ancestro comun que tenia el mismo tipo de cistatina?!!.

V.1.1 Perspectiva historica

La cistatina C se identificd por primera vez en 1961, cuando Jorgen Clausen describid la
aparicion en el liquido cefalorraquideo (LCR) humano de una proteina especifica que
mostrd un patrén de migracidn electroforético en la regién y>2. Durante ese mismo
afo, Butler y Flynn identificaron una proteina con las mismas caracteristicas en la orina

humana de pacientes proteinuricos?.

En 1962, Hochwald y Thorbecke aislaron la misma proteina en otros liquidos
bioldgicos, como liquido ascitico, efusion pleural y saliva'3°. En 1979 se determind que
la mayor concentracidn de cistatina C se encontraba en LCR, seguida del plasma, saliva
y, por ultimo, de la orina®. Esta diferencia en la concentracién de cistatina C sugirid
en un principio que la proteina fuera producida a nivel del sistema nervioso central y

catabolizada a nivel renal°>113,208

Entre 1961 y 1981 se determind su secuencia parcial de aminodacidos. Aunque se le han
asignado diferentes nombres en los ultimos afios (Figura 1)?%%, finalmente se la designé

como cistatina C, debido a su similitud con la actividad de las cistatinas Ay B¥®
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* Proteina post-y (Butler EA, Flynn FV)
» v-CSF (Clausen J)

* y-traza humana (Hochwald GM y Thorbecke GJ.) )
* v.-globulina (MacPherson CFC)

e 5aT (Laterre EC et al.)

e Post-y -globulin (Manuel Y)

e Cistatina C (Brzin J y Barrett AJ)

Figura 1: Evolucion histérica de la cistatina C.
No fue hasta 1981, cuando Grubb Ay Léfberg H'** demostraron la presencia de dicha
proteina en la glandula pituitaria humana, determindandose su secuencia de
aminodcidos completa, compuesta por una Unica cadena de 120 aminoacidos con un

peso molecular de 13,260 KDa'®3,

En 1990, Abrahamson M et al. observaron la presencia de esta molécula en todos los
tejidos examinados, que incluian rifidn, higado, pancreas, intestino, estémago,
pulmédn, placenta, vesiculas seminales, glandulas salivares y glandula pituitaria. En
1985, Turk V et al.3*! aislaron, a partir del suero de un paciente con una enfermedad
autoinmune, un inhibidor que se parecia a los y-traza en su secuencia de aminodcidos,
y establecieron una relacién con la secuencia presente en la cistatina de huevo. En este
mismo afno se publicaron los primeros estudios sobre la correlacidén de la cistatina C
sérica como un marcador potencial de la tasa de filtracidon glomerular (TFG), puesto
gue parecia mostrar una mayor correlacién que otros biomarcadores séricos como la

B-2-microglobulina, proteina de union al retinol (RBP) y el factor D14,

En 1992, Bobek LA y Levine MJ?® realizaron diversos estudios para identificar las
funciones de la cistatina C en base a su similitud con las cistatinas A y B,
estableciéndose que esta proteina presenta una importante funcién como inhibidor de
las proteinasas de cisteina, lo que le concede un papel protector de los tejidos ante la

protedlisis.
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V.1.2 Estructura

La cistatina C humana es una proteina no glicosilada, de cadena sencilla (Figura 2),
compuesta por 120 aminoacidos con dos puentes disulfuro, con un peso molecular
bajo (13,343 kDa en su forma no hidroxilada). Esta molécula estd compuesta de cinco
B-hojas paralelas y una breve a-hélice (a2), formando bucles (L1) entre hojas B2y B3y
entre hojas B4 y B5. Finalmente, en el extremo N-terminal de la hoja 1, estd alineada

en forma de una cufia. Es esta forma de cufia la que permite enlazar con el sitio

211

catalitico de la enzima, inhibiendo su accion

Figura 2: Estructura de la cistatina C humana.
(http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3GAX)

V.1.3 Clasificacion

Novo F?%°, en 2009, defiende que todas las cistatinas conservan tres porciones que se
han mantenido intactas durante la evolucién, siendo estas porciones las que forman el
sitio de unidn con las enzimas. Esta caracteristica ha permitido realizar una
clasificacién de la superfamilia cistatina, que se subdivide en cuatro grupos principales

(Tabla 1)225242,

Tabla 1: Clasificacidn de la cistatina.

TIPO CARACTERISTICAS
Tipo 1 (estefinas) Ay B Predominantemente intracelulares.
Tipo2C,S, SN, SA, D, E/M, F Proteinas no-glicosiladas extracelulares.
Tipo 3 Quininégenos Proteinas glicosiladas intravasculares.

Importante en la osteogénesis, resorcion ésea compatible con una tasa de produccion

Tipo 4 Fetuinas . .
P estable por la mayoria de células nucleadas.
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Las cistatinas estan codificadas por genes de limpieza constitutivas, que son los

encargados de mantener la funcion de la célula basica con normalidad?.

La cistatina C pertenece a la familia 2 de la superfamilia de los inhibidores de cisteina-
proteasas, constituida por 11 miembros, de los cuales se puede considerar que la

cistatina C es el inhibidor endégeno de cisteina proteasa mas importante®?>,

V.1.4 Distribucidn en tejidos

La cistatina C es el producto de un gen de mantenimiento, localizado en el cromosoma
20, lo que explicaria su sintesis de forma constante por la mayoria de las células

nucleadas y su amplia distribucion tisular (Tabla 2)%°.

Tabla 2: Distribucion de la cistatina C en fluidos biolégicos humanos.

FLUIDO BIOLOGICO CONCENTRACION CISTATINA C
(mg/L)
Plasma sanguineo 0,57-1,79
Orina 0,03-0,29
Semen 41,2-61,8
Liquido cefalorraquideo 3,2-12,5
Lagrimas 1,3-7,4
Saliva 0,36-4,8
Leche 2,2-3,9
Liquido sinovial =2,0
Liquido amniético 0,8-1,4

Al tratarse de un gen de mantenimiento el grado de homologia entre especies es alto,
concretamente del 68% al 73% para la secuencia completa de la cistatina C entre los
seres humanos y otras especies, tales como ratas, ratones y ganado vacuno. En los
perros se determind sélo una secuencia corta de los 27 aminodacidos terminales, que
muestra homologia con la cistatina C humana (formada por 120 aminoacidos), es decir
gue se estima una homologia de entre un 46% y un 79% para la especie canina segun
describid Poulik MD et al.?>3 en 1981, y entre un 22% y un 63% segun refiere Pearson
WR et al.**® en 1997. Esto podria indicar que las determinaciones de cistatina C
realizadas en medicina canina no reflejan la concentracion exacta de dicho pardmetro

en esta especiel??,
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Se ha descrito que, en la especie canina, se encuentra principalmente en suero (Tabla
3), LCR, glandulas pardétidas, rifidén y sistema nervioso central. En humanos, también se
ha identificado en placas de amiloide en depdsitos del cerebro. En cuanto a su
distribucién intracelular, se encuentra predominantemente en el reticulo
endoplasmatico y en el aparato de Golgi®®, en forma de dimeros inactivados. Los
dimeros se forman a partir del cambio de tres subdominios (al, f1 y B2) entre dos
mondmeros de la cistatina C. Como consecuencia, el bucle L1 desaparece y, por lo
tanto, el dimero no es capaz de inhibir la acciéon de las proteasas de cisteina. Las
vesiculas secretoras disocian los dimeros de forma que sean secretados como

mondmeros activosZ?>.

La presencia de cistatina C en orina en condiciones fisioldgicas deberia ser minima,
puesto que, al tratarse de una proteina de bajo peso molecular, se filtra libremente
por el glomérulo y se reabsorbe en el tubulo proximal, donde es catabolizada
practicamente en su totalidad por las células del epitelio tubular. Debido a esto, no se
reincorpora al flujo sanguineo ni aparece en la orina de forma significativa y, por tanto,
resulta practicamente imposible la medida de su aclaramiento. La presencia de

cistatina C en orina refleja, por lo tanto, una disfuncion de las células tubulares®®.

Diferentes autores han determinado cistatina C urinaria (Tablas 4 y 5), y debido a su
baja concentracién en este liquido biolégico, no hay un consenso respecto a la mejor
unidad de medida para su correcta interpretacion. Algunos autores han medido la
cantidad “bruta” de cistatina C urinaria, mientras que otros han realizado una ratio con

la creatinina (cistatina C urinaria/c).

Ademads, en 2014, Sasaki A et al.2%6 midieron los niveles de cistatina C urinaria en forma
de ratio con la creatinina para un grupo de perros control y otro al que se le
administraba gentamicina, para producir un dafio renal a nivel tubular. Se comprobé
que tras 4 y 8 dias de tratamiento los niveles urinarios de cistatina C se incrementaban

(dia4=0,28 +0,07 mg/gy dia8=84,5+17,5 mg/g).
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Tabla 3: Resultados de diferentes estudios realizados en perros que analizan la cistatina C sérica (mg/L),
expresados en media + desviacidon estandar.

AUTOR ENFERMEDAD EDAD (ANOS) N CISTATINA C SERICA
(mg/L)
Sanos 1-9 17 1,06 (0,4 - 1,38)
149
DRiEE L GRENES, Sin enfermedad renal 0,5-13 12 1,62 (0,4 - 2,24)
2001
ERC 0,5-9 8 5,01 (3,39 - 7,35)
Sanos Adultos 25 1,08+ 0,16
Almy FS et al., 20028
ERC Adultos 25 4,37+1,79
Sanos 179 0,6+0,31
ERC 27 0-8,6
Braun JP et al?5., 2002 ;
Con sgnos de EBC 7 02-12
pero sin azoemia
Azoemia sin signos de
ERC 13 0-1,2
Sanos 1-9 10 1,2+0,42
Gonul R et al.*%, 2004 ERC
2-135 20 2,96 £ 1,09
Webhner H et al.?%,
2008 Sanos 0,25-13 99 0,68-1,6
Disminucién ECPC 0,5-15 15 >1,6
Sanos 76 0,85+0,15
Miyagawa Y et al.2%, ERC 88 1,23+0,21
2009 Neoplasias 5 0,93 +0,13
ICC 5 0,8+0,12
Pasa S et al.?%’, 2009 Sanos 10 0,56 £ 0,15
Leishmania sin ERC 16 1,07 £0,62

ERC = enfermedad renal crénica; ECPC = aclaramiento exégeno de la creatinina plasmatica; ICC = insuficiencia cardiaca congestiva.

Tabla 4: Resultados de diferentes estudios realizados en perros que analizan la cistatina C urinaria.

AUTOR ENFERMEDAD CISTATINA C URINARIA (mg/L)
Randers E y Erlandsen EJ?53 1999 Sanos 0,03-0,3
Grubb A%, 2001 Sanos 0,03-0,29
Sanos <0,02-0,26
Monti P et al.2%, 2012 Sin enfermedad renal <0,02-0,18
ERC 2,05 - 10,45
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Tabla 5: Resultados de diferentes estudios realizados en perros que analizan la cistatina C urinaria/c.

AUTOR ENFERMEDAD CISTATINA C URINARIA/C (mg/g)

Sanos 0,01-0,32

Monti P et al.2%, 2012 Sin ER 01-0,11
3,43 - 26,45

ERC
No proteinurico ni azotémico 0,036 - 0,067
En el borde de la proteinuria y no azoémico 0,086-0,173
Garcia-Martinez JD et al.**° 2015

Proteinurico no azoémico 0,127 -0,326
0,723-1,451

Proteinurico y azoémico

Martineau AS et al.?*°, 2016 Sanos 0,002 - 0,036

V.1.5 Papel fisiolégico y metabdlico

La cistatina C desempefia una funcién protectora mediante inhibicidn de las catepsinas
(B, H, Ly S), enzimas con actividad proteolitica que catalizan la hidrélisis de proteinas a
polipéptidos. En concreto, actua sobre estas enzimas intracelulares, proporcionando
proteccion frente al catabolismo del colageno y degradacién de la matriz
celulart!>298221 ge considera el inhibidor fisioldgico mdas importante de las cisteinas

proteasas endégenas3L,

Como ya se ha descrito anteriormente, al ser el producto de un gen de mantenimiento,
se explica que sea sintetizada y secretada constantemente por todas las células
nucleadas, por lo que se encuentra en gran cantidad de tejidos y liquidos bioldgicos®®,
con concentraciones claramente mas altas en el LCR, debido a su mayor expresion por
el plexo coroideo. La cistatina C esta implicada en muchas funciones bioldgicas, como
la reabsorcién 6ésea, modulacidn de la respuesta inflamatoria, acciéon antiviral y
antibacteriana, proliferacién y  crecimiento  celular 'y accién  anti-
metdstasica?®122/184,263,331,356 g, concentracion sérica depende fundamentalmente de

la TFG y no estd influenciada por la masa muscular, el estado nutricional o la fiebre3°%,

Debido a su pequefio peso molecular y a que su punto isoelectrico de 9,3 le confiere
una carga positiva a pH fisioldgico, la cistatina C se filtra libremente por los glomérulos,
para ser reabsorbida totalmente a nivel de tubulo contorneado proximal. Aqui, es

catabolizada casi completamente por las células tubulares donde se produce una
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degradacion enzimatica y la reabsorcidn casi completa (99%) por las células tubulares
dentro de los lisosomas?’3?%2, Por lo tanto, en condiciones fisioldgicas, la
concentracién de cistatina C urinaria es minima, de 0,03 a 0,3 mg/L, creyéndose en un

principio que no seria Util su uso para determinar el aclaramiento o TFG?%4,
V.2 Métodos analiticos (PETIA y PENIA)

Para el uso clinico, los métodos de ensayo de cistatina C en suero deben ser
automatizados y libres de interferencias conocidas por compromiso de la creatinina
sérica. El primer ensayo de cistatina C fue desarrollado por Léfberg H y Grubb A0 en
1979, cuando a esta proteina todavia se la llamaba y-traza. Este primer proceso de
determinacion resultaba tedioso y largo, siendo necesarios 2 dias para su realizacién.
El ensayo tenia una sensibilidad aproximadamente de 300 mg/L, con un coeficiente
medio de variacion alrededor del 11%. En el mismo trabajo, estos autores describieron
el desarrollo de un tipo de inmunoensayo enzimatico. Dicho proceso también era un
procedimiento largo, puesto que requeria un periodo de 8 horas de incubacién,
aunque presentaba una mejor sensibilidad (aproximadamente 0,3 mg/L) y, por lo
tanto, podria medir cistatina C en la orina. No obstante, el procedimiento seguia
siendo aun demasiado largo y complejo para su uso en el diagnéstico clinico. Todavia
era demasiado complejo para ser utilizado con cualquier otro fin que no fueran

estudios clinicos retrospectivos o investigacion.

No fue hasta 1994 cuando se introdujo una nueva tecnologia de ensayo adecuada para
la determinacidon de cistatina C como pardametro clinico diagnodstico. La técnica se
basaba en inmunoturbidimetria de latex (PETIA, “particle enhanced turbidimetric
immunoassay”). Dos equipos de trabajo estudiaron la misma técnica con diferentes
particulas, pero con idénticos anticuerpos y calibradores. Los resultados fueron
excelentes en ambos estudios® 179222, Esta investigacion fue continuada con el
desarrollo de un método de inmunoensayo nefelométrico (PENIA, “Particle enhanced

nefelometric immunoassay”), utilizando sistemas nefelométricos de Behring®.

Los métodos analiticos PENIA®® y PETIA? constituyen la base de los cuatro métodos

de ensayo mas empleados para la determinacidon de cistatina C comercialmente
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disponibles, y en la actualidad la mayoria de las determinaciones clinicas han sido

realizadas con ellos.

Se considera que la técnica PENIA es la mas precisa, en un entorno clinico, para la
determinacidn de cistatina C en un rango entre 0,5y 11 mg/L°. Sin embargo, estudios
posteriores mostraron que, utilizando un volumen de muestra mayor en proporcién a
las particulas de reactivo, aumentaban considerablemente su sensibilidad, existiendo
por lo tanto muy poca diferencia de imprecisién entre ambas técnicas!08186:323 Se ha
realizado un estudio en perros con funcién renal normal usando PENIA y un intervalo

de referencia bajo (0,25 + 0,15 mg/L)*.

El manejo de muestras para el andlisis de cistatina C tiene ventajas practicas sobre la
creatinina debido a su mayor estabilidad. Segun estudios en medicina humana, la
concentracion de cistatina C es estable durante 2 dias a temperatura ambiente, una
semana a una temperatura comprendida entre de -20 y 20°C, y 6 meses a -80°C. Se
sigue manteniendo estable después de 10 ciclos de congelacion®°!. Sin embargo,

algunos autores sugieren una menor estabilidad*7%222,

V.3 Cistatina C y enfermedad renal

V.3.1 Recuerdo fisiopatolégico de la enfermedad renal

La principal funcién de los rifiones es regular el volumen y composicidn del liquido
extracelular mediante la formacién de orina. Esta regulacién se consigue mediante la
formacién de un ultrafiltrado del plasma por el paso de solutos, pequefias proteinas y
otros constituyentes no celulares de la sangre a través de la barrera de filtracién
glomerular. El volumen de ultrafiltrado producido es determinado principalmente por
el numero de nefronas funcionales, pero también se ve afectado por la presion
hidrostatica glomerular. La composicidn del filtrado se verd modificada atendiendo a
las necesidades fisioldgicas del animal, mediante la secrecidén o reabsorcién de solutos
y agua a medida que pasa por la nefrona. En un animal sano, menos del 1% del

volumen filtrado por los glomérulos serd eventualmente excretado como orina3?°.
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Algunas enfermedades pueden influir sobre este proceso mediante distintos
mecanismos, desencadenandose una enfermedad renal. La forma mas frecuente de
diagnosticarla es mediante la deteccién de azoemia, reflejo de una disminucién de la
funcionalidad de los rifiones. Existen otras alteraciones laboratoriales clasicas en el
diagnéstico, tales como proteinuria, debido a un dano de la barrera de filtracion
glomerular, o alteraciones en la composicion de la orina secundarias a defectos en los

tubulos renales o a urolitiasis32°.

Dependiendo de la persistencia de la lesién renal se puede diferenciar entre dafo

renal agudo (DRA) y enfermedad renal crénica (ERC).
V.3.1.1 Daio renal agudo

Los riflones son drganos especialmente susceptibles de sufrir dano isquémico o
nefrotoxicidad. Esto es debido a diversos factores, entre los que destacan el alto gasto
cardiaco que presentan estos érganos (20%) en comparaciéon con su pequefio peso
(0,5% del peso corporal total), su alta demanda metabdlica, y a su alto potencial para
concentrar nefrotoxinas en las células epiteliales tubulares. Todos estos factores hacen
del DRA una patologia con una alta incidencia, estimandose que podria constituir entre
el 1% y el 4 % de las causas de ingreso hospitalario en medicina humana, teniendo
estos casos, ademads, una alta probabilidad de complicaciones graves>13127,154.164 (7.
36%)?19367 En medicina veterinaria la incidencia es desconocida, pero su presentacion
o desarrollo en animales hospitalizados puede ser devastador; una lesiéon renal, incluso

menor, eleva considerablemente la mortalidad2%134/156,334,345

El DRA se ha definido clasicamente como un incremento subito (en horas o dias) de la
concentracion sérica de urea y creatinina, debido a la disminucion del filtrado
glomerular. Ademds, cursa con incapacidad para regular la homeostasis (equilibrio
hidroelectrolitico y acido-base). Si no se resuelve en un corto periodo de tiempo, la
funcién renal, e incluso la vida del individuo, pueden verse seriamente

comprometidos®.
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La International Renal Interest Society (IRIS)'*? ha realizado una clasificacién para el
DRA basada en los niveles séricos de creatinina. Esta clasificacién agrupa a los animales

afectados en 5 grados:

e Grado |: perros con concentracion de creatinina sérica inferior a 1,6 mg/dL.
También se pueden incluir en este grupo a todos aquellos animales que, aun no
siendo azoémicos, presenten evidencias contrastadas de DRA y/o un incremento
de mas de 0,3 mg/dL de creatinina en menos de 48 horas y/u oliguria inferior a 1
mL/kg/hora o anuria de mas de 6 horas.

e Grado Il: perros con niveles de creatinina sérica comprendidos entre 1,7 y 2,5
mg/dL, asi como un DRA documentado con azoemia estatica o progresiva, con un
incremento de mas de 0,3 mg/dL de creatinina en menos de 48 horas y/u oliguria
inferior a 1 mL/kg/hora o anuria de mas de 6 horas.

e Grado lll: Perros con niveles de creatinina sérica comprendidos entre 2,6 y 5
mg/dL.

e Grado IV: Perros con niveles de creatinina sérica comprendidos entre 5 y 10
mg/dL.

e Grado V: Perros con niveles de creatinina sérica superiores a 10 mg/dL.

El DRA se ha clasificado, etiolégicamente, en hemodinamico (pre-renal), intrinseco

(renal) y postrenal.
DRA hemodinamico

El DRA hemodindmico o prerrenal es el resultado de una perfusidn renal disminuida en
ausencia de enfermedad y/o lesidn renal existente? y de la consiguiente retencién de
productos de desecho nitrogenados y solutos’. Una caida sustancial de la presidn
hidrostatica del glomérulo disminuye la TFG y la retencidn de solutos. Inicialmente, al
reducirse la volemia renal, la autorregulacién del rifidn conserva la capacidad
excretora y continla la excrecién de los productos de desecho. Eventualmente, la
autorregulacion puede ser superada y se desarrolla la azoemia. Cualquier proceso que
disminuya el flujo sanguineo renal tiene el potencial de desencadenar un DRA

prerrenal. Las causas mas comunes son: deshidratacién, hipotensién, shock y
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reduccion del volumen cardiaco. Aunque también esta descrito en cirrosis hepatica,

anestesias, hipoadrenocorticismo o hipoalbuminemia.

El rifidn detecta la disminucién de la perfusion renal mediante barorreceptores
periféricos y reacciona incrementando la reabsorcion de sales y agua de la filtracidn
glomerular. Una hipoperfusidn grave y prolongada produce una lesiéon primaria renal

(nefrosis isquémica o necrosis tubular aguda isquémica)*.

El DRA hemodindmico se caracteriza por azoemia, asi como por incremento de la
densidad urinaria. La excrecion fraccional de sodio es baja, excepto en el caso de fallo

cardiaco congestivo, fallo hepético o sindrome nefrético?’°.

DRA intrinseco (renal)

Es el resultado directo de la enfermedad sobre el parénquima renal?. Las causas (Tabla
6) incluyen procesos isquémicos o hemodinamicos de larga duracion (extendidos de
una causa prerrenal), enfermedades infecciosas, toxinas o enfermedades sistémicas

con manifestaciones renales!’3174,

La lesidn estructural intrinseca del rindn generalmente aumenta la gravedad del DRA y
no se invierte por completo tras la restauracién de las deficiencias de volumen de
fluido o hemodinamico. El dafo renal puede desarrollarse como una continuacién de
deficiencias funcionales hemodindmicas, por sucesos isquémicos, o por la exposicidn a
farmacos o toxinas exdgenas que afectan directamente a los rifiones. Las
enfermedades renales intrinsecas o sistémicas con manifestaciones renales

secundarias también promueven DRA®,

DRA postrenal

El DRA postrenal es debido a la obstruccion o desvio del flujo urinario, incluyendo
obstruccion uretral, obstrucciéon bilateral ureteral, obstruccion unilateral con el rifidn
contralateral afuncional y salida de orina a la cavidad abdominal'’4. La obstruccion
urinaria disminuye el aclaramiento renal por una combinacion de factores tanto
neurohumorales como de compresién por incremento de presién renal. Un aumento

de la presién en el sistema colector después de una obstruccion modifica el equilibrio
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entre la presion hidrostatica y oncética, y disminuye la TFG. Por lo tanto, al resolverse

la obstruccién, la azoemia se normaliza con rapidez, aunque obstrucciones

prolongadas pueden llevar a un dafio renal intrinseco que perdura. El uroabdomen

aparece por reciclado de los productos de desecho a través del peritoneo®.

CAUSAS DE ISQUEMIA

Tabla 6: Causas de DRA intrinseco.

ENFERMEDADES RENALES
PRIMARIAS

ENFERMEDADES
SECUNDARIAS CON
MANIFESTACIONES

RENALES

NEFROTOXINAS

Shock (hipovolémico,
hemorragico, hipotensivo,
séptico)

Disminucién del gasto cardiaco
(fallo cardiaco congestivo,
arritmias, taponamiento
cardiaco)

Anestesia profunda / cirugias
extensas

Trauma

Hipertermia/hipotermia

Infecciones (pielonefritis,
leptospirosis, borreliosis)

Inmunomediadas
(glomerulonefritis aguda,
lupus eritematoso sistémico,
rechazo de trasplante renal,
vasculitis)

Neoplasias (linfoma)

Infecciones (babesiosis,
leishmaniosis, endocarditis
bacteriana)

Sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica,
sepsis, fallo multiorgdnico,
coagulacion intravascular
diseminada

Pancreatitis

Sindrome hepatorrenal

Hipertension maligna

Toxinas exdgenas

Farmacos

Toxinas enddgenas

Quemaduras cutdneas extensas

Reacciodn transfusional

Trombosis de vasos renales /
Coagulacién intravascular
diseminada

Policitemia / hiperviscosidad

Antiinflamatorios no esteroideos

Diagndstico de laboratorio:

Hematologia

El DRA rara vez presenta modificaciones hematolégicas especificas, aunque a veces
puede indicar la causa primaria. En la mayoria de ocasiones, el recuento de eritrocitos,
asi como el hematocrito, volumen corpuscular medio y hemoglobina, son normales,

salvo en casos de sobrehidratacion® o pérdida aguda de sangre®.

La presencia de anemia normocitica, normocrémica y no regenerativa suele ser tipica
de ERC. Sin embargo, puede presentarse en fases iniciales de perros con DRA, debido a
gue los signos de regeneracion no aparecen hasta 3-5 dias después de la pérdida

masiva de sangre, cuando los reticulocitos entran en circulacién. Ademas, la funcién
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eritropoyética puede verse disminuida por el propio DRA o por inflamacién

coexistente8135187,
Por otro lado, cuando la causa del DRA es infecciosa, puede aparecer leucocitosis?’8.
Bioquimica sanguinea

El hallazgo bioquimico mas caracteristico es la azoemia, de mayor o menor intensidad,
en funcién de la intensidad del dafio renal34°1, Sin embargo, su ausencia no descarta la

presencia de dafio renal®’8.

Por lo general, cambios en la concentracién de electrolitos, calcio, potasio vy
bicarbonato son mas marcados en el DRA que en la ERC. Entre estos cambios es
importante remarcar que mas de un 75% de los perros presentan hiperfosfatemia34’, y
al menos un 25% hipocalcemia, aunque esta proporcién puede incrementarse a un
50% en casos de intoxicacién aguda con etilenglicol?3>347, Sin embargo, no existen
publicaciones cientificas sobre las concentraciones de calcio ionizado en perros y gatos

con DRA.

El potasio es un parametro que se modifica considerablemente segun el estadio del
DRA o la etiologia del mismo. Es comln encontrar hiperkalemia, con valores que
oscilan entre 5,5 y 9 mEq/L, atendiendo al grado de enfermedad. Estos valores tienden
a aumentar en animales con obstruccidn urinaria o anuricos. Por regla general, la
concentracion sérica de bicarbonato se encuentra disminuida, viéndose acentuado
seguln progresa el DRA, pudiendo llegar a causar alcalosis metabdlica a consecuencia
de la aparicién de vémitos, deshidratacion o incluso la administracién previa de

bicarbonato®®.
Andlisis de orina

En estos pacientes es fundamental realizar un andlisis de orina, ya que en sus fases
iniciales o en casos de DRA intrinseco pueden afectare las distintas funciones renales®?.
Se incluyen los métodos habituales usados en medicina veterinaria: aspecto fisico,
bioquimica (tira reactiva), densidad (refractometria) y estudio del sedimento. También

deben incluirse otras determinaciones como cociente proteina/ creatinina (UP/C),
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excrecion fraccional de electrolitos, asi como la deteccion de la actividad de enzimas

urinarias®l.

e Densidad

En fases iniciales o en casos de DRA intrinseco se ven afectadas tanto la capacidad de
concentrar la orina como la de diluirla, hecho que se refleja en una densidad urinaria
que se mantiene estable en un rango comprendido entre 1,008 y 1,018%'. Una
densidad superior a 1,030 en un paciente con azoemia, indica fallo hemodindmico vy,

por lo tanto, prerrenal?2.

e Bioquimica urinaria

Las caracteristicas quimicas de la orina suelen medirse con métodos semicuantitativos,
como las tiras reactivas. Para la interpretacion de los diferentes parametros, salvo el
pH, debe tenerse en cuenta la densidad urinaria, siendo mas representativas las
reacciones detectadas en orinas de baja densidad que en las de elevada densidad?32,
Algunos parametros incluidos no son de utilidad en medicina veterinaria, como la
densidad o los leucocitos. Los pardmetros que mayor informacidn aportan, ademas del

pH, son la presencia de proteinas y/o de glucosa®®.

La presencia de glucosuria en ausencia de hiperglucemia es indicativa de disfuncion
tubular proximal. Ademas, puede predecir la presencia de necrosis tubular y es util

para discriminar entre DRA intrinseco y otras uremias agudas o crénicas3*’.

La proteinuria estd patente en la mayoria de pacientes con DRA. Sin embargo, su
determinacién por tiras de orina presenta escaso valor predictivo, siendo mas exactos

otros métodos cuantitativosZ®®.

e Sedimento

En todo analisis de orina se debe realizar el estudio microscépico del sedimento
urinario, ya que puede ofrecer informacion sobre la etiologia de la uremia. En dicho

sedimento se pueden observar eritrocitos, leucocitos, cilindros, cristales, hongos o
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bacterias®l. En un 30% de los perros con DRA se observa la presencia de cilindros. Sin

embargo, su ausencia no descarta un dafio agudo del parénquima renal3¥’.

La mayoria de los cristales urinarios pueden observarse en perros sin sintomatologia.
Sin embargo, a veces aparecen en patologias concretas como, por ejemplo,

intoxicacién por etilenglicol, en la que se observan cristales de oxalato célcico®!?.

e Ratio proteina/creatinina urinaria (UP/C)

Es el método de eleccidn para la cuantificacion de la proteinuria. Se trata de un valor
numérico obtenido al dividir la cantidad de proteina urinaria, que se vera
incrementada en casos de dafio glomerular y/o tubular, entre la creatinina urinaria,
que se mantiene mas o menos constante3®©, Sin embargo, aunque en el DRA se
produce una pérdida de proteinas urinaria, no existen estudios en los que relacionen la
cantidad de proteinas perdidas y la fase de la enfermedad en la que se encuentra el
paciente, aunque tedricamente cuanto mayor es el valor numérico de U P/C, existe

mayor dafio glomerular y/o tubular®?,

e Otros biomarcadores de funcion renal

Se estdn estudiando biomarcadores de funcién renal que sean mas sensibles que la
creatinina, y que puedan identificar una disfuncién renal antes. La cistatina C se
correlaciona con la TFG mejor que la creatinina en el perro, y probablemente se ve

incrementada antes en enfermedad renal temprana3®°.

Sin embargo, no existen
suficientes estudios que evalien a esta proteina en perros con DRA. La gamma-
glutamyl transpeptidasa (GGT) y la N-acetil-beta-D-glucosamida (NAG) son algunos
marcadores urinarios de dafio tubular e intersticial que se pueden ver incrementados
durante las primeras etapas del DRA3?. La lipocalina asociada a la gelatinasa de
neutréfilos (NGAL) también se ve incrementada antes que la creatinina en el caso de
DRA, y ayuda a diferenciar entre DRA y ERC!36:179,297,319 E| factor de crecimiento 23

fibroblastico y la dimetilarginina simétrica (SDMA) también estdn siendo evaluados

como marcadores tempranos de enfermedad renal3%°,
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V.3.1.2 Enfermedad renal cronica

Como se ha comentado anteriormente, las enfermedades renales afectan a menudo a
la especie canina, y con frecuencia se asocian a malos resultados en sus ultimas
etapas!’. La prevalencia global de la ERC, por ejemplo, oscila entre un 0,5 y un 7% en
esta especie®?°!, pero en los Ultimos afios se ha sugerido que una estimacion
razonable para la prevalencia de ERC en Estados Unidos seria entorno al 0,5% - 1,5%3’.
Otro estudio sugiere que la prevalencia en Reino Unido es muy similar a la estimada en
Estados Unidos, en torno al 0,02% - 1,44%%?%. Esta prevalencia aumenta al 15% en

perros de méas de 10 afios de edad°%:228.251,

La ERC es la enfermedad renal mas diagnosticada en el perro. Se define como la
presencia de anormalidades funcionales y/o estructurales en uno o en ambos rifiones,
gue se presenta de forma continuada durante 3 o mds meses. Los rifiones de estos
perros presentan una reduccidon permanente del nimero de nefronas funcionales, y
aunque la estructura y la funcionalidad renal no se alteran paralelamente, las
enfermedades renales primarias generalmente muestran evidencia de trastornos tanto
estructurales como funcionales. La mayoria de las lesiones se manifiestan como
cambios histolégicos del tejido renal, pudiendo ser observadas con técnicas de
microscopia. Sin embargo, otras alteraciones como defectos en el transporte celular,
Unicamente son detectables a nivel molecular o bioquimico, y no en todas las
ocasiones generan cambios morfolégicos observables con las técnicas anteriormente
mencionadas®2. Por otro lado, no siempre la pérdida de funcionalidad se correlaciona

con una pérdida de masa renal?’.

La ERC es irreversible y progresiva, incluso con tratamiento. Sin embargo, es comun
encontrar azoemias prerrenales, postrenales o enfermedades renales agudas que en
cierto momento coexistan con la ERC, componente de la enfermedad que si puede ser

reversibleZ®0,

Los mecanismos compensadores del rifidn, entre los que destaca la gran capacidad de
hipertrofia del tejido renal, pueden ocultar las consecuencias clinicas e incluso
laboratoriales que se producen en el caso de enfermedad renal incipiente. Las
alteraciones laboratoriales convencionales se detectan cuando mas del 75% de las
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nefronas pierden su funcionalidad. La sintomatologia compatible con la enfermedad es

detectada después de que se alteren estos parametros bioquimicos®.

La International Renal Interest Society (IRIS)'*? ha realizado una clasificacién para el
ERC basada en los niveles séricos de creatinina. Esta clasificacion agrupa a los animales

afectados en 5 grados:

e En riesgo: Perros con la concentracidon de creatinina plasmatica inferior a 1,4
mg/dL, con propensién a desarrollar una ERC (estar bajo tratamiento
nefrotdxico, raza predispuestas, enfermedades infecciosas asociadas a daino
renal en el drea y/o la edad del animal).

e Grado 1: Perros que presentan una concentracién de creatinina plasmatica
menor de 1,4 mg/dL. No azoemicos que presenten alguna abnormalidad renal
(concentracién urinaria inadecuada sin poder identificar una causa no renal,
palpacién o imagen renal anémala, proteinuria de origen renal, resultados de
biopsia renal anormales, incremento de los niveles séricos de creatinina en
muestras seriadas).

e Grado 2: Perros que presentan una concentracién de creatinina plasmatica
entre 1,4 y 2,0 mg/dL. Azoemia moderada, con o sin signos de enfermedad
renal.

e Grado 3: Perros que presentan una concentracién de creatinina plasmatica
entre 2,1 y 5,0 mg/dL. Azoemia moderada, con signosclinicos de enfermedad
renal.

e Grado 4: Perros que presentan una concentracién de creatinina plasmatica
superior a 5,0 mg/dL. Azoemia intensa, se incrementa el riesgo de ayazgos

sistémicos y crisis uremicas.

Diagndstico de laboratorio:

Hematologia

En el hemograma se puede observar anemia normocitica, normocrdmica y no
regenerativa (hipoproliferativa), que serd mds o menos grave en funcion del dafio

renal. Esta anemia se produce como consecuencia de la alteracién renal en la
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produccién de eritropoyetina, y de la presencia de toxinas urémicas a consecuencia de
la disminucion de la funcionalidad renal. Todo ello conlleva a una disminucién de la
vida media de los eritrocitos, llegando a ser ésta la mitad que la que se presentaria en
un individuo sano®®. Ademds, puede presentarse neutrofilia y linfopenia, como
consecuencia del estrés ocasionado por una enfermedad crdénica. Otra de las
consecuencias de la uremia es la posibilidad de desarrollar una disfuncién plaquetaria,

que no modifica el recuento de plaquetas, pero si la funcionalidad de las mismas?®.

Bioquimica sanguinea

Tradicionalmente, para la evaluacién de la gravedad de la nefropatia, se han utilizado
diversos parametros bioquimicos. Los mas empleados y conocidos son la
concentracion sérica de urea y de creatinina. En la enfermedad renal la concentracién
de ambos parametros se encuentra elevada (azoemia). Normalmente ambos
aumentan de forma simultanea, aunque se pueden presentar situaciones en las que
uno de estos parametros puede estar incrementado debido a causas extrarenales, sin
que el otro parametro sufra alteracién alguna, como, por ejemplo, el incremento de la

creatinina ante un ejercicio intenso o el de urea en hemorragias gastrointestinales?’8,

Otros parametros bioquimicos que se alteran frecuentemente son los electrolitos. En
pacientes con ERC compensada, los niveles plasmaticos de sodio pueden ser normales,
aunqgue también puede aparecer hipernatremia o hiponatremia cuando el paciente
sufre deshidratacion o retencion de liquidos®%2%°, Los niveles de potasio séricos suelen
ser normales, aunque en casos de oliguria o anuria puede desarrollarse una
hiperkalemia. Ademas, entre un 10% y un 30% de los casos, y debido a la anorexia, a la
pérdida de masa muscular, a los vomitos y/o a la poliuria, pueden presentar

hipokalemia?®.

En fases IRIS 1 y 2, la concentracion de fosforo en sangre puede ser normal. En fases
mas avanzadas, cuando se pierde mas de un 85% de las nefronas, suele desarrollarse
hiperfosfatemia*®. En la mayoria de los perros con ERC los niveles de calcio son
normales; sin embargo, se puede desarrollar hipocalcemia en aproximadamente un

19% de los casos e hipercalcemia en un 22%2°02°1,
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La hipoalbuminemia puede ser bastante comun en la ERC. Ademas, en perros con
sindrome nefrético puede desarrollarse, ademds de hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, asociado a hipernatremia, junto con un

incremento del UP/Cy de la presidn sanguinea®™®.

Andlisis de orina

El andlisis de orina es de vital importancia ante la sospecha de enfermedad renal,
puesto que aporta gran cantidad de informacion, que ha de estudiarse junto con la
hematologia y la bioquimica sanguinea. Su realizacidn debe ser lo mas estandarizada
posible, recogiéndose la técnica de recoleccién, descripcion del aspecto fisico,
bioquimica urinaria mediante tira reactiva, densidad urinaria y sedimento urinario. Si
fuera necesario, puede ser ampliado con la determinacién de marcadores urinarios y la

cuantificacién de proteinas mediante electroforesis®®.
e Densidad

Es muy importante determinar la densidad urinaria mediante refractometria, puesto
que puede considerarse como una estimacién de la concentracion total de solutos*>.
Puede advertir de un deterioro renal antes que se manifieste azoemia, ya que la
capacidad para concentrar la orina se ve afectada cuando un 67% de las nefronas no
son funcionales®. En la ERC la orina es isostendrica, con densidad comprendida entre
1,007 y 1,015. Sin embargo, este dato se ha de interpretar con cautela, puesto que
puede verse modificado por otros factores, como el grado de hidratacién o la dieta
ingerida por los perros, que pueden afectar directamente a la densidad urinaria debido
a los mecanismos de adaptacion fisiolégica del animal. Ademads, sus resultados,
pueden verse falseados por la presencia de diversos solutos, tales como glucosa y/o

proteinas3?L.

e Sedimento urinario

Es muy importante realizarlo siempre que sea posible?32, Al examinarlo se debe prestar
especial atencién a todos los elementos formes visibles: células (eritrocitos, leucocitos

y células epiteliales), cilindros, microorganismos (bacterias u hongos), cristales o moco,
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asi como diversos artefactos que pudieran hallarse en la muestra (fibras vegetales y
pelos, entre otros). Otro hecho importante a tener en cuenta es el método de
obtencién de la muestra (miccion voluntaria, cateterizacién o cistocentesis), ya que
puede influir en el recuento celular, asi como en los artefactos que se pueden

encontrar en la mismals.

Dentro de los hallazgos encontrados en el sedimento, los eritrocitos son células que se
pueden observar con relativa frecuencia. Cuando forman parte de cilindros celulares
su origen es renal. La aparicion de hematuria, macro o microscdpica, puede deberse a
traumatismos del sistema urinario, urolitiasis, neoplasias, infartos renales, nefritis o

nefrosis y hematoma de la pelvis renal, entre otros®.

El incremento en el numero de leucocitos puede ser debido, principalmente, a

infeccidn o inflamacidn del tracto urinario?32.

En cuanto a las células epiteliales, se debe diferenciar entre células escamosas (que no
tienen importancia diagndstica), transicionales (pueden proceder de cualquier parte
del urotelio, que va desde la pelvis renal hasta la uretra, aumentando progresivamente
su tamafio en su transcurso) y renales (pequefias células de origen tubular o de la
pelvis renal). Estas ultimas suelen presentarse con mayor frecuencia en pacientes con
DRA, aunque también en pacientes con enfermedad renal isquémica, en casos de

nefrotoxicidad o en las Ultimas fases de la enfermedad renal2®.

La presencia de cilindros celulares puede ofrecer informacion sobre el tipo de
nefropatia. Los cilindros hialinos aparecen en enfermedades glomerulares con
marcada proteinuria o en nefropatias tubulares. Por otro lado, dependiendo de Ia
célula predominante en los cilindros celulares, se pueden deducir las posibles causas
de la enfermedad renal. Por ejemplo, los cilindros celulares de leucocitos se
encuentran predominantemente en casos de pielonefritis, aunque también pueden
hallarse en nefritis intersticiales, nefrosis y glomerulonefritis exudativa. Los cilindros de
células epiteliales renales predominan en pacientes con un dafio tubular severo,
aungue también esta descrito en infartos renales, nefritis intersticiales agudas por

leptospirosis y pielonefritis?3233%,
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e Proteinuria

En casos de ERC se puede producir una pérdida elevada de proteinas plasmaticas a
través de la orina (proteinuria) y estd relacionado con una progresidon mds rdpida de la
enfermedad renal. Ademas, también se ha comprobado que su presentacién
incrementa el riesgo de mortalidad, incluso en perros que no padecen nefropatia
alguna'®. Algunos autores sustentan que la proteinuria puede ser, ademas de
consecuencia, la causa del dafo glomerular y tubulointersticial en pacientes con una
nefropatia instaurada, asi como influir en su evolucion®>>2%6378 por estos motivos, es
muy importante confirmar su existencia y cuantificar el grado de proteinuria. Para ello
existen diferentes métodos: semicuantitativos, utilizados en un analisis de orina
rutinario, determinacidn del UP/C o la determinacion de la concentracién de albumina

urinarialso,

e Ratio proteina/creatinina urinaria (UP/C)

Es el método de eleccién para la cuantificaciéon de la proteinuria. Es un valor que se
mantiene mas o menos constante3®0, Segln la International Renal Interest Society
(IRIS)'*? se considera que un perro no presenta proteinuria cuando el UP/C es menor
de 0,2, clasificindose como en el limite de proteinuria con UP/C comprendido entre
0,2 y 0,5, y como proteinudrico cuando éste aumenta por encima de 0,5. En aquellos
perros con azoemia y UP/C > 1 se incrementa el riesgo de padecer una crisis urémica e,
incluso, de morir'%. Otros autores modifican esta clasificacion estableciendo que
valores de UP/C comprendidos entre 1 y 3 pueden corresponderse con pérdida de
proteina tubular o con la existencia de proteinas de bajo peso molecular, como
proteinas de Bence-Jones, mioglobina o dimeros de hemoglobina, y que, cuando la
pérdida de proteinas es glomerular, los valores obtenidos son superiores a 3. En casos
de glomerulonefritis el coeficiente se encuentra entre 5 y 15, mientras que en perros
con amiloidosis renal puede llegar a ser superior a 18. En casos de piuria y hematuria,
en los que se podria sospechar de proteinuria por la presencia de proteina bacteriana
o dimeros de hemoglobina, se ha demostrado que, normalmente, los valores de UP/C
son menores de 0,5, indicando que tienen un efecto minimo sobre la proteinuria y, por

lo tanto, sobre el UP/C como medida de la misma3®°.
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e Microalbuminuria

Cuando la concentracion de albumina urinaria estd por encima de lo normal (> 1
mg/dL), se denomina microalbuminuria'®?. Sin embargo, este método diagndstico
presenta inconvenientes, ya que se ve incrementado no sélo en nefropatias, sino
también en otras patologias, como hiperadrenocorticismo?3?, enfermedades

neoplasicas, enfermedades de las vias urinarias bajas3®3

y en terapias con
glucocorticoides®’. Ademads, también se incrementa conforme aumenta la edad

debido al incremento de padecer enfermedades sistémicas363.

V.3.2 Contextualizacion de la cistatina C en el diagnostico laboratorial de la

enfermedad renal

El rifidn tiene una notable capacidad para soportar agresiones durante un largo
periodo de tiempo. La sensibilidad de cada célula renal para dafiarse varia en funcién
del tipo, posicién en la nefrona, vascularizacién local, y naturaleza del dafio. El
resultado de esta agresion renal es un conjunto de interacciones entre células

disfuncionales, células muertas, proliferacién, inflamacién y recuperacién?.

En la actualidad se considera como el mejor indicador de la funcionalidad renal Ia
medida de la TFG®>18, Sin embargo, las técnicas actuales para su determinacidn
presentan utilidad clinica limitada por ser costosas, requerir mucho tiempo para el
clinico o detectar la enfermedad renal en fases avanzadas. A la hora de analizar la TFG,
y debido a que los valores normales estan poco definidos, es importante que cada
laboratorio establezca su propio rango de referencia. Esto es asi debido a la variacion
de los protocolos descritos, sobre los que ejercen influencias determinados factores
como el ciclo circadiano, el estado de hidratacidon del paciente, la concentracion de

proteinas en la dieta y el uso de protocolos de sedacion durante su determinacién3>3,

Para entender en qué consisten las medidas de la TFG es necesario conocer el término
aclaramiento, referido al volumen de un fluido completamente limpio de una
sustancia. El aclaramiento no mide la cantidad de sustancia eliminada, sino la

velocidad de limpieza del fluido. Por otro lado, el aclaramiento plasmatico total es la
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suma de todas las rutas de aclaramiento!?®

mientras que el aclaramiento urinario es el
volumen de plasma limpio de una sustancia, la cual aparece en la orina?*. Ambos
pueden diferir porque no todas las sustancias aclaradas en el rifién aparecen en la

orina.

V.3.2.1 Marcadores de funcion glomerular

Marcadores directos de la TFG:

Inulina (aclaramiento urinario)

La inulina es el marcador més utilizado para llevar a cabo el aclaramiento urinario?*.
Es un polimero de fructosa que se elimina mediante filtracién glomerular, no es
reabsorbido ni metabolizado por el rifidon. Durante el procedimiento se administra

inulina via intravenosa y se recoge toda la orina producida en las 24 h siguientes.

Aclaramiento de inulina = (produccidén de orina x [inulina urinaria]) / [inulina plasmatica)

Los valores de referencia descritos en perros oscilan entre 3,39 + 0,73 y 4,6 + 0,15
mL/kg/min441%¢_ Sy principal limitacion es que requiere que el paciente esté sondado
o en una jaula metabdlica. Por ello, este tipo de técnicas no se usa en la clinica

habitual.

Creatinina (aclaramiento plasmatico y urinario)

La determinacidn de la TFG se puede llevar a cabo midiendo la creatinina endégena y
exodgena, en plasmay en orina. El aclaramiento de creatinina enddgeno se ve afectado

por la secrecién tubular proximal activa®'.

Para llevar a cabo esta prueba se han propuesto varios protocolos®3>8 pero, tanto
administrada en infusiéon constante como en bolo de creatinina, se correlaciona muy
bien con el aclaramiento urinario de inulina®. Esta prueba ofrece ciertas ventajas,
como por ejemplo que puede realizarse en la practica clinica porque es un método
facil y sencillo. Sélo es necesario extraer un pequefio volumen de sangre en cada
determinaciéon, no se precisa contar con un laboratorio externo ya que la

determinacion de la creatinina se puede llevar a cabo en la clinica y los resultados
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estan disponibles inmediatamente. Como Unico inconveniente esta que el paciente
tiene que permanecer en ayunas las 24 horas previas a la realizacion de la prueba y
debe permanecer hospitalizado durante ese dia, ya que la Ultima muestra de sangre ha

de tomarse seis horas después de la inyeccion®’.
Otros biomarcadores

Ademas de la inulina y la creatinina, se han empleado otras sustancias como
marcadores para determinar la TFG, como contrastes con iohexol o gadolinio y

radioisétopos.

El iohexol es un contraste iodado no idnico, muy estable en plasma, que se elimina
intacto en orina durante un periodo de 74 minutos?*?. Goy-Thollot | y colaboradores®,
en 2006, realizaron la técnica tomando dos muestras, a los 5 y 12 minutos después de
inyectar el marcador, permitiendo determinar la TFG con un margen de error
aceptable. El analisis del marcador se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC), siendo los valores normales descritos para el perro de 2,9 + 0,3
mL/kg/min'’> y 1,56 - 2,96 mL/kg/min?%. Entre otros compuestos iodados idnicos
empleados se encuentran el iotalamato de sodio [1251] y el iodohipurato de sodio

[1311].

Uno de los radioisétopos que se han empleado para monitorizar la TFG es Tc99m-acido
dietilenetrieminepentacético [Tc-99m-DTPA]. El uso de estas sustancias requiere
contar con instalaciones especiales y un periodo de aislamiento posterior a la prueba
de 24h. También se ha medido en perros y gatos a través de la piel la eliminacidn renal

de sinistrina marcada con fluoresceina3®®.

Marcadores indirectos de la TFG:

Urea

La urea es sintetizada en el higado a partir del amoniaco procedente del catabolismo
de los aminoacidos, en el ciclo de la ornitina. Los aminoacidos provienen del
catabolismo proteico tanto enddégeno como exdégeno. Como su peso molecular es sélo

de 60 Da, es filtrada en su totalidad por el glomérulo, pero su reabsorcién a nivel
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tubular es variable. La reabsorciéon de la urea a nivel de los tubulos colectores
medulares estd muy ligada a la reabsorcion de agua. Por este motivo, cuando existe un
descenso del volumen intravascular, disminuye el flujo tubular urinario y se produce
un incremento de la hormona antidiurética, produciendo una reabsorcién de urea
mayor. Este es el principal motivo por el cual el aclaramiento de urea no puede
emplearse como estimador de la TFG. La concentracion plasmatica de urea puede
estar influenciada por diversos factores extrarenales, tales como sangrado digestivo,
dietas hiperproteicas, o algunos farmacos. Por otro lado, también se puede apreciar

una disminucion en animales con insuficiencia hepética o shunt portosistémico!43.
Creatinina

La creatinina es una molécula que se genera de forma constante por medio de la
deshidratacion de la creatina y de la desfosforilacion de la creatina fosfato. Esta
pequefia molécula, de tan solo 113 Da, estd ligada con la masa muscular?®®. Se puede
apreciar un incremento de su concentracién plasmatica hasta 12 horas después de la
ingesta, y puede verse modificada por el estado de hidratacién del animal. Su
eliminacidn es renal, filtrandose a nivel glomerular, existe una minima secrecién a nivel
tubular, y sufre escaso metabolismo extrarenal®*. La escasa sensibilidad de la
creatinina para la deteccién precoz de disfuncién renal se debe a que la relacién entre
su concentracion sérica y la TFG, en el perro y en el gato, es de tipo hiperbdlico®, de
manera que una gran reduccion en una de las variables supone un cambio muy

pequefio en la otra3.
Cistatina C

La cistatina C es una proteina de pequefio peso molecular (13KDa). Debido a esto y a
su carga positiva a pH fisioldgico, se filtra libremente por los glomérulos, eliminandose
casi completamente de la circulacion. Su metabolismo se produce en los tubulos
proximales distales donde se produce su degradacidn enzimatica y la reabsorciéon casi
completa (99%) por las células tubulares dentro de los lisosomas?®2. Por lo tanto, en
condiciones fisioldgicas, la concentracidn de cistatina C urinaria es minima, creyéndose

en un principio que no seria Gtil su uso para determinar el aclaramiento o la TFG2%%,
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La cistatina C empezd a estudiarse en medicina canina en 1997, cuando se demostré su
presencia en plaquetas®**. Posteriormente, en 2001, se demostré que existia una
reactividad cruzada entre la cistatina C sérica canina y los anticuerpos anti-cistatina C
humana de conejo en la técnica PETIA, Sin embargo, actualmente no existe un
consenso sobre los valores normales en perros adultos sanos (Tabla 7).

Tabla 7: Concentracidon plasmatica normal de cistatina C (media + Desviacion estandar) obtenida en

estudios previos.
Pasa S et Pasa S et

AlmyFSet BraunJP et Antognoni MT Antognoni MT al. s, al.?,

Miyagawa Y et

8 35 10 11 205
al., 2002 al.?3, 2002 et al., 2005 et al., 2007 2008 2009 al.?%, 2009
Cistatina C 0,46 + 0,56 +
+ + + + +
(mg/L) 1,08 + 0,16 0,6 +0,31 0,25+0,14 0,25+ 0,15 0,05 015 0,85+ 0,15

En medicina canina la medida de la concentracidon plasmatica de cistatina C ha estado
orientada principalmente al diagndstico de la enfermedad renal®10:3>149.205 De hecho,
su utilidad clinica como marcador de dafio renal canino no se vislumbrd hasta 2002,
cuando se estudio su utilidad y la de la creatinina para detectar la enfermedad renal en
el perro, comparando ambos pardmetros con la medida de la TFG mediante el
aclaramiento con creatinina exdgena. Se demostrd una correlacidon entre el aumento
de la TFG y la concentracidn de cistatina C sérica, presentando una correlacién mayor
que la creatinina. Sin embargo, en el mismo estudio, se describe que en pacientes con
DRA parece no ser un buen marcador, ya que la creatinina presentd una mayor

correlacién con la TFGS.

Aunque en 2002 Almy FS® y colaboradores mostraban que la cistatina C parecia no ser
un buen marcador temprano de DRA, Pasa S et al, en 2008, evaluaron su
concentracién sérica en perros criticos con DRA (politraumatizados, pacientes en
estado de shock y pacientes con enfermedad del tracto urinario). Obtuvieron como
resultados que, en animales con shock y con enfermedad del tracto urinario como
consecuencia de la afectacion de la funcionalidad renal por hipoperfusién o por
disfuncién renal, habia un incremento significativo de cistatina C respecto al grupo
control. En el grupo de politraumatizados, y al igual que ocurre en medicina
humana?®®, también se producia un incremento, aunque no era estadisticamente

significativo.
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En 2002, Braun JP et al.?® también establecieron una mayor sensibilidad y especificidad
de la cistatina C plasmatica frente a la urea y creatinina para el diagndstico de
enfermedad renal (Tabla 8).

Tabla 8: Sensibilidad y especificidad en plasma de la concentracidn de cistatina C, creatinina y urea para
el diagndstico de enfermedad renal. Resultados con 95% de intervalo de confianza.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Cistatina C plasmatica 0,78 (0,64/0,92) 0,98 (0,96/1)
Creatinina plasmatica 0,66 (0,5/0,82) 0,94 (0,91/0,97)
Urea plasmitica 0,72 (0,56/0,88) 0,98 (0,96/1)

En 2008, se realizaron nuevos estudios (Tabla 9) para establecer la sensibilidad y
especificidad de la cistatina C sérica para detectar disminuciéon de la TFG (< 3,0
mL/min/Kg)3*°.

Tabla 9: Sensibilidad y especificidad sérica de la concentracidn de cistatina C y creatinina para el
diagndstico de enfermedad renal crénica.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Cistatina C sérica 0,76 0,87
Creatinina sérica 0,65 0,91

Los valores descritos de este pardmetro en perros con enfermedad renal son muy
variables, como se puede comprobar en la Tabla 10, debido a la enfermedad
responsable y al método laboratorial de diagndstico principalmente.

Tabla 10: Concentracion plasmatica de cistatina C (media + SD) obtenida en estudios previos en perros
con insuficiencia renal.

Antognoni Antognoni

Almy FS et Miyagawa Y
MT et al.*®, MT et al.t!
8 ’ ’ 205
al.8, 2002 2005 2007 et al.?®®, 2009
Cistatina C (mg/L) 4,37 £1,79 0,89 + 0,68 0,59 +0,34 1,23 £0,21

Por otro lado, y a diferencia de medicina humana, en medicina veterinaria existen
pocos estudios en los que se demuestre la influencia o no de otros factores en la
concentracion plasmatica de cistatina C. La edad parece que podria tener cierta
influencia sobre ella. Un estudio de 2002 (Figura 3) mostraba que tenia un rango
menor en cachorros (< 1 afio) y perros seniors (8 - 16,2 afios) comparada con perros

adultos (1 - 8 afios). El mismo estudio mostraba también que los perros de peso
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corporal inferior a 15 Kg presentaban valores de cistatina C plasmatica menores que
los de peso superior®. Es importante mencionar que en este estudio no se realizé
hematologia, bioquimica ni analisis de orina, por lo que es imposible determinar si los

animales presentaban alguna enfermedad.

Afos
=

0
Jovenes Adultos Seniors

Figura 3: Concentracion de cistatina C plasmatica canina segun la edad.

Otros estudios no mostraron ninguna correlacion entre la edad o el peso con los
niveles séricos de cistatina C?3%3%9, pero si que una pérdida de peso significativa puede
influir en la funcidon renal, hallaindose concentraciones menores de cistatina C
plasmdtica tras dicha pérdida3*?. Tampoco se ha encontrado correlacidon entre los

niveles séricos de cistatina C con el sexo o los ritmos circadianos3°3>°,

En contraste con lo que sucede con los niveles de creatinina plasmaticos, la
concentracion de cistatina C plasmatica parece sufrir un drastico descenso durante las
primeras horas tras la ingesta de alimentos. Esta disminucién permanece durante 9
horas, y retorna a niveles normales tras 12 horas3>. Por este motivo se recomienda que
toda muestra destinada a la determinacion de cistatina C se debe obtener de perros
tras un minimo de 12 horas de ayuno. Debido a que la concentracién plasmatica de
cistatina C esta determinada principalmente por la TFG, y se ha demostrado que la
comida provoca un aumento significativo de la misma?%®. La mayor eliminacién de
cistatina C podria explicar la disminucion de la concentracién, pero esto aun no ha sido

confirmado.

La ingesta proteica es un factor que puede alterar los niveles séricos de urea vy

creatinina. Sin embargo, parece que la cistatina C sérica no se afecta por el contenido
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de proteina de la dieta ni por los niveles de masa muscular, independientemente de
los cambios en la TFG, lo que indica que puede proporcionar estimaciones mas
precisas de la TFG que la creatinina en pacientes con reducida ingesta de proteinas, o

disminucion de la masa muscular®?.

La cistatina C también ha sido estudiada en animales con enfermedades infecciosas
gue cursan con daifo renal, tales como babesiosis y leishmaniosis. Para el caso de la
babesiosis, se realizé un estudio que intentaba averiguar qué marcador de la TFG seria
mejor en el caso de dicha enfermedad, si la cistatina C o la creatinina. Pero no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos pardmetros’®.

Al igual que en el caso de la babesiosis, se estudié la influencia de la leishmaniosis
visceral canina, pero no se realizé una comparativa con la TFG, sino una apreciacion de
los valores de cistatina C plasmdtica entre un grupo control y otro con leishmaniosis.
Se obtuvieron valores superiores a los mostrados para el grupo control, aunque la
mayoria se encontraban dentro del rango de valores normales. Se atribuyé al depdsito
de inmunocomplejos en la membrana del glomérulo. Por este motivo, y aunque seria
recomendable disponer de mas estudios, la leishmaniosis deberia tenerse en cuenta

como un factor extrarenal que puede incrementar la concentracidn de cistatina C?%’.

Otro estudio realizd una comparativa de los valores plasmdaticos de cistatina C en
perros con diabetes mellitus (con diabetes compensada y con cetoacidosis diabética),
leishmaniosis y ERC!, obteniéndose resultados que mostraban cémo en la ERC se
presentan las concentraciones mas elevadas de cistatina C. Asimismo, los animales con
leishmaniosis presentaban una concentracion de cistatina C superior a los animales
con diabetes mellitus compensada, siendo por tanto estos mas propensos al desarrollo

de enfermedad renal.

En 2013, Iglesias R, en un Trabajo de Grado llevado a cabo en la Universidad de
Extremadura, determiné los niveles de cistatina C en perros con ERC, y los correlaciond
con las diferentes fases de la enfermedad establecidos en la clasificacion IRIS. Para
ello, analizé 92 perros enfermos, encontrando valores de 0,16 + 0,02 mg/L en perros
sanos, 0,37 * 0,41 mg/L en el estadio 1, 0,4 + 0,31 mg/L en el estadio 2, 0,91 + 0,61
mg/L en el estadio 3 y 2,38 + 2,81 mg/L en el estadio 4. Los valores obtenidos
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mostraron también una alta correlacién con la concentracion de creatinina y con el

grado de dafio renal.
Dimetilarginina simétrica (SDMA)

La SDMA es un derivado dimetilado de la arginina producida por la metilacion
intranuclear de los residuos de arginina por la proteina-arginina metiltransferasa, junto
con su estereoisdmero dimetilarginina asmétrica (ADMA). La SDMA se excreta
mediante filtracion glomerulart'’2%>, lo que indica que cumple con las caracteristicas
necesarias para un marcador enddégeno de la funcién renal. Ciertos estudios sugieren
gue su concentracion esta menos influenciada por la masa muscular que la creatinina
plasmatica®4118119241 | 3 evaluaciéon de la SDMA no parece estar afectada por la
alimentacion de una dieta renal suplementada con aceite de pescado o L-carnitina en
el perro'8265 Se ha demostrado que su incremento en sangre, en caso de ERC, se
produce antes que el de la creatinina!!”?13, Sin embargo, todavia se requiere trabajo
adicional para determinar el efecto de la enfermedad concurrente en este nuevo
marcador. Recientemente, se ha desarrollado una nueva técnica en el perro para su
determinacidn, el test IDEXX ASDMA®, incluido en la clasificacion IRIS. Sin embargo,
Torrent E et al.3%, en 2018, en un estudio realizado sobre su capacidad para detectar
de forma temprana disfuncion renal excretora en perros con leishmaniosis, llegan a la
conclusiéon de que, al menos en esta enfermedad, no muestra ventajas en comparacién

con la creatinina y con el UP/C.
Proteinuria:

En pacientes sanos es normal encontrar una pequena cantidad de proteinas en la orina
como resultado del paso de proteinas de bajo peso molecular a través del glomérulo y
proteinas adicionadas en el tubulo renal (proteina de Tamm-Horsfall), pero cualquier
proteinuria mantenida es perjudicial para la funcién renal y promueve la progresién de
la enfermedad renal'®. Las células de los tubulos proximales son las encargadas de la
reabsorcién proteica, pero cuando la concentracion de proteinas es excesiva, se
acumulan en los lisosomas de estas células tubulares pudiendo causar la rotura de los

mismos, y por consiguiente un dafo celular. Este aumento de la concentracién de
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proteinas a nivel de los tubulos proximales puede deberse tanto a hiperproteinemia,
que promueve un mayor paso de proteinas a nivel glomerular, como por un dafo en el
glomérulo per se, que permitiria un aumento de la entrada de sustancias hacia los

tubulos renales33.

La proteinuria se puede clasificar tanto atendiendo a su etiologia como al peso
molecular de la misma. Atendiendo a la etiologia se subclasifica en: prerenal, renal

funcional, renal patolégica (glomerular, tubular, intersticial) y postrrenal€°,

La clasificacion atendiendo al peso molecular se relaciona en la Tabla 11:

Tabla 11: Clasificacion de las proteinas urinarias atendiendo a su peso molecular.

PROTEINAS DE ALTO PESO MOLECULAR PROTEINAS DE PESO MOLECULAR PROTEINAS DE BAJO PESO MOLECULAR
(PAPM) INTERMEDIO (PPMI) (PBPM)
Proteina C reactiva e IgG (150 kDa) Albumina (67 KDa) Proteina transpo(;tlacl:i(oD;a) et2 et (15

Otras proteinas que se han estudiado en la orina de los perros son GGT, NAG, al
microglobulina, B2 microglobulina, lisozima, proteina ligada a la vitamina D,

transtiretina y tromboxano B22%196,260,364,

Ante Ila presencia de lesion glomerular, la proteinuria presente es debida
principalmente a PPMI, pero a medida que evoluciona la enfermedad y se dafa el
glomérulo aparecen mayor cantidad de PAPM®337437> Ante lesiones tubulares, mds

tipicas de dafios agudos, suelen presentarse proteinurias con presencia de PBPM?376,

Por lo tanto, clasificar la proteinuria e identificarla podria ayudar a descifrar la

localizacion de la lesion renal.

Cociente proteina/creatinina en orina (UP/C)

Como se ha mencionado anteriormente, el UP/C se emplea para obtener un valor
objetivo de las pérdidas de proteinas urinarias. Mas especificamente, en medicina
humana miden el grado de lesion glomerular mediante el cociente IgG/transferrina o
albdmina, de manera que, si el cociente es elevado, la férmula indicara que se estan
filtrando proteinas de alto peso molecular, asociado a mal prondstico y a ausencia de

remision de la lesidn glomerular®.
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En estudios recientes, se ha comprobado que existen ciertos factores ambientales que
pueden producir variaciones significativas en los valores de proteinuria obtenidos. Un
estudio de 2015 revela que existen diferencias significativas en los UP/C dependiendo
del lugar fisico en el que recoja la muestra. Para un mismo paciente, las orinas
recogidas en el hospital pueden presentar UP/C mas altos que las recogidas en casa.
Dicho estudio encontré que esta diferencia fue mas notable en orinas con UP/C>0,5y
afecté fundamentalmente a la cantidad de proteina, pero no a la creatinina. Debido a
dichas discrepancias, se podria dar el caso de pacientes que dependiendo del lugar de
recogida de la muestra presentaran diferente estadiaje IRIS, y afectar la decisidn clinica
y farmacoldgica. Por ello se recomienda tomar siempre la muestra en la misma

ubicacidn de cara a monitorizar la evolucidn del tratamiento®>.

Durante afios, se ha recomendado la obtencion de muestras de orina mediante
cistocentesis para la determinacion de proteinas. Esta recomendacidn se basaba en
gue las muestras obtenidas mediante cistocentesis evitan la contaminacién de la
muestra con secreciones del tracto urinario inferior. No obstante, estudios recientes
han demostrado que orinas obtenidas por miccidon espontanea son vdlidas para la
determinacién de UP/C, y pueden ser clasificadas correctamente segun la clasificacion
IRIS, siempre y cuando estas muestras no presenten sedimento activo (ausencia de

celularidad incluyendo bacterias)!®.

El UP/C es el método mas empleado comUnmente para la cuantificacion objetiva de la
proteinuria. Se estima que un UP/C > 0,5 en el perro se corresponde con una
albuminuria superior a 30 mg/dL, que se considera como anormal si se presenta en
mds de 3 muestras separadas en un periodo de 2 o mas semanas*°. Un UP/C > 0,2
tiene un buen nivel de especificidad (98,6%) para detectar microalbuminuria (> 1
mg/dL). Sin embargo, su sensibilidad para detectar microalbuminurias discretas es
bastante bajo (47,9%)'%4. UP/C > 2 son indicativos de enfermedad glomerular, pero no

se pueden excluir otras etiologias sin realizar una biopsia renal'80189,293,

Valores de UP/C > 2 podrian ser indicativos de proteinuria glomerular, mientras que
valores inferores a 2 a menudo estan presentes en la proteinuria tubular. No obstante,

se ha observado que algunos perros proteindricos con UP/C < 2 tenian dafio
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glomerular primario confirmado por biopsia renal. En consecuencia, los valores de
UP/C no siempre pueden diferenciar el dafio glomerular del tubular°. Recientemente,
se ha informado que una variabilidad analitica dependiente del método utilizado para
la medicidn de las proteinas urinarias (molibdato rojo de pirogalol versus azul brillante
de Coomassie) podria afectar a la interpretacion final del UP/C, y reducir la capacidad

de clasificar correctamente perros con UP/C < 0,228%,
Albuminuria

En medicina canina se ha comprobado que la microalbuminuria (< 0,3 mg/dL)
persistente precede a la proteinuria. Puede estar producida por cualquier enfermedad
que curse con proteinuria con albuminuria; por lo tanto, no es especifica de

enfermedad glomerular?8?,

Estudios realizados en el perro demuestran que la sensibilidad y especificidad de la
microalbuminuria para detectar enfermedad sistémica, en comparacién con el UP/Cy
la albumina/creatinina urinaria, son superiores. Por ello, la valoracion de la
microalbuminuria junto a otras pruebas de cribado puede incrementar el diagndstico

de la enfermedad sistémica3633%4,

Un estudio reciente en perros Beagle determind el dafio causado en los tubulos
renales de la nefrona durante el tratamiento con gentamicina, utilizandose
biomarcadores clasicos y mas actuales. De los actuales, los niveles de albdmina en la
orina, junto con otros biomarcadores, mostraron una exactitud y elevaciones de su
valor mucho mds sensibles y especificas que otros biomarcadores cldsicos como la

creatinina sérica3>4.

En otro estudio reciente*® se utilizaron varios biomarcadores renales en perros
divididos en dos grupos: uno control, formado por 9 perros sanos, y otro problema,
formado por 40 perros con ERC, subdividido a su vez en dos grupos, uno con ERC en
IRIS1vy 2, yotro con ERC mads grave, en IRIS 3 y 4. La determinacién de la albimina en
orina mostrod resultados significativamente mas elevados en aquellos perros con ERC

en IRIS 3 y 4, lo que demuestra que dicho biomarcador es de utilidad para determinar
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ERC. Otros biomarcadores daban positivos en IRIS 1y 2, lo que permite anticiparse a la

enfermedad.
Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas estdn involucradas en la defensa del hospedador mediada por
anticuerpos. Son glicoproteinas de alto peso molecular, producidas por células
plasmaticas en la médula dsea, ganglios linfaticos y bazo. La forma monomérica de las
inmunoglobulinas M (IgM), G (IgG) y A (IgA) pesa 900 kDa, 150 kDa y 160 kDa
respectivamente. Estas inmunoglobulinas no pueden atravesar la barrera de filtracién
glomerular normal debido a su alto peso. Cuando ocurre una lesidn glomerular,

comienzan a aparecer en el filtrado urinario®32.

Se han demostrado altas concentraciones de IgG e IgM en la orina de perros con
ERC'3, La proporcidn I1gG/creatinina urinaria aumenté progresivamente en perros con
ERC secundaria a X-linked hereditary nephropathy (XLHN), en comparacién con perros
sanos de la misma edad. Ademas, la ratio I1gG/creatinina tenia tendencia a aumentar
antes que el UP/C, al contrario de otras nefropatias donde se detectaba al mismo
tiempo que la proteinuria. La IgG tiene una fuerte correlacion con los valores de UP/C,
y muestra su capacidad para indicar una disfuncién en la permeabilidad glomerular. La
ratio 1gG/creatinina también se ha correlacionado positivamente con los hallazgos

histopatoldgicos de dafio glomerular y tubulo-intersticial en perros con XLHN?,

Del mismo modo, los incrementos en la ratio 1gG/creatinina e IgM/ creatinina se han
correlacionado positivamente con la glomerulonefritis mediada por complejos
inmunitarios’3%214, Ademds, los aumentos en la concentracidon de la ratio
IgM/creatinina proporcioné una mejor indicacién de dafio glomerular ultraestructural
en comparacidon con otros biomarcadores de enfermedad renal, y se ha relacionado
con un aumento del riesgo de insuficiencia renal y muerte en humanos y perros. Se ha
observado una menor ratio en nefropatias juveniles, en glomerulonefropatias

mediadas por complejos no inmunes y en enfermedad tubular primaria®3?.

También se han evaluado la excrecidn fraccional de IgM (FEIgM) e 1gG (FEIgG) en

perros con proteinuria debida a ERC, demostrandose que la excrecién fraccional de

55



inmunoglobulinas fue mejor que su concentracion en orina para evaluar el dafio
tubular. La FEIgG ha mostrado tener una fuerte correlacion con la disfuncion tubular
histolégica, mientras que la FEIgM se correlacioné igualmente con el dano histolégico

glomerulary tubular®3!,

En otros estudios, se ha encontrado un incremento de la concentracién de 1gG3% y de
IgA337374 en perros proteindricos con infeccién por leishmaniosis. La presencia de
anticuerpos en la orina en estos animales se debe principalmente a la filtracidn libre de

inmunoglobulinas secundarias al dafio glomerular3'®,

En el caso de la IgA, se ha
propuesto que una pequena proporcion corresponde a la produccién local asociada
con nefritis tubulointersticial o lesiones en otros érganos urinarios o genitales (vejiga,

uretra y/o préstata)3?’.

Se han encontrado concentraciones menores en orina de IgA que de IgG en perros con
leishmaniosis, incluso en presencia de dano glomerular grave, probablemente debido a
niveles mas bajos de IgA que de IgG374. Se ha informado una menor correlaciéon de esta
inmunoglobulina con la proteinuria, creatinina y urea séricas en comparacion con la
correlacién de la IgG urinaria, que muestra una menor sensibilidad para evaluar el

dafio renal en estos animales33’.

En uno de los ultimos estudios, se ha informado que la ratio 1gG/creatinina urinaria
aumenta de acuerdo con el desarrollo de la enfermedad renal?3®, y que se correlaciona
positivamente con la progresién de la proteinuria en perros con leishmaniosis?3%316,
Ademas, la disminucion del cociente IgG/creatinina se ha asociado con la mejoria de la
proteinuria después de un mes de tratamiento en casos sin cambios en las
concentraciones séricas de creatinina y SDMA. La magnitud de su disminucidn fue mas
alta que otros biomarcadores de dafio glomerular, como el cociente entre la proteina C

reactiva urinaria y la creatinina?3®.
V.3.2.2 Marcadores de funcién tubular

El biomarcador ideal de DRA deberia ser asequible, rapido, medible, preciso y exacto,
con prondstico capaz de definir la gravedad del dafo renal, especifico para el rifidn,

incrementarse en las etapas iniciales de la disfuncidon, con alta sensibilidad vy
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especificidad®. La orina, debido a que es producida por los rifiones y a su facilidad de

extraccién, es un fluido bioldgico ideal para encontrar biomarcadores tempranos de

fallo renal?’”’. Son muchos los biomarcadores estudiados o en fase de estudio (Tabla

12)233,

Tabla 12: Biomarcadores estudiados de dafio renal agudo en medicina humana.

Tiempo de
: . .. Factores que
Biomarcadores de . - Tipo de deteccion
Origen Papel del rifion . pueden afectar su
DRA muestra post-lesion R
medida
renal
Sepsis, tumores
El NGAL plasmitico es malignos, ERC,
excretado via glomerular, y
i i Glicoproteina de 25 kDa  reabsorbido completamente iti
L|p9ca||na p : L : p m Plasmay De 2-4 horas pancreatitis, EPOC
asociada a la producida por el tejido a nivel tubular. También es orina ost-DRA (enfermedad
gelatinasa de epitelial del organismo. producido por los ' P ’ pulmonar
neutréfilos (NGAL) segmentos distales de los obstructiva crénica),
tubulos renales. hiperplasia
endometrial.
Inflamacion
Filtrada libremente por el sistemica,
. gloméruloy,
Protgpa de 13 kDa posteriormente, tumores malignos,
inhibidora de las .
L K completamente reabsorbida
cistein-proteinasas. . . 12-24 horas .
o . y metabolizada a nivel de Plasmay . desdrdenes
Cistatina C Producida por la , . R post dafio o
. , tubulos proximales. No orina. tiroideos,
mayoria de las células R X renal.
existe secreccion tubulary
nucleadas de forma el .
constante. su§ niveles ep orina son eXCeso o aumento
practicamente indetectables de glucocorticoides,
en individuos sanos.
tabaquismo.
Citokina Liberada por las células de Plasma 6-24 horas Inflamacion, sepsis,
IL-18 proinflamatoria de 18 los tubulos proximales orina y después del
kDa. después de ser dafiadas. ' dafio renal. fallo cardiaco.
Glicoproteina
transmembrana
enerada por células Presente en orina tras dafio .
, o & P . . L. . 12-24 horas Carcinoma renal,
Molécula de dafio tubulares proximales isquémico o nefrotdxico de . o - -
. « . Orina. tras el dafio proteinuria crénica,
renal 1 (KIM-1) después de dafio células tubulares
o . renal. ERC.
isquémico o proximales.
nefrotdxico; ninguna
fuente sistémica.
Chaperonas, lipidos
intracelulares de 14 Libremente filtrada en el
. . 1 hora
Proteina hepética kDa que se produce en glomérulo y reabsorbida en despugs del C. rif
L p . higado, intestino, las células del tubulo Plasmay P o ER_ ’ r|n9n
de unidn a acidos b . ) . dafio poliquistico,
rasos (L-FABP) pancreas, lengua, proximal; incrementa la orina. tubular f p d’
g sistema nervioso, excrecion urinaria después isquémico h en’ grme & )
estémago y células del del dafio tubular. q ’ CPEIiEE), SEpeE:
tubulo proximal.
>130 kDa de enzima .
. X Demasiado grande para
N-acetil-B-D- lisosomal; se produce . ,
e . filtrarse en el glomérulo; la Plasmay
glucosaminidasa en muchas células -, I R 12 horas. Nefropatia
) ) , elevacion en orina implica orina. ; A
(NAG) incluidas las del tubulo diabética.

proximal y distal.

dafio tubular.
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Tabla 12 (continuacion): Biomarcadores estudiados de dafio renal agudo en medicina humana.

Biomarcadores de
DRA

Origen

Papel del rifion

Tipo de
muestra

Tiempo de

deteccion

post-lesion
renal

Factores que
pueden afectar su
medida

Proteina unida a
retinol (RBP)

aGlutation S-
transferasa (aGST)

n-Glutation
Stransferasa (nGST)

Gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT)
Fosfatasa alcalina
(FA) Alanina
aminopeptidasa
(AAP)

Hepcidina

Factor de crecimiento
de hepatocito (HGF)

Netrina

Péptido
quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1)

Calprotectina

Glicoproteina de cadena
Unica de 21 kDa; portadora
especifica de retinol en la
sangre (entrega retinol del
higado a los tejidos
periféricos).

Enzima citoplasmatica de
47 a 51 kDa producida en
los tibulos proximales.

Enzima citoplasmatica de
47 a 51 kDa producida en
los tubulos distales.

Enzimas localizadas en las
vellosidades del borde en
cepillo de las células
tubulares proximales.

Hormona péptida de 2,78
kDa producida
mayoritariamente en los
hepatocitos; alguna
produccion en rifién,
corazon y cerebro.

Marcador ligado a la
regeneracion de células
epiteliales de tubulos
renales.

Molécula unida a lamina,
minimamente expresada en
las células epiteliales del
tubulo proximal de rifiones
normales.

Péptido expresado en
podocitos y células
mesangiales renales.

Complejo de dos proteinas
del grupo S100
(S100A8/S100A9) unido al
calcio; derivado de
neutroéfilos y monocitos;
actua como activador el
sistema inmune innato.

Totalmente filtrada en
el glomérulo y
reabsorbida pero no se
secreta en los tubulos
proximales; una
disminucion en la
funcién tubular
conduce a la excrecién
de RBP en la orina.

Filtracidn glomerular
limitada; se incrementa
en los niveles urinarios

tras el dafio tubular.

Filtracidn glomerular
limitada; se incrementa
en los niveles urinarios

tras el dafio tubular.

Liberados en orina
después de un dafio
tubular.

Se filtra libremente con
la absorcion tubular y
el catabolismo
(excrecion fraccional
2%).

Altamente expresada
en dafio tubular
proximal.

Detectable en orina.

Medidora de actividad
inflamatoria local;
detectada en orina en
DRA intrinseca.

Plasmay
orina.

Orina.

Orina.

Orina.

Plasmay
orina.

Orina.

Orina.

Orina.

<12 horas

12 horas.

12 horas.

Diabetes tipo 2,
obesidad,
enfermedad aguda
critica.

Inflamacién
sistémica.

Enfermedades
renales primarias.

Enfermedad
inflamatoria
intestinal crénica
(IBD), infecciones
del tracto urinario,
ERC.
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Enzimas:

La enzimuria se empezd a estudiar durante los aiflos 60 y 70, como posible marcador
de DRA. Se investigd tanto en seres humanos como en modelos de roedores3%368, E|
estudio de las enzimas urinarias estaba encaminado a encontrar algin marcador
temprano de DRA. Durante las Ultimas décadas se han realizado estudios en animales
domésticos, la mayoria como modelos para seres humanos. Aunque actualmente
existen estudios que muestran el significado clinico de ciertas enzimas, el uso de estas

técnicas es todavia limitado para el clinico veterinario®.
Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima que se encarga de eliminar fosfato de
proteinas y nucleétidos, funcionando de manera éptima a pH alcalino. Estd constituida
por un grupo de isoenzimas producidas por las células de varios érganos: higado,
hueso, intestino, rindn y placenta. El aumento de la concentracidn plasmatica de esta
enzima, al contrario que en muchas otras, no se produce por una liberacion debida a
dafio celular, sino por incremento de la actividad plasmdatica y por lo tanto de su
sintesis3. La FA también se localiza en los lisosomas de las vellosidades del borde en
cepillo de las células del tubulo proximal y, al contrario de lo que sucede en el plasma,

se libera a la orina después del dafio tubular renal®®233,

La ratio FA urinaria/creatinina urinaria, se ha estudiado como posible marcador de
dano renal en perras con piometra, en las que se comprobd que sus niveles
disminuyen después de la cirugia. En dicho trabajo se consideraban como valores
normales a una ratio < 10 Ul/mmol, valores intermedios 10-20 Ul/mmol y valores altos
> 20 Ul/mmol*?*. También se ha utilizado como marcador de dafio renal a largo plazo

en patologias que producen ERC??,
Lactato deshidrogenasa

La lactato-deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se localiza en el citosol de gran
variedad de tejidos, por lo que su especificidad plasmatica es bastante limitada. Las

mayores concentraciones se encuentran en corazén, higado, rifiones, musculos,
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glébulos rojos, cerebro y pulmones. Por este motivo es un parametro laboratorial que
forma parte de los perfiles bioquimicos rutinarios®* y que, aunque por si sola
proporciona escasa informacién clinica, junto con la determinacién de otros
pardmetros puede ayudar a definir la localizacién de una patologia restringiéndola a

ciertos territorios organicos3?.

Respecto a la presencia de LDH wurinaria, pertenece a la categoria de las
oxidorreductasas, y se localiza en el citoplasma de las células del tubulo proximal®. En
2016, McDuffie LA y Aufforth RD?%2 observaron que la ratio LDH urinaria/creatinina

urinaria aumentaba en perros con DRA inducido con cisplatino.
Gamma-glutamil transpeptidasa

La gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) transfiere la fraccion glutamil del glutation o
L-g-glutamil-Lcisteinil-glicina (GSH) y otros péptidos y-glutamil a una variedad de
aminodcidos y péptidosi®. El producto de esta reaccion es un péptido y-glutamil. La
existencia de esta enzima se demostrd por primera vez por Hanes CS y Hird FJR'2? en
1950 en el rifién de ovejas. Se ha sugerido que desempefa un papel importante en el
transporte de aminodcidos en la célula®®1?°. Es cominmente utilizada en la evaluacién

diagndstica de los perros y gatos con enfermedad hepatica o del tracto biliar.

La GGT se puede encontrar en altas concentraciones en las células del borde en cepillo,
plexo coroideo y otros tejidos%+22%275280 Tijene gran actividad en el lumen del cepillo
de las células tubulares, por lo que, si estas células sufren algun tipo de dafio, la
enzima pasa a la orina, siendo por lo tanto su concentracion urinaria un indicador de
dafio y necrosis tubular®. Los valores de referencia en perros sanos oscilan entre una
ratio GGT urinaria/creatinina urinaria de 1,93 y 28,57 Ul/g. Varios son los estudios
experimentales realizados en perros que demuestran que su concentracién urinaria
podria ser un marcador precoz y sensible de lesién tubular, puesto que con frecuencia
se detecta antes que los aumentos de creatinina plasmética®>>. Se realizé un estudio en
el que se producia un dano renal especifico a nivel de tubulos contorneados distales
mediante la administracion de gentamicina, mostrando que la GGT urinaria
aumentaba incluso antes que apareciera azoemia, y considerandose por lo tanto un

método mas sensible y fiable para detectar un posible DRA asociado a tratamiento con
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gentamicina''? En 2001, Heiene R et al.'**, midieron la ratio GGT urinaria/creatinina
urinaria en perras con piometra antes y después de la ovariohisterectomia,

observando que se encontraba elevado y que disminuia después de la castracidn.

Otro estudio demostré que altos niveles de la ratio urinaria GGT/creatinina podrian
predecir la presencia de proteinuria en perros con ERC secundaria a leishmaniosis y
podria ser util para diferenciar entre proteinuria tubular y mixta determinada por SDS-
AGE urinaria. Se ha sugerido que el aumento de sus niveles podria ser util para evaluar

la progresion de la enfermedad renal en esta enfermedad?®3?,

Se han estudiado varios factores que podrian interferir en su medicién, no
encontrandose diferencias significativas entre sexos. Se ha observado que los valores
difieren significativamente segin el pH de la orina, puesto que al parecer se

desnaturaliza a pH de 4,7%1,
N-acetil-B-D-glucosaminidasa

El N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG) es una enzima lisosomal que se encuentra
principalmente en las células de los tubulos proximales y distales renales. Es una
proteina con un peso molecular > 130 KDa%332%8, Al ser una proteina con un
considerable peso molecular, no se filtra a nivel glomerular. Este hecho, combinado
con el que se encuentra en gran cantidad en las células epiteliales tubulares, hace del
NAG un posible marcador de dafio tubular?33. Se tiene constancia de que su actividad
urinaria aumenta en condiciones de dafio renal tanto en seres humanos®°169.254,256,361
como en animales®!102%7 Se ha propuesto como un marcador sensible de progresion
de la enfermedad renal®>169.254256 y de rechazo de aloinjertos renales?®*. Su actividad

se incrementa antes que otros parametros de funcionalidad renal?**.

Como se considera un marcador especifico de dafio epitelial renal, ayuda a reconocer
el tipo de dafio renal®>3%, La ratio NAG urinaria/creatinina urinaria se ve incrementada
en DRA, como se pudo comprobar en un estudio con Beagles en el que obtuvieron
valores elevados de NAG antes que de los marcadores tradicionales. Ademas, se
incrementa en perros con ERC'9328311  pielonefritis3!!, diabetes mellitus no

288

controlada, piometra?® y nefropatia hereditaria ligada al cromosoma X?4. Aunque
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288 se ha descrito su

existe escasa informacion en enfermedades renales caninas
utilidad en perros con dafio tubular proximal inducido por drogas!!®. En este sentido,
previamente se habian realizado estudios experimentales en perros para determinar
su capacidad de predecir el DRA induciendo dafo tubular mediante la toxicidad de

cloruro de mercurio®?.

Frecuentemente se ha determinado conjuntamente con la GGT urinaria en estudios
experimentales!, asi como en enfermedad renal de origen natural en perros?%. Un
estudio llevado a cabo en medicina humana mostré que las enzimas urinarias GGT y
NAG detectaron DRA entre 12 horas y 4 dias antes que el desarrollo de azoemia en

pacientes de UCI3®2,

Sin embargo, no existen valores basales normales para la especie canina en orina
debido a que, en los diversos estudios realizados, los valores obtenidos en los grupos
controles son muy diferentes>3110.112.28 gj se ha demostrado que los valores de NAG
urinarios varian significativamente entre hembras y machos, pero no en funcién del
pH, como ocurre con la GGT. En machos se ha demostrado que el semen es una

importante fuente de NAG?8. En la orina se inactiva a pH > 87,

Proteinas de bajo peso molecular:

El hallazgo de un incremento en la concentracion de proteinas de bajo peso molecular
en la orina, puede estar asociado a un defecto primario por parte de los tubulos
proximales, que puede ocurrir tanto por dafio celular como por sobrecarga proteica en
el filtrado glomerular. Las proteinas de bajo peso molecular son filtradas libremente
por el glomérulo y se reabsorben a nivel tubular, pero no son secretadas por las células
tubulares proximales. La lesion en el epitelio tubular proximal conduce a la
disminucion de superficie de las microvellosidades de la membrana del borde en
cepillo, y consecuentemente se ve reducida su capacidad de absorcion®. La
proteinuria tubular resultante ha sido ampliamente estudiada como indice de lesién

tubular8®:338,
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Cistatina C

Como se ha comentado anteriormente, la cistatina C es una proteina de bajo peso
molecular (13 KDa) que se filtra libremente por el glomérulo para ser reabsorbida en el
tubulo proximal, donde es catabolizada casi en su totalidad (99%) por las células del
epitelio tubular. Gracias a estas propiedades su concentracidn urinaria puede reflejar
un dafio tubular, ya que una vez filtrada por el glomérulo no retorna como tal al
torrente sanguineo (es metabolizada a nivel tubular), y tampoco deberia aparecer en la
orina, al metabolizarse a nivel lisosomal de dichas células tubulares?®?. La cantidad de
cistatina C urinaria puede ser tan baja en condiciones fisioldgicas, que en un principio
se creyd que no seria Util para la determinacién del aclaramiento o TFG%®*. Sin
embargo, otros autores afirman que su presencia en orina refleja la disfuncion de las
células tubulares®®. Su concentracién normal en orina en ausencia de dafio tubular es

de 0,03 — 0,3 mg/L11>263,

En la actualidad existen muy pocos estudios acerca de la cistatina C urinaria en el
perro. En 2012 Monti P y colaboradores?® validaron la técnica PETIA para la
determinacidn de cistatina C urinaria canina. AL mismo tiempo, compararon los niveles
de cistatina C urinaria en forma de ratio con la creatinina urinaria, a fin de determinar
si existian diferencias de este valor, entre un grupo control y otro con enfermedad
renal, encontrando diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Por
otro lado, Garcia-Martinez y colaboradores en 2015 concluyen que, en una poblacién
de perros con leishmaniosis, tan sélo en la fase mas avanzada (IRIS 4) es cuando existe

un incremento significativamente apreciable.

Debido a su alto potencial como marcador de dafio renal prematuro, autores como
Martineau AS et al.?%%, en 2016, que evidenciaron que el consumo de extractos de uva
y frambuesa es saludable para los perros, utilizaron la cistatina C urinaria como uno de

los marcadores de dafio renal.

Proteina transportadora de retinol

La proteina transportadora de retinol (RBP), como su propio nombre indica, es la

principal encargada del transporte de retinol (vitamina A) por el organismo, se sintetiza
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a nivel hepatico, y es de bajo peso molecular (21 kDa)3. El complejo RBP-retinol estd
unido a la transtiretina (transportadora de tiroxina y retinol) en el plasma, y esta unién
impide su filtracién glomerular?>. Una vez que el retinol ha sido entregado a sus tejidos
diana, su afinidad por la transtiretina disminuye3’3, lo que permite que la molécula de
RBP se filtre libremente por el glomérulo y sea reabsorbido por las células de los
tubulos proximales donde es catabolizada*. Por este motivo, el RBP urinario se ha
propuesto como un posible indicador de dafio tubular proximal, en personas y perros,
puesto que su presencia en la orina mostraria una disfuncidon o dafio de las células
encargadas de su reabsorcién y metabolismo, que se encuentra en concreto en esta

porcion de los tubulos renales?>7:258,259,260,261,

Se han observado aumentos de las concentraciones de RBP urinario en perros con
ERC131,176,257,262,311 y an otros en los que no se normalizaron los resultados con el
volumen de la orina%®?, urolitiasis (normalizado a creatinina urinaria)?®°,
hiperadrenocorticismo sin tratar3!, nefropatia hereditaria ligada al cromosoma X
(XLHN)?214351 'y glomerulonefropatia familiar ligada al Dogo de Burdeos'’®. Las
determinaciones se llevaron a cabo mediante analisis Western blot, ELISA, o ambos en

comparacion con perros sanos?°7,260,262,351,

Existen varios estudios que han evaluado la capacidad del RBP para identificar la
disfuncién renal en una fase temprana. En dos estudios se detecté antes un aumento
de los niveles de RBP en orina que la aparicion de azoemia en perros con nefropatia
hereditaria ligada al cromosoma X (XLHN)?%*>?4 y |os datos adicionales también apoyan
la correlacién entre las concentraciones de RBP y la progresion de la ERC. Existe otro
estudio en el que se investigd la influencia de la funcidn renal en la excrecion urinaria
de RBP en perros con enfermedad renal de origen natural. Al contrario de lo que
ocurria en los estudios antes mencionados, las concentraciones de RBP urinario no
eran diferentes entre perros normales y perros no azoémicos con disminucion del

258 En consecuencia, los autores

aclaramiento de creatinina exdgena en plasma
concluyeron que el RBP urinario no era util en el diagndstico para la deteccién de
ligeras disminuciones de la TFG en las primeras etapas de la enfermedad renal.
Ademds, Lavoué R et al.'’®, en 2015, y Hokamp JA et al.*3!, en 2016, no observaron un
aumento evidente en enfermedades que cursan con ERC. Por lo tanto, estos datos
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indican que el RBP urinario podria ser un marcador prometedor de disfuncién tubular

en perros, pero son necesarios la realizacion de mas estudios en DRA®S,
Lipocalina-gelatinasa neutréfilica urinaria

La lipocalina-gelatinasa neutréfilica (NGAL) es una proteina de 25 kDa covalentemente
unida a la gelatinasa de los neutroéfilos. En condiciones fisioldgicas se encuentra en
baja concentracion en la orina, pero se puede ver aumentado en caso de dafio tubular.
Diversos estudios han puesto de manifiesto que el valor en orina de NGAL puede
predecir la existencia de lesiéon renal aguda antes de que el valor de creatinina
plasmdatica aumente por encima del rango de referencia?®’. Otros estudios concluyen
que el NGAL en plasma podria servir para diferenciar la lesién renal aguda (DRA) de la

ERC3'° teniendo una mejor relevancia prondstica en pacientes con ERC*3®,
Otros marcadores de funcién tubular:
Densidad y osmolalidad urinaria

Una de las principales funciones del rindn es reabsorber parte del agua filtrada a
medida que el ultrafiltrado glomerular pasa por los tubulos renales. Por este motivo, la
densidad de la orina que se excreta es superior a la del ultrafiltrado glomerular®. Por

otro lado, la osmolalidad del ultrafiltrado glomerular es idéntica a la del plasma33.

La osmolalidad urinaria es una medida de la concentracién de solutos en la orina. Se
puede considerar como un parametro mas fiable que la densidad urinaria, puesto que
cuando existe proteinuria o glucosuria marcada, la densidad urinaria, determinada
mediante refractométrica, sobreestima la concentracién de solutos y, por tanto, la
capacidad de concentracién renal. No obstante, y debido a la sencillez de su
determinacion, se sigue utilizando mas frecuentemente la densidad urinaria en el
ambito clinico®®. La osmolalidad maxima de la orina de un perro puede llegar a ser de

2.400 mOsm/kg33.

La valoracién de la densidad urinaria permite diagnosticar mas precozmente la lesién

renal que la creatinina plasmadtica, ya que la isostenuria ocurre cuando el 66% de las
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nefronas no son funcionales®. Sin embargo, este pardmetro puede verse modificado

con facilidad, y en ocasiones puede ser de dificil interpretacion.
Excrecidn fraccionada de electrolitos

La mayoria de los iones se filtran libremente a nivel glomerular, y es en los tubulos
proximales donde sufren el proceso de reabsorcidon. Es debido a este principio
fisiolégico por el que cuando aumenta su excrecidn urinaria se pueden considerar

como marcadores de dafio de los tubulos proximales.

La excrecidén urinaria de iones se recomienda que se realice a partir de la orina
recogida durante 24 horas, lo cual es impracticable en la mayoria de los casos en
medicina veterinaria. Por este motivo se determina la excrecion fraccionada (EF) a
partir de una muestra de orina obtenida en cualquier momento y simultdaneamente

con una muestra de sangre!®,

La EF de un ion refleja la tasa relativa de excrecién del mismo, comparada con la de
creatinina; por tanto, depende de la concentracion del ion en orina y en plasma, asi
como de la concentracion urinaria y plasmatica de creatinina?’, estd fuertemente
influenciada por factores extrarrenales que intervienen en la concentracion de iones
en plasma, fundamentalmente la composicion de la dieta®>>. Un estudio presentado en
2015 revela que la excrecién fraccional de sodio (EFNa) muestra diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes que sobreviven o no a un DRA,
mostrando ademadas que estos cambios de mejoria aparecen mds precozmente que la

resolucidn de la azoemia3®.
V.4 Concentracion en sangre de cistatina C en otras enfermedades

V.4.1 Leishmaniosis

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género
leishmania. La respuesta inmune frente a este parasito produce una estimulacion
policlonal de linfocitos B, que hace que aumente la produccion de inmunoglobulinas
especificas e inespecificas, uniéndose a los antigenos del parasito y a fracciones del

complemento®!. Los inmunocomplejos circulantes formados por esta reaccion se
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depositan en las paredes vasculares, favoreciendo fendmenos inflamatorios en
distintos tejidos: bazo, higado, piel, asi como en barreras naturales de filtracion (rifién,

cuerpos ciliares del ojo, plexos coroideos)*.

En el rifidn, especificamente, se produce una glomerulonefritis como consecuencia del
depdsito de inmunocomplejos, que desemboca finalmente en una insuficiencia renal.
Este aumento en la produccidon de inmunoglobulinas explica la mayor proteinemia de
los perros con esta patologia, debida principalmente a una hipergammaglobulinemia,
que favorecerad el desarrollo de una glomerulonefritis y dard como resultado que estos
animales presenten valores mas altos en su UP/C, asi como la aparicion de
hipoalbuminemia (al ser esta proteina de bajo peso molecular, es una de las mas
afectadas por el dafio glomerular)*¥€°, Por ello, la cistatina C también presenta gran

interés clinico en perros con leishmaniosis visceral.

En medicina humana los niveles séricos de cistatina C presentan una correlacion
positiva con la cantidad de inmunocomplejos circulantes y con la produccién de factor
estimulante de colonias granulocito-macréfago (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor o GM-CSF), dos de los factores productores de disfuncién glomerular

en leishmaniosis®3.

En un estudio realizado en perros con leishmaniosis visceral, se encontré un valor
medio de cistatina C sérica significativamente mayor que la obtenida en un grupo
control. Sin embargo, los niveles séricos de creatinina en los animales enfermos eran
menores que los del control, pero sin llegar a alcanzar nivel de significacién
estadistica’®’. No obstante, los niveles de cistatina C sérica, aun siendo
estadisticamente significativos mayores respecto al grupo control, se podrian incluir
dentro de valores de normalidad aportados por otros autores!®. Es importante
sefialar que en este estudio no se calculé la TFG de los animales, ni se realizd biopsia
renal, por lo que es dificil establecer si el posible incremento de cistatina C sérica
encontrado es debido al dafio renal causado por los inmunocomplejos, a un factor
extrarenal aiin desconocido o a una combinacion de ambos!®?. Un estudio llevado a
cabo en 2015 estudié la concentracion de cistatina C en un grupo de perros con

leishmaniosis, proteinuria y azoemia (UP/C > 0,5 y creatinina > 1,2 mg/dL) con
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leishmaniosis pero sin azoemia ni proteinuria (UP/C < 0,2), asi como con un grupo de
perros con leishmaniosis y en el limite de la proteinuria (UP/C entre 0,2 y 0,5) y un
cuarto grupo de perros proteindricos pero sin azoemia (UP/C > 0,5). Sélo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de cistatina
C sérica entre el grupo con azoemia y proteinuria respecto al no proteinurico y no

azoémicol®,
V.4.2 Hipotiroidismo

En medicina humana se ha comprobado que el hipertiroidismo produce un incremento
del flujo renal y, por lo tanto, un aumento de la TFG3*8, El aumento de la TFG puede
producir una disminuciéon de la concentracién sérica de creatinina, enmascarando
pacientes con ERC®>. Un comportamiento contrario se ha apreciado en casos de

hipotiroidismo19>:167,

Diversos estudios han demostrado que en los pacientes con tratamiento de
hipertiroidismo disminuye la concentracion de cistatina C sérica, mientras que en
pacientes tratados de hipotiroidismo se veia incrementada®’483%>, Pero otros autores
no encontraron modificaciones en los niveles de cistatina C sérica en pacientes con

hipertiroidismo o hipotiroidismo no tratados®®.

La funcién de la TSH y hormonas tiroideas también pueden estar alteradas debido a
enfermedades no tiroideas (sindrome del enfermo eutiroideo) o, con menos frecuencia,
a la utilizacion de diferentes medicamentos3?%327. En estas situaciones, ain no estd
claro si la concentracion de cistatina C se ve afectada. Las hormonas tiroideas pueden
influir alterando su tasa de produccion3®®. Se considera que la tasa de produccion de
cistatina C por la mayoria de las células nucleadas es constante?, y que las hormonas
tiroideas pueden influir en dicha tasa de produccién. Sin embargo, se desconoce en
estos momentos si todas las células formadoras de cistatina C se ven afectadas del

mismo modo3%°.

No se han descrito valores de cistatina C en el hipotiroidismo canino, una de las
principales patologias endocrinas en esta especie. Se desconoce la verdadera

incidencia de la enfermedad debido a la dificultad en confirmar el diagnédstico. Tanto la
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enfermedad en si, como su tratamiento estan descritos desde hace mas de 100

afos®2,
V.4.3 Enfermedad cardiaca congestiva

En medicina humana se ha demostrado que la cistatina C sérica es un marcador de
riesgo de insuficiencia cardiaca’®?1%28> En 2005 se publicdé un estudio en el que se
mostraba una cohorte de un estudio de salud cardiovascular compuesto por 4.384
personas adultas, sin clinica de insuficiencia cardiaca, a las que se les determinaron los
niveles séricos de creatinina y cistatina C, realizandose un seguimiento de estos
pacientes durante 8 afios. El objetivo del estudio fue intentar encontrar un marcador
de riesgo de padecimiento de enfermedad cardiovascular. Tras ajustar los resultados a
los factores de riesgos cardiovasculares tradicionales, el estado cardiovascular al
comienzo del estudio y las medicaciones empleadas, se demostré que el aumento de
la concentracién de cistatina C sérica se acompafiaba de un incremento paralelo del
riesgo de tener insuficiencia cardiaca. Por el contrario, la creatinina sérica no resulté
predictiva?®®. Se demostré por vez primera que la cistatina C era un marcador de riesgo

independiente de la funcidn renal para el desarrollo de insuficiencia cardiaca.

En un analisis posterior de la misma cohorte del estudio de salud cardiovascular, pero
gue incluia algunos pacientes mas, se demostré que la relacién entre concentraciones
de cistatina C sérica e incidencia de insuficiencia cardiaca era de caracter lineal para los
pacientes con disfuncion sistélica, mientras que entre los que tenian una disfuncidn
diastdlica sélo los percentiles mas elevados de cistatina C se asociaron con un
incremento del riesgo de insuficiencia cardiaca incidente?!°. Por el momento, no se
conoce con certeza la consistencia de esta observacidn ni los mecanismos
subyacentes, que son dependientes de la afectacién cardiovascular general y, mas

especificamente, renal?.

En este contexto, no se conoce con certeza si la cistatina C es un mero marcador
prondstico o un factor de riesgo independiente para el desarrollo de insuficiencia
cardiaca. Se ha argumentado que podria ser un marcador de la duracién e intensidad
de algunos factores de riesgo ya conocidos para el desarrollo de la misma. Por

ejemplo, podria existir una relacién de la cistatina C con un mayor dafio renal
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secundario a una hipertension arterial mas grave o peor controlada
hecho, un estudio que indica que la asociacién entre la cistatina C sérica y el riesgo de
desarrollar insuficiencia cardiaca se restringiria exclusivamente a los sujetos con
hipertensién arterial’®. También es posible que las concentraciones de cistatina C
estuvieran asociadas a otros factores de riesgo no tradicionales, como Ila
hiperhomocisteinemia o la hiperfibrinogenemia. Por Ultimo, tampoco podria
descartarse que la reduccién de la funcién renal, medida por la concentraciéon de

cistatina C, condujese a la retencién de sodio y agua con la consiguiente aceleracién

del proceso de remodelado ventricular y el desarrollo de insuficiencia cardiaca””.

Ademas de comportarse como un marcador del riesgo cardiovascular en las personas
de edad avanzada antes de enfermar, y como un marcador del riesgo de desarrollar
insuficiencia cardiaca, la concentracidn de cistatina C es un potente predictor de riesgo
en aquellos otros sujetos que ya han desarrollado una insuficiencia cardiaca
sintomatica. Su valor predictivo es especialmente alto entre aquellos sujetos sin

antecedentes de enfermedad cardiovascular previa’?.

En 2008, Shlipak MG et al.3°%, publicaron el primer estudio que investigé la capacidad
predictiva de mortalidad de la cistatina C en pacientes ancianos con insuficiencia
cardiaca. En este estudio se determind su concentracion en 279 pacientes mayores de
70 afos, diagnosticados previamente de insuficiencia cardiaca, seguidos durante una
media de 6,5 afios. La concentracion media de cistatina C fue de 1,26 mg/Ly, por cada
aumento de la desviacion estandar (0,35 mg/L), la mortalidad se incrementaba en un
31%. El valor predictivo de la cistatina C se mantenia independientemente de las
concentraciones de creatinina y de que la TFG estimada fuera mayor o menor de 60
mL/min. En pacientes con insuficiencia cardiaca descompensada y funciéon renal
moderadamente reducida (TFG entre 44 y 79 mL/min) las concentraciones de cistatina
C son mas predictivas de mortalidad de origen cardiaco que la estimacién de la TFG

tras ajustarlo a las distintas variables que pueden confundir la relacion?8.

La capacidad predictiva de episodios mortales de la cistatina C se mantiene tanto en la

330

insuficiencia cardiaca con funcidn sistdlica disminuida33*® como preservadal®. En la

primera, la concentracién de cistatina C sérica se asocia, ademads, con un mayor
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deterioro de la funcidn diastélica del ventriculo izquierdo y de la funcidn sistdlica del
ventriculo derecho3®. La cistatina C ofrece, ademds, informacién prondstica
complementaria a la de otras variables, como la fraccién de eyeccién o la

concentracion de péptidos natriuréticos*199:330,

Es indudable que la funcidn renal es un factor pronéstico en la insuficiencia cardiaca y
que la cistatina C es un marcador sensible de ésta, especialmente en los grados mas
leves de disfuncion, en los que los marcadores cldsicos estan distorsionados y ofrecen
una informacion mas confusa. No obstante, no es ésta la Unica informacién que puede
proporcionar. Una primera hipétesis, obviamente, es que se trata de un marcador mas
sensible de disfuncion renal incipiente, reflejo de cambios preclinicos en la estructura
cardiovascular?®. En segundo lugar, se puede especular que se asocia de modo
primario a un fenotipo hipertensivo con hipertrofia ventricular’® y, por tanto, seria un
mero marcador subrogado de ésta. Por ultimo, es posible que sea un marcador
sensible y directo del remodelado ventricular, independientemente de la funcién

renal, directamente implicada en la patogenia de éste?*3,

Se ha analizado la relacién de la cistatina C con la estructura y funcion del ventriculo
izquierdo, mediante resonancia magnética, en una cohorte multiétnica de 2.548
participantes del Dallas Heart Study (DHS), con edades comprendidas entre 30 y 65
afios?®°. Se asocié de modo independiente con un fenotipo cardiaco especifico de
hipertrofia concéntrica del ventriculo izquierdo, y por consiguiente con aumento de la
masa ventricular, el grado de distribucién concéntrica de la pared y el grosor de ésta,
que persistia incluso después de ajustarlo a la funcién renal medida por varios
métodos tradicionales. Esta asociacién era particularmente consistente en sujetos de
raza negra. Por el contrario, no se asocid con la funcion sistélica ni con el volumen del
ventriculo izquierdo. Los autores indican que la cistatina C puede ser un factor
potencial de prediccién de la presencia o desarrollo de anomalias estructurales del
corazdn3?®, Esta ultima posibilidad es ciertamente atractiva, ya que la cistatina C puede

estar implicada primariamente en el remodelado ventricular.

El equilibrio entre las cisteinaproteasas, como las catepsinas B, Sy K, y sus inhibidores,

como la cistatina C, se ha involucrado en la patogenia del remodelado y la hipertrofia
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ventricular del corazdn insuficiente**3%6, Las catepsinas son las causantes del proceso
fisiolégico de digestion de determinadas proteinas a nivel celular que pudieran influir
en la hipertrofia miocédrdica?®®. El desequilibrio de otras proteasas, las
metaloproteinasas, y sus antagonistas, las TIMP, también desempefan un papel activo
en la patogenia de la insuficiencia cardiaca y la posible diferenciacién hacia formas con

preservacion o deterioro de la funcién sistdlica3.

El empleo combinado de biomarcadores en la estratificacion prondstica de la
insuficiencia cardiaca es muy atractivo. Se puede plantear la hipdtesis de que los
distintos marcadores son, en realidad, una expresion medible de los mecanismos
fisiopatoldgicos que intervienen en la insuficiencia cardiaca y que, por tanto, pueden
aportar informacién complementaria, reflejo del deterioro funcional, mas o menos

intenso, de cada paciente’®1%,

En conclusién, el uso de biomarcadores en la evaluacién de los pacientes con
insuficiencia cardiaca puede afadir ventajas al examen clinico habitual. Por un lado,
permitiria profundizar en las alteraciones fisiopatoldgicas subyacentes en cada caso, lo
gue, a su vez, contribuiria a mejorar la estratificacion del riesgo de estos pacientes v,
por otro lado, la identificacidn precoz de los sujetos mas fragiles (aquellos que precisan
medidas de supervisién, seguimiento y tratamiento mas estrictas) puede facilitarse
mediante estrategias que combinen junto con el examen fisico y las pruebas de
imagen, la determinacion de los biomarcadores que hayan demostrado mas utilidad.
De entre éstos, a la luz de la bibliografia actual, la cistatina C emerge como uno de los

mds atractivos y probablemente mas precoces?*3.

A pesar de su evidente utilidad y potencialidad, la determinacién de cistatina C en la
insuficiencia cardiaca todavia no se ha extendido y quedan interrogantes a los que se
debe dar respuesta. No se conoce si existe un momento dptimo para su deteccidn,
durante las agudizaciones o en la fase de compensacién. Tampoco si su determinacién
seriada es de mayor utilidad que una uUnica medicién. No se conoce con precision si
existen diferencias en su valor prondstico entre los pacientes con insuficiencia renal en
funcién del grado de preservacion de la fraccidn de eyeccion. Aunque se ha estudiado

en la cardiopatia coronaria, la hipertensiéon arterial y la diabetes, por ejemplo, se
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desconoce su valor en otras enfermedades prevalentes, como la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, en la que existe activacién inflamatoria y aumento de la
actividad proteasica en el pulmdén. También se desconocen cudles son las causas de
por qué los pacientes con elevacidn de los valores de cistatina C sérica tienen un indice
de mortalidad mayor. No hay informacion sobre la relacidon entre la cistatina C y otros
marcadores de remodelado vascular, y existen muchas otras incégnitas por resolver de

este marcador?®3.

El incremento de riesgo vascular en relacién con la funcién renal no tiene un umbral
preciso, ya que no se trata de una relaciéon de tipo lineal. Esto quiere decir que sujetos
con aclaramientos de creatinina discretamente reducidos pueden tener incrementos
significativos del riesgo vascular3?®, Y es precisamente en este intervalo donde la

cistatina C se comporta de un modo mas predecible que la creatinina?®.

Por ultimo, las concentraciones de creatinina sérica se elevan hasta un 15-30% tras la
administracion de inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina o
antagonistas de la angiotensina. La cistatina C parece que no se incrementa, o si se ve
incrementada, lo hace en un grado menor, por lo que seria un mejor indicador de la
funcién renal en pacientes tratados con farmacos antagonistas del sistema renina-

angiotensina-aldosterona?®,

V.4.4 Neoplasias

En general, un gran nimero de procesos normales y anormales son controlados por un
equilibrio entre las proteinasas y sus inhibidores3%°, Se conoce que varias proteasas
lisosomales, incluyendo la cisteina proteasa y la catepsina B, estan implicadas en la
progresion de tumores malignos??’. La cistatina C podria estar implicada en la
regulacién de estos procesos, puesto que es considerada el inhibidor mas fuerte de la

catepsina B, con una constante de inhibicidn muy baja, de 0,25%°.

Los principales estudios sobre la relacién de la cistatina Cy el cancer se llevaron a cabo
en la década de los 90 y en lo primeros afos de la década siguiente. La cistatina C tiene
dos grandes propiedades antitumorales. En primer lugar, es uno de los principales
inhibidores de las catepsinas, que son las enzimas tumorales que causan degradacién
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de las membranas basales, por lo que disminuye el potencial metastdsico®®®. En
segundo lugar, inhibe al transforming growth factor-beta (TGF-B)3'3314, Sin embargo,

aun se desconoce el papel exacto que juega la cistatina C en la oncogénesis.

Un desequilibrio entre catepsinas y cistatinas, que puede estar asociado con el
fenotipo de células tumorales metastasicas, puede facilitar la invasién de células
tumorales (metdstasis) y ser responsable de recaida temprana en la enfermedad
después de la eliminacién del tumor primario. El complejo de la catepsina B-cistatina C
fue encontrado en concentraciones menores en el suero de pacientes con tumores
malignos que en aquellos con enfermedades benignas o en los sujetos control sanos, lo
que sugiere la importancia de este complejo para el control de la capacidad

metastdasica y de recidiva de las neoplasias?®?.

En pacientes con cédncer de pulmén y cédncer colorrectal, se demostré que el nivel
sérico del complejo catepsina B-cistatina C disminuye a medida que avanza la
neoplasia de estirpe maligna3’°. Esta disminucién podria ser causada por una menor
capacidad de unién entre la enzima y el inhibidor de unién reversible. Existen varios
estudios que postularon una serie de factores asociados a tumores, que afectan a la
afinidad entre catepsina B-cistatina C, incluyendo cambios en la glicosilacién'®%, Ia
presencia de los activadores de la proteinasa de cisteina3®?, o la unién de
glicosaminoglucanos’. Una observacién similar fue descrita en otro estudio en el que
los niveles de catepsina B y cistatina C fueron evaluados en tipos de células que
constituyen los adenomas hipofisarios humanos y en tejido adenohipofisario

normal372,

Se ha demostrado una correlacidn significativa entre el aumento de la actividad de la
catepsina B y el aumento de la capacidad metastasica de los tumores de animales, asi
como la malignidad de los tumores humanos. Estos incrementos en la actividad de la
catepsina B corresponden en parte al aumento de las cantidades de transcripciones de
ARNm de la catepsina B y en parte a la reduccién de la regulacion endégena por un
inhibidor Mr-cisteina proteinasa3®®. Su concentracién in vivo podria influir en la

metastasis en algunos tejidos.
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En un estudio, se pensé que la disminucién de la diseminacion metastasica de las
células B16-F10 en ratones homocigotos para un alelo nulo de la cistatina C es el
resultado de reducciones tanto en la siembra tumoral como en el crecimiento tumoral
en pulmén®®’. Por el contrario, las células de glioma humano (SNB19) que
sobreexpresa la cistatina C no formaron tumores tras la inyeccién en el cerebro de
ratén'®l, A pesar de estos resultados contradictorios, la medicion de cisteina
proteinasas y sus inhibidores en los tejidos tumorales pueden ser Uutiles en la
prediccidn de la supervivencia y la recaida en los tumores de mama?’!, de pulmon34é,
cerebro3?®, colorrectal’® y tumores en cuello y cabeza3?*. También resultaron ser
indicadores prondsticos significativos cuando se mide de forma extracelular, por

ejemplo, en los fluidos corporales de pacientes con melanoma'®® y con tumores de

ovariol’? de Utero o colorrectalesi®2.

En el cdncer de mama humano, la expresion de ARNm para la catepsina B es mayor en
el tejido canceroso en comparacion con el no canceroso, mientras que la expresién de
ARNmM para la cistatina C es menor en el tejido canceroso en comparacion con el tejido
sano3’0. Estas diferencias no son estadisticamente significativas; sin embargo, la
relacion de la cistatina C/catepsina B difiere significativamente (P < 0,05) lo que
demuestra un desequilibrio entre la catepsina B y la cistatina C entre el tejido
canceroso (2,54) y los tejidos no cancerigenos (5,69) en las primeras etapas de la

progresion y el crecimiento del cancer3’°,

El carcinoma anapldsico de tiroides tiene células gigantes tipo osteoclasto que
expresan cisteina proteinasas y cistatina C. La expresidon de la catepsina B y K en el
carcinoma anapldsico de tiroides puede contribuir al comportamiento invasivo de este

tipo de tumor, la metdastasis y la promocion de la destruccion del cartilago traqueal©?,

En un estudio sobre la catepsina B y la cistatina C en el cancer de colon humano, se
demostrd que la actividad de la primera era totalmente neutralizada por la cistatina C
recombinada, sugiriendo una interaccion potencial la catepsina B secretada
extracelular y la cistatina C. Esta interaccion puede participar en la modulacién del
fenotipo de invasibilidad del cdncer de colon®®. Posteriormente, se observd que una

forma latente de la catepsina B secretada por las células tumorales del cancer de
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colon, podia estar activada por la elastasa de neutréfilos in vivo, mas que estar
controlada por la secrecién de inhibidores de la cistatina C**’. Finalmente se postuld
que la cistatina C puede verse inactivada en fases iniciales, y reactivada por un

162 an 2000, encontraron una

mecanismo de dimerizacién?%4. Kos J y colaboradores
correlacién entre niveles extracelulares altos de inhibidores de cisteina proteasa y
esperanza de vida reducida en pacientes con cancer colorrectal, en particular si
presentaban niveles elevados de cistatina C plasmatica (> 0,68 mg/L, correspondiente
al percentil 50), demostrando un riesgo de muerte mayor que en aquellos pacientes

con niveles plasmaticos de cistatina C < 0,68 mg/L.

Un aumento en la expresidn de cistatina C se ha demostrado que inhibe la motilidad y
la capacidad de invasion del melanoma in vitro en un 50% en células estimuladas con
factores de motilidad autocrinos y en células no estimuladas?®®. La sobreexpresién de

cistatina C en el melanoma B16 afecta a las propiedades metastasicas del mismo®2.

Combinaciones de cistatinas cuantitativamente diferentes son los principales
constituyentes de la inhibicién de la catepsina B en cancer de pulmén de células
escamosas y el tejido pulmonar normal'®®, Sin embargo, no se ve incrementada

significativamente en el tejido pulmonar tumoral con respecto al normal®.

En las lineas celulares del glioma humano, la cantidad de cistatina C disminuye al
aumentar las de catepsina B y, por lo tanto, la malignidad del proceso. La
sobreexpresién de cistatina C en las lineas celulares malignas del glioma por
trasferencia de un vector que contiene cADN de cistatina C, resulta en una disminucion
de la invasibilidad del tumor tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que la cistatina C
podria ser utilizada como un marcador diagndstico ademas de como un agente

coadyuvante terapéutico en el glioma maligno!®.

En el mieloma multiple, un estudio realizado en 60 pacientes demostraba una ausencia
de correlacidon entre los niveles de cistatina C plasmética y la carga tumoral®?. Este
resultado fue confirmado por otro estudio, en el que se observd que los niveles de
cistatina C no eran significativamente superiores en pacientes con desdrdenes
hematoldgicos proliferativos (mieloma multiple y leucemia croénica y aguda) y funcién
renal normal en comparacién con el grupo de individuos sanos®?%’. Sin embargo, otros
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estudios apreciaron niveles significativamente superiores en los valores de cistatina C
sérica en el caso de carcinomas y leucemias no tratadas’3%4. De todas formas, los
niveles plasmaticos de cistatina C miden mejor los cambios en la TFG que los de
creatinina plasmatica en pacientes oncoldgicos, independientemente de la presencia

de metastasis o tratamiento quimioterapico3*®.

V.4.5 Influencia de los corticoides sobre la cistatina C plasmatica

Los corticoesteroides son farmacos antiinflamatorios empleados con frecuencia en
diversas patologias, y concretamente en nefrologia de medicina humana3°. En muchas
ocasiones es necesario monitorizar la funcién renal de pacientes que siguen un
tratamiento con estos farmacos, y una posible interaccién entre la administracién de
corticoides y la concentracién plasmatica de cistatina C seria de vital importancia si se
emplea esta proteina como marcador de funcionalidad renal. En medicina humana se
pueden encontrar diversas publicaciones sobre la influencia de los corticoides en la
concentracion de cistatina C plasmatica. En la mayoria de los casos se observa una
relacion entre la administracion de estos farmacos y un aumento significativo de

cistatina C. Sin embargo, no en todos se han obtenido los mismos resultados.

Bjarnadottir M et al.?* (1995) publicaron el primer estudio in vitro que hace referencia
a esta interaccion. Estos autores afirmaron que la dexametasona producia un
incremento significativo (80%) y dosis-dependiente, de los niveles de cistatina C en
células cultivadas Hela, tras 48 horas de tratamiento. Este incremento se produjo
también con dosis bajas de dexametasona, lo que sugiere que los glucocorticoides
podrian jugar un papel fisiolégico en la produccidn de cistatina C. Ademas, se investigd
la influencia de la dexametasona en la expresién del gen de la cistatina y finalmente se
propuso que el efecto de los corticoides sobre la cistatina C se debe a un aumento del

promotor que participa en la transcripcion del gen de la cistatina C.

En el afio 2000 se realizé un estudio sobre la cistatina C en pacientes asmaticos
tratados con corticoides (metilpredinosolona, dosis de 40 mg/24h) y ciclosporina A.
Tras una semana de terapia, se observd un incremento de la concentracién plasmatica

de cistatina C en los sujetos que habian recibido metilprednisolona. Sin embargo, se
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observé el mismo incremento en el 50% de los pacientes que no habian recibido

corticoides®l.

Un afio mas tarde, Risch L et al.?’? evaluaron el efecto de los corticoides sobre la
cistatina C en individuos que habian sufrido un trasplante renal. Para ello establecieron
4 grupos de pacientes en funcién del tratamiento pautado (dosis bajas de prednisona,
dosis altas de metilprednisolona durante 3 dias, ciclosporina A y ciclosporina A junto
con azatioprina). Al comparar la concentracidon plasmatica de cistatina C entre ellos
observaron que aquellos pacientes que habian recibido glucocorticoides presentaban
niveles mas altos de cistatina C que los otros 2 grupos. Ademas, los pertenecientes al
grupo que habia recibido dosis altas de metilpredinisolona (500 mg) tenian valores de
cistatina C significativamente mas altos que aquellos que seguian un tratamiento con
prednisona a dosis bajas (< 10 mg/kg), lo que sugiere una influencia dosis dependiente
de los corticoides sobre la cistatina C2%27°, Estos hallazgos corroboran los resultados
de otro estudio previo realizado con pacientes pediatricos, en el que se observé un
incremento de casi un 30% en los niveles plasmaticos de cistatina C entre los dias 2y 6
post-trasplante?®. Un estudio posterior confirmé estos resultados en adultos tratados
con 500 mg/24h de metilprednisolona intravenosa durante 3 dias. Segun los autores,
existe un incremento dosis dependiente de cistatina C tras la administracion de
metilprednisolona, pero este se produce a las 24 horas del tratamiento, antes de lo
que se ha publicado previamente, y alcanza el nivel maximo dos dias después?¥’. En
2005 Risch L?%° realiz6 otro estudio con resultados similares en pacientes con

hemorragia subaracnoidea.

Un estudio posterior realizado en nifios con sindrome nefrético idiopatico que
mantenian una funcién renal normal, concluyé que las concentraciones séricas de
cistatina C no se veian afectadas por un tratamiento con dosis altas de corticoides en
nifios con sindrome nefrético®. Las diferencias entre estos resultados y los obtenidos
por Bjarnadottir M2* en 1995 pueden deberse a un incremento en la eliminacion de
cistatina, como consecuencia del aumento de la TFG asociado al sindrome nefrdtico.
Otra posible explicacion es la diferencia en el potencial bioldgico de la dexametasona

empleada in vitro y la prednisona empleada para el tratamiento del sindrome
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nefrético, de forma que no se pueden extrapolar los resultados obtenidos in vitro a los

cambios bioquimicos observados in vivo3°,

Estos mismos autores, llevaron a cabo otro estudio en nifios que presentaban
enfermedad renal o tumores malignos y seguian un tratamiento con corticoides
(prednisona a dosis media de 33 mg/m?, durante un minimo de 5 dias consecutivos, o
10 dias de forma discontinua). Los resultados mostraron un débil pero significativo
aumento de la cistatina C durante el tratamiento, por lo que los autores concluyeron
que la terapia con glucocorticoides lleva a una infraestimacién de la TFG si se emplea la
cistatina C para determinarla. Ademas, afirmaron que los corticoides afectan al
metabolismo extrarrenal de la cistatina C, lo que limita el uso de esta proteina como

marcador de la TFG en distintas situaciones clinicas?8.

También se ha investigado la influencia de los corticoides sobre la cistatina C en
pacientes pediatricos con purpura trombocitopénica idiopatica aguda y leucemia
linfoblastica aguda. En el primer caso se administré 6-metilprednisolona en infusién
intravenosa a una dosis de 100 mg/m?/24h durante 3 dias, y posteriormente se redujo
de forma progresiva en un periodo minimo de 4 semanas. En el segundo caso se
administré6 prednisona via oral a una dosis inicial de 30 mg/m?, que se fue
incrementando de forma gradual hasta llegar a los 60 mg/m? el dia 6. Los resultados
mostraron un aumento significativo de la cistatina C en los pacientes que habian
seguido el tratamiento con metilprednisolona, mientras que no se observaron
variaciones resefables en los pacientes que habian recibido prednisona. Los autores
explican esta diferencia de resultados proponiendo un efecto doble de los corticoides
en individuos con leucemia. Por un lado, estos farmacos inmunosupresores provocan
una reduccién de la carga leucémica y de la infiltracién renal, lo que conlleva una
mejora de la funcién glomerular, y por lo tanto unos valores menores de cistatina C.
Por otro lado, los corticoides provocan un incremento de la cistatina C
independientemente de la funcién renal. De esta forma, la ausencia de cambios en la
concentracion sérica de cistatina C en pacientes con leucemia se debe al resultado de
estos dos efectos biolégicos opuestost®. Finalmente se ha realizado un estudio en 42
pacientes con nefritis asociada a lupus eritematoso sistémico, tratados con
glucocorticoides via intravenosa y via oral. Los individuos se dividieron en dos grupos
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en funcion de la dosis de corticoides administrada: alta (metilprednisolona vy
prednisona > 0,5 mg/kg/24h) y baja (prednisona < 0,5 mg/kg/24h). En este caso los
resultados no mostraron ninguna relacién entre los corticoides y los niveles séricos de
cistatina C, como ya habia sucedido en un estudio previo3°. Esta ausencia de relacion
entre ambas sustancias puede deberse, entre otras causas, al uso previo y concurrente
de glucorticoides. Se puede especular que el gen que codifica la cistatina C ya estaba
activado por la induccién del promotor, determinado por el uso previo del farmaco, y
por lo tanto no se producirian cambios en la activacidn ni alteraciones en los niveles de

cistatinaC3>2.
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VI. MATERIAL Y METODOS






Con el objeto de proceder al estudio de la cistatina C plasmatica y urinaria en el perro
se ha procedido, en primer lugar, a la verificacién de un método inmunoturbidimétrico
para su determinacidn, fabricado y disefiado para el diagndstico en medicina humana,
y validado previamente para la especie canina por Almy FS et al.® en 2002, ya que
constituye el método de laboratorio mads utilizado. Posteriormente, se ha estudiado la
concentracion de cistatina C plasmatica y urinaria en diferentes grupos de perros,
clasificados en funcién del proceso patoldgico que padecen, tanto renal como no renal,

para comprobar su comportamiento y utilidad diagndstica.

VI.1 Verificacion del método de cuantificacion de la cistatina C

plasmatica.

Para la verificacion del método inmunoturbidimétrico de determinacién en plasma de
cistatina C utilizado en los perros del estudio (previamente validado por Almy FS et al.®
en 2002), se han evaluado los siguientes parametros: linealidad, limites, precision,

veracidad y aplicabilidad.
Para ello, se utilizaron los siguientes reactivos y muestras:

e Estandares de cistatina C de concentraciones conocidas: 0,5 mg/L, 1,5 mg/L, 3
mg/Ly 10 mg/L (Spinreac®, Espaiia).

e Plasma sanguineo canino procedente de una hembra esterilizada, sana y de 4
anos de edad, paciente del Hospital Clinico Veterinario (HCV) de la Universidad

de Extremadura (UEx), con una concentracion de cistatina C de 0,06 mg/L.

Linealidad

La linealidad se define como la capacidad de un método de analisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del pardmetro que se habra de determinar en la muestra
de laboratorio. Para determinar la linealidad del método se realizaron tres curvas de
calibracién con cuatro estandares de concentracidon conocida, determinandose el valor

del coeficiente de correlacion promedio de las tres curvas.
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Limites

Para el cdlculo de los limites se deben tener en consideracidon los siguientes

parametros:

Valor critico (LC): se define como la concentracién o cantidad neta que, en el caso de
superarse, da lugar, para una probabilidad de error dada a, a la decisién de que la
concentracion o cantidad del analito presente en el material analizado es superior a la

contenida en el material testigo.

LC=t(1-a;v)xSo  Si:t(0,05,0) >1,645  LC=1,645x So

Donde: t = t-Student; 1-a = probabilidad b; v = grados de libertad; So = desviacién

estandar de las lecturas del blanco matriz o testigo reactivo.

Limite de deteccion (LOD): se define como la concentracién o cantidad real del analito
presente en el material objeto de analisis que llevard, con una probabilidad (1- ), a la
conclusion de que la concentracidon o cantidad del analito es mayor en el material

analizado que en el material testigo.

LOD =2t (1- a; V) xS0 Si:t(0,05,°0) =1,645 LC=1,645x So

LOD = 3,29 x So, cuando la incertidumbre del valor medio esperado del material testigo
es insignificante, a = 3 = 0,05 y el valor estimado tiene una distribucién normal con una

varianza constante conocida.

Limite de cuantificacion (LOQ): se define como una caracteristica del método que suele
expresarse como sefial del valor verdadero de la medicidn que producird estimaciones
con una desviacién estandar relativa (RSD), generalmente del 10%. El LOQ se calcula

mediante la siguiente férmula: LOQ = 10 x So.

Para el cdlculo de los limites se realizaron diez ensayos de medicién de una matriz de
muestra en un nivel de concentracion al LOD esperado. Para ello se utilizéd un plasma
con concentracién de cistatina C de 0,06 mg/L. Es necesario que la muestra presente

una distribucidon normal. Por ello, previamente al cdlculo de los limites mencionados,
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se comprobd la distribucion de normalidad de la muestra mediante la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

Precision

La precision puede establecerse en términos de repetitividad y reproducibilidad. El
grado de precisidén se expresa habitualmente en términos de imprecision y se calcula

como desviacidon estandar de los resultados.

Repetitividad: precision bajo condiciones de repetitividad, es decir, condiciones donde
los resultados de analisis independientes se obtienen con el mismo método en items
de analisis idénticos, en el mismo laboratorio y por el mismo operador, utilizando el
mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo. Para calcular la
repetitividad se realizaron diez ensayos de medicién de una matriz de muestra en un
nivel de concentraciéon medio de la curva. Para ello, se utilizé una muestra certificada
con concentracion de cistatina C de 3 mg/L. Seguidamente, se calcularon la media,

desviacidn estandar y coeficiente de variacion.

Reproducibilidad: precisidon bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones
donde los resultados de los analisis se obtienen con el mismo método en items
idénticos de andlisis en condiciones diferentes: de laboratorio, realizacién por
diferentes operadores, uso de distintos equipos u otras condiciones. Para calcular la
reproducibilidad se realizaron en un total de 10 dias consecutivos 10 ensayos de
medicion por distintos operadores de una matriz de muestra en un nivel de
concentracion medio de la curva. Para ello, se utilizdé una muestra certificada con

concentracién de cistatina C de 1,5 mg/L.

Veracidad

La veracidad determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio
obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado. En el presente
trabajo se ha determinado el sesgo, definido como la diferencia entre la expectativa
relativa a los resultados de un ensayo o medicién y el valor verdadero. En la practica, el

valor convencional de cantidad puede sustituir al valor verdadero. Para calcular el
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sesgo se determind la concentracion de cistatina C de un material de referencia
certificado con una concentracion de 3 mg/L, realizando en un mismo dia 10

mediciones del mismo material.

Seguidamente, se evalud el sesgo utilizando la prueba t-Student, comparando el t
calculado (tcal) con el t tedrico o critico (tcrit). Para calcular el tcal se utilizd la

siguiente formula:
tcal = [X-Xa] / Sx Vn

Donde: X = media; Xa = concentracion conocida de cistatina C; S = desviacion estandar;

n = numero de mediciones.

VI.2 Verificacion del método de cuantificacion de la cistatina C urinaria.

Con el objetivo de comprobar si la validacién realizada previamente por Almy FS et al.®
en 2002 sobre el método inmunoturbidimétrico de determinacion de cistatina C
utilizado en perros es adecuado para la determinacién de cistatina C en orina, se han
evaluado los siguientes parametros: limites y precision. El resto del estudio de

verificacion (linealidad y veracidad) es aplicable al realizado para el plasma.
Para ello, se utilizaron las siguientes muestras:

e QOrina procedente de una perra esterilizada, sana y de 4 afios de edad, paciente
del HCV de la UEX, con una concentracion de cistatina C = 0,04 mg/L.

e Orina procedente de una perra esterilizada, sana y de 5 afios de edad, paciente
del HCV de la UEX, con una concentracioén de cistatina C = 1,5 mg/L.

e Orina procedente de una perra esterilizada, sana y de 3 afios de edad, paciente

del HCV de la UEX, con una concentracion de cistatina C = 1,3 mg/L.
Limites

Para el cdlculo de los limites se utilizé el planteamiento descrito para el plasma. Se
realizaron diez ensayos de medicion de una matriz de muestra en un nivel de
concentracion al LOD esperado. Para ello, se utilizé la orina extraida de una hembra

con una concentracidon de cistatina C de 0,04 mg/L. Es necesario que la muestra
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presente una distribucién normal. Por ello, previamente al calculo de los limites
mencionados, se comprobd la distribucién de normalidad de la muestra mediante la

prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Precision
Para el estudio de la precision se utilizé el planteamiento descrito para el plasma.

Repetitividad: se realizaron diez ensayos de medicién de una matriz de muestra en un
nivel de concentracion en el nivel medio de la curva. Para ello, se utiliz6 una muestra
de concentracién de cistatina C de 1,5 mg/L. Seguidamente se calcularon la media,

desviacidn estandar y coeficiente de variacion.

Reproducibilidad: Se realizaron en un total de 10 dias consecutivos 10 ensayos de
medicidon de una matriz de muestra en un nivel de concentracion en el nivel medio de

la curva. Para ello se utilizd una muestra de una concentracion de cistatina C de 1,3

mg/L.

VI.3 Poblacion objeto de estudio

Se ha realizado un estudio prospectivo de 342 perros, pacientes de la Unidad de
Medicina Interna de Pequefios Animales del HCV de la UEx, en un periodo de tiempo

comprendido entre enero de 2014 y abril de 2017.

Puesto que todos los animales son pacientes del HCV y no se realizé ningun acto
considerado como experimentacién animal por la legislaciéon vigente (Real Decreto
53/2013), no fue necesario el permiso del Comité de Etica de Experimentacién Animal

de la UEx.

Los animales fueron distribuidos en grupos para facilitar su estudio de la siguiente

forma:
VI.3.1 Grupo control

Formado por 43 perros sanos, que habian acudido al hospital para una revisidn clinica

o dentro de un programa de esterilizacion. Los propietarios fueron debidamente
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informados sobre el uso de los datos clinicos de sus animales y otorgaron el

correspondiente consentimiento. Para ser admitidos en este grupo, todos ellos

cumplieron los siguientes criterios de inclusion:

Procedencia de particulares, con el fin de conocer el historial médico.

Estar sanos, demostrado mediante la correspondiente anamnesis y exploracién
clinica.

Estar correctamente desparasitados y vacunados.

No presentar anomalias en los analisis de sangre (hematologia y bioquimica
plasmatica) y de orina.

Ser negativos en las pruebas de leishmaniosis.

VI.3.2 Daio renal agudo

Constituido por 40 animales. Este grupo se ha subdividido, a su vez, en 4 subgrupos,

atendiendo a los criterios establecidos por la International Renal Interest Society

(IRIS)142,

IRIS I: 10 perros con concentracién de creatinina plasmatica comprendida entre
1,3y 1,6 mg/dL. Criterios de inclusién: animales con anamnesis, signos clinicos,
hallazgos laboratoriales (glucosuria, cilindruria y/o proteinuria) y/o diagndstico
por imagen compatibles con DRA; presencia de oliguria, de origen reciente, con
respuesta a la produccién de orina rdpidamente tras tratamiento con
fluidoterapia (incremento en la produccion de orina > 1 mL/Kg/h) en un plazo
maximo de 6 horas; disminucion de la creatinina sanguinea a valores normales
en 48 horas.

IRIS Il: 10 perros con concentracion de creatinina plasmdatica comprendida
entre 1,7 y 2,5 mg/dL. Criterios de inclusion: anamnesis, signos clinicos,
hallazgos laboratoriales (glucosuria, cilindruria y/o proteinuria) y/o diagndstico
por imagen compatibles con DRA; presencia de oliguria, de origen reciente, con
respuesta a la produccién de orina rdpidamente tras tratamiento con

fluidoterapia (incremento en la produccién de orina > 1 mL/Kg/h) en un plazo
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maximo de 6 horas; disminucion de la creatinina sanguinea a valores normales
en 48 horas.

IRIS lll: 10 perros con concentracidn de creatinina plasmatica comprendida
entre 2,6 y 5 mg/dL. Criterios de inclusién: DRA moderado y evidente segun
anamnesis, signos clinicos, hallazgos laboratoriales (glucosuria, cilindruria y/o
proteinuria) y/o diagndstico por imagen, acompafiado de oliguria/anuria;
signos clinicos y laboratoriales proporcionales al dafio renal (uremia).

IRIS IV: 10 perros con concentracién de creatinina plasmadtica comprendida
entre 5,1 y 10 mg/dL. Criterios de inclusion: DRA severo y evidente segun
anamnesis, signos clinicos, hallazgos laboratoriales (glucosuria, cilindruria y/o
proteinuria) y/o diagndstico por imagen, acompafado de oliguria/anuria;

signos clinicos y laboratoriales proporcionales al dafio renal (uremia).

No se ha incluido ningun perro en IRIS V.

VI.3.3 Enfermedad renal cronica

Constituido por 131 animales. Este grupo se ha subdividido, a su vez, en 4 subgrupos,

atendiendo a los criterios establecidos por la International Renal Interest Society

(IRIS)42,

IRIS 1: 31 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,2 y 1,4 mg/dL.
Criterios de inclusidn: evidencia de ERC mediante el diagndstico de enfermedad
responsable de la misma, o bien mediante los datos aportados por la
anamnesis, estudio radiolégico, estudio ecografico y presién arterial;
sedimento urinario no activo; UP/C en valores limites de normalidad (0,2-0,4;
persistente en un intervalo de tiempo que oscild entre 2 semanas y 2 meses) o
patoldgicos (0,5-2; persistente en un intervalo de tiempo que oscilé entre 2y 4
semanas).

IRIS 2: 32 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,4 y 2 mg/dL.
Criterios de inclusidn: evidencia de ERC mediante el diagndstico de enfermedad
responsable de la misma, o bien mediante los datos aportados por Ia

anamnesis, estudio radiolégico, estudio ecografico y presion arterial;
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sedimento urinario no activo; densidad urinaria < 1,030; UP/C en valores
limites de normalidad (0,2-0,4; persistente en un intervalo de tiempo que oscild
entre 2 semanas y 2 meses) o patoldgicos (0,5-6; persistente en un intervalo de
tiempo que oscild entre 2 y 4 semanas).

e IRIS 3: 33 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 2,1 y 5 mg/dL.
Criterios de inclusidn: evidencia de ERC mediante el diagndstico de enfermedad
responsable de la misma, o bien mediante los datos aportados por Ia
anamnesis, estudio radiolégico, estudio ecografico y presién arterial;
sedimento urinario no activo; densidad urinaria < 1,030; UP/C en valores
patoldgicos (> 0,5; persistente en un intervalo de tiempo de al menos 4
semanas).

e RIS 4: 35 perros con creatinina plasmatica superior a 5 mg/dL. Criterios de
inclusién: evidencia de ERC mediante el diagnéstico de enfermedad
responsable de la misma, o bien mediante los datos aportados por Ia
anamnesis, estudio radiolégico, estudio ecografico y presién arterial;
sedimento urinario no activo; densidad urinaria < 1,030; UP/C en valores
patoldgicos (> 0,5; persistente en un intervalo de tiempo de al menos 4

semanas).

VI1.3.4 Leishmaniosis canina

Se ha realizado un estudio de perros con leishmaniosis atendiendo a dos

clasificaciones:

VI1.3.4.1 Presencia de azoemia

Constituido por 166 animales. Este grupo se ha subdividido, a su vez, en 3 subgrupos,

atendiendo a la presencia o no de azoemia y al padecimiento de leishmaniosis.

e Leishmaniosis sin azoemia: en este grupo se han incluido 35 perros positivos
en las pruebas de leishmaniosis, y que no han desarrollado azoemia (rango de
referencia de urea = 21,4 - 51,3 mg/dL; rango de referencia de creatinina = 0,7

— 1,2 mg/dL). Aunque no hay confirmacidn histoldgica del dafio renal, se acepta
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gue los perros con leishmaniosis estan en riesgo de padecer la enfermedad,
presentando algun grado de lesion del rifion?t.
Leishmaniosis con azoemia: 63 perros enfermos de leishmaniosis y con ERC
(incluidos en el Grupo 1V.3.3 de ERC). Los criterios de inclusién utilizados han
sido, ademads de los descritos segun la clasificacion IRIS para los perros con ERC,
los siguientes: presentar signos clinicos y/o analiticos compatibles con
leishmaniosis, incluyendo azoemia en todos los casos; confirmacién de la
enfermedad mediante visualizacion del pardsito en muestras de citologia de
ganglio linfatico y/o médula 6sea o mediante técnicas de enzimoinmunoensayo
en suero/plasma; comprobar la ausencia de otras enfermedades sistémicas que
pudieran ser responsables de la ERC. Este grupo se ha subdividido, a su vez,
siguiendo los criterios establecidos por IRIS (descritos en el grupo de ERC
general), en:
o IRIS 1: 16 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,2y 1,4
mg/dL.
o IRIS 2: 14 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,4 y 2
mg/dL.
o IRIS 3: 17 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 2,1y 5
mg/dL.

o IRIS 4: 16 perros con creatinina plasmatica superior a 5 mg/dL.

Enfermedad renal cronica debida a causas diferentes a leishmaniosis: 68
perros (incluidos en el Grupo 1V.3.3 de ERC), que fueron negativos en las
pruebas diagndsticas de leishmaniosis. Los criterios de inclusién fueron los
descritos segun la clasificacidon IRIS en el grupo general de perros con ERC.
También en este caso fueron subdivididos segun esta clasificacidn en:
o IRIS 1: 15 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,2y 1,4
mg/dL.
o IRIS 2: 18 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 1,4 y 2
mg/dL.
o IRIS 3: 16 perros con creatinina plasmatica comprendida entre 2,1y 5
mg/dL.
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o IRIS 4: 19 perros con creatinina plasmatica superior a 5 mg/dL.

1V.3.4.2 Clasificacion LeishVet

Se han incluido 97 perros positivos en las pruebas de leishmaniosis clasificados, a su

vez, en 4 subgrupos, siguiendo las recomendaciones realizadas por el grupo de

expertos LeishVet en 20113%:

Fase | (enfermedad leve): formado por 19 perros que cumplian los siguientes
criterios de inclusidn: ser positivos en las pruebas de serologia de leishmaniosis
(titulacién  baja). No manifestar signos clinicos o presentar sélo
linfoadenomegalia periférica y/o dermatitis pustular. No presentar anomalias
en los analisis de sangre y de orina. Perfil renal normal (creatinina < 1,4 mg/dl;
UP/C<0,5).
Fase Il (enfermedad moderada): formado por 30 perros que cumplian los
siguientes criterios de inclusion: ser positivos en las pruebas de serologia de
leishmaniosis (titulacién baja-alta). Signos clinicos descritos en la Fase | y que
ademdas pueden presentar alguna de las siguientes alteraciones: lesiones
cutaneas difusas o simétricas, ulceraciones, anorexia, pérdida de peso, fiebre y
epistaxis. Anomalias en los andlisis de sangre (anemia discreta no regenerativa,
hiperglobulinemia y/o hipoalbuminemia). Se consideran a su vez dos
subgrupos:

o a) perfil renal normal (creatinina < 1,4 mg/dly UP/C < 0,5)

o b) creatinina < 1,4 mg/dl y UP/C = 0,5-1. 6 perros de este grupo estan

también incluidos en el Grupo VI.3.3 de ERC.

Fase Illl (enfermedad grave): formado por 15 perros que cumplian los
siguientes criterios de inclusidon: ser positivos en las pruebas de serologia de
leishmaniosis (titulacion media-alta). Signos clinicos descritos en las Fases | y I
y que ademas pueden presentar signos producidos como consecuencia de las
lesiones producidas por efecto de la formacién de inmunoclomplejos:
vasculitis, artritis, uveitis y/o glomerulonefritis. Anomalias en los analisis de

sangre relacionados en la Fase Il. ERC en IRIS 1 (creatinina = 1,2 — 1,4 mg/dl) y
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UP/C > 1, o en IRIS 2 (creatinina = 1,4 — 2 mg/dl). Todos los perros de este
grupo estan también incluidos en el Grupo VI.3.3 de ERC.

Fase IV (enfermedad muy grave): formado por 33 perros que cumplian los
siguientes criterios de inclusidon: ser positivos en las pruebas de serologia de
leishmaniosis (titulacion media-alta). Signos clinicos descritos en las Fases Ill y
gue ademds pueden presentar tromboembolismo pulmonar, sindrome
nefrético o enfermedad renal en su fase final. Anomalias en los analisis de
sangre relacionados en la Fase Il. ERC en IRIS 3 (creatinina = 2 — 5 mg/dl), en
IRIS 4 (creatinina > 5 mg/dl) y/o sindrome nefrético con proteinuria marcada
(UP/C > 5). Todos los perros de este grupo estan también incluidos en el Grupo

VI.3.3 de ERC.

VI.3.4 Hipotiroidismo

Este grupo estd formado por 10 perros. Se siguieron los siguientes criterios de

inclusion:

Presentar anamnesis y signos clinicos compatibles con la enfermedad: obesidad
y manifestaciones cutaneas (incluyendo piel seca y escamosa, seborrea, pelaje
reseco, alopecia e hiperpigmentacion). En ocasiones se observé pioderma,
otitis externa recurrente, debilidad e intolerancia al ejercicio.

Presentar alteraciones analiticas compatibles con hipotiroidismo, caracterizada
principalmente por la elevacién de la concentracidon plasmatica de colesterol
total.

Confirmacion mediante diagndstico hormonal.

Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funcién de la
exploracién fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de
diagndstico complementarias como fueron necesarias).

Ser negativos en las pruebas diagndsticas de leishmaniosis.
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VI.3.5 Enfermedad cardiaca congestiva

Este grupo estd formado por 10 perros (5 perros con cardiomiopatia dilatada y 5
perros con insuficiencia crénica de la valvula mitral). Se siguieron los siguientes

criterios de inclusion:

- Presentar anamnesis y signos clinicos compatibles con la enfermedad, entre los
que destacan ser perros de razas grandes en el caso de la miocardiopatia
dilatada, de razas pequenas en el de insuficiencia de la valvula mitral y, en
general, intolerancia al ejercicio y disnea.

- En el caso de cardiomiopatia dilatada, presentar imagen radiografica de tdrax
consistente en cardiomegalia (indice vertebral del corazén > 10,5), dilatacién de
la auricula izquierda, congestién venosa pulmonar, edema pulmonar y
dilatacion de la vena cava, asi como imagen ecocardiografica consistente en
incremento del didmetro sistélico ventricular izquierdo, ventriculo izquierdo
globoso, aumento del didmetro diastélico ventricular izquierdo, reduccion de la
fraccion de acortamiento, aumento de la distancia del punto E mitral al septo
interventricular, dilatacion de la auricula izquierda y fraccion de eyeccién
(método de Simpson) disminuida.

- En el caso de degeneracién de la valvula mitral, imagen radiografica de torax
consistente en cardiomegalia (indice vertebral del corazén > 10,5), dilatacién de
la auricula izquierda y compresién de ésta sobre el bronquio principal izquierdo
y otros signos de insuficiencia cardiaca congestiva izquierda, asi como imagen
ecocardiografica consistente en engrosamiento nodular de las cuspides
valvulares, dilatacién de la auricula izquierda y del ventriculo izquierdo vy flujo
de regurgitacion detectable en la ecocardiografia Doppler.

- Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funcién de la
exploraciéon fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de
diagndstico complementarias como fueron necesarias).

- Ser negativos en las pruebas diagnésticas de leishmaniosis.
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VI.3.6 Neoplasias

Este grupo esta formado por 16 perras con adenocarcinoma mamario y 19 perros con

linfoma multicéntrico.

Para la seleccion de las perras con adenocarcinoma mamario se siguieron los

siguientes criterios de inclusién:

- Visualizacién de una o varias masas en la zona mamaria mediante exploracién
fisica, detalldndose la localizacion y el tamano aproximado de cada masa y
confirmacién de la presencia o ausencia de posible metdstasis mediante
estudio radioldgico del térax y ecografico del abdomen.

- Caracterizacién de la lesion mamaria, realizada en el Servicio de Histopatologia
de la Facultad de Veterinaria de la UEx. Las muestras fueron recogidas
mediante puncidn-aspiracidon con aguja fina (PAAF) y, en los casos en los que se
procedid a la extirpacion de la masa, ésta fue enviada entera para su estudio
histopatoldgico.

- Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funcién de la
exploracién fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de
diagndstico complementarias como fueron necesarias).

- Ser negativos en las pruebas diagnésticas de leishmaniosis.

Para la seleccion de los perros con linfoma multicéntrico se siguieron los siguientes

criterios de inclusion:

- Presentar nodos linfaticos palpables externamente aumentados de tamafio
(nodos linfaticos retrofaringeos, preescapulares, popliteos y/o inguinales), con
una consistencia dura y generalmente sin adherencias a tejidos adyacentes.

- Confirmacién citologica de la enfermedad, realizada en el Servicio de
Histopatologia de la Facultad de Veterinaria de la UEx, a partir de muestras
procedentes de nodos linfaticos, extraidas mediante PAAF.

- Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funcién de la
exploraciéon fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de

diagndstico complementarias como fueron necesarias).
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- Ser negativos en las pruebas diagndsticas de leishmaniosis.

VI.3.7 Hiperadrenocorticismo

Con el objetivo de estudiar cémo influyen los corticoides enddgenos sobre la
concentracion plasmatica de cistatina C en la especie canina, se ha estudiado un grupo
formado por 20 perros con hiperadrenocorticismo hipofisario (Anexo 1). Se siguieron

los siguientes criterios de inclusién:

- Presentar anamnesis y signos clinicos compatibles con la enfermedad: lesiones
cutaneas, polifagia, PD/PU y/o abdomen péndulo.

- Presentar alteraciones analiticas compatibles con hiperadrenocorticismo:
linfopenia e incremento de la concentracién plasmatica de FA, ALT y colesterol.

- Confirmacién mediante diagndstico hormonal.

- Presentar aumento del tamafo de las glandulas adrenales, y ausencia de
imagenes compatibles con neoplasias de las mismas, en el estudio ecografico
del abdomen, seguin protocolo establecido por Choi J et al.*® en 2011 (longitud
maxima de 7,5 mm en perros de mas de 10 Kg y de 6 mm en perros de menos
de 10 Kg).

- Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funcién de la
exploracién fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de
diagndstico complementarias como fueron necesarias).

- Ser negativos en las pruebas diagnésticas de leishmaniosis.

VI.3.8 Meningitis que responde a los corticoides

Con el objetivo de estudiar cédmo influyen los corticoides exdgenos sobre Ia
concentracion plasmatica de cistatina C en el perro, se ha estudiado un grupo de 10
perros en tratamiento con prednisona (Prednisona Alonga®, Famar Health Care
Services Madrid, S.A.U., Espafia) debido a que padecian meningitis que responde a los

corticoides (Anexo 1). Se siguieron los siguientes criterios de inclusién:

- Presentar anamnesis y signos clinicos compatibles con la enfermedad: animales de
razas medianas-grandes (peso corporal superior a 15 Kg), menores de 2 afios, con
fiebre, letargia, anorexia, rigidez cervical y/o hiperestesia espinal aguda.
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- No presentar signos de deshidratacion.

- Presentar leucocitosis (recuento total de leucocitos superior a 14.000/uL) debida a
neutrofilia y un perfil bioquimico en sangre normal.

- Presentar analisis de orina normal.

- Presentar analisis de liquido cefalorraquideo (LCR) con aumento en el recuento de
neutrofilos (> 10 células nucleadas/ul, consistentes predominantemente en
neutréfilos maduros) y en la concentracion de proteinas (> 20 mg/dL).

- Ausencia de crecimientos en el cultivo bacteriano del LCR.

- Ausencia de alteraciones indicadoras de enfermedad renal (en funciéon de la
exploracion fisica, hematologia, bioquimica sanguinea y tantas pruebas de
diagndstico complementarias como fueron necesarias).

- Ser negativos en las pruebas diagndsticas de leishmaniosis.

- No haber recibido anteriormente tratamiento con corticoides.

- Respuesta positiva al tratamiento con corticoides.

Con el objetivo de observar la relacion entre la concentracién plasmatica de cistatina C
y la dosis de prednisona administrada (Anexo 1), se ha procedido a la administracién
oral del corticoide a los perros enfermos como Unico tratamiento, a dosis de 4
mg/kg/24 horas durante 7 dias, reduciéndose la dosis a 2 mg/kg/24 horas durante los
7 dias siguientes. Transcurridos 14 dias de tratamiento, la prednisona fue retirada. Las
muestras de sangre fueron recogidas en estos animales los dias 1, 7, 14 y 21, tras el
comienzo del tratamiento, y se procesaron inmediatamente. Los resultados obtenidos
fueron comparados con los de un grupo control, formado por 16 perros sanos

incluidos dentro del grupo control general del trabajo y elegidos aleatoriamente.

V1.4 Hematologia y bioquimica sanguinea

Las muestras de sangre, analizadas en el Laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la
UEx, corresponden a las obtenidas el dia del diagndstico de la enfermedad, y siempre
antes del comienzo del tratamiento correspondiente (excepto en el estudio de la
influencia de los corticoides exdgenos sobre la concentracion de cistatina C
plasmatica). Se obtuvieron mediante puncién de las venas cefdlica, safena o yugular,

segun el caso, y utilizando como anticoagulantes EDTA-K3 (para la hematologia) y
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heparina sodica (para la bioquimica sanguinea). La sangre heparinizada fue
inmediatamente centrifugada a 2.000 g durante 10 minutos. El plasma fue separado y

almacenado en cuatro alicuotas adecuadamente etiquetadas e identificadas:

- Alicuota 1: determinaciones bioquimicas.
- Alicuota 2: determinacion de cistatina C y de RBP.
- Alicuota 3: diagndstico seroldgico.

- Alicuota 4: determinacion de hormonas.

La muestra de la alicuota 1 fue procesada inmediatamente en el laboratorio de
Patologia Clinica del HCV de la UEx. Las alicuotas 2 y 3 fueron congeladas a -222C hasta
el momento de su analisis. La alicuota 4 fue enviada mediante transporte urgente el
mismo dia de su extraccidén al laboratorio donde se realizaron las determinaciones

hormonales (Laboratorios Laborti Veternaria; Barcelona, Espafia).

Las pruebas realizadas fueron las siguientes:

Hemograma

Se realizé inmediatamente tras la extraccidn de la sangre, y consistid en el recuento
total de hematies, valor hematocrito, concentracién de hemoglobina, volumen
corpuscular medio (VCM), concentracidon de hemoglobina corpuscular media (MCHC),
recuento total y diferencial de leucocitos y recuento total de plaquetas. Para su
procesado se utilizd un analizador automatico de sangre para cinco poblaciones

(Mindray® BC-5300, Vet Spinreact®, Espafia).

Bioquimica plasmatica

Consistié en la determinacidn de la concentracién plasmatica de urea, creatinina, ALT,
FA, proteinas totales, albumina, colesterol, calcio, fésforo, GGT y LDH mediante kits
comerciales (Spinreact®, Espafia) para analizador automatico de bioquimica sanguinea
(Saturno 100 VetCrony® Instruments, Italia). Las concentraciones de sodio, potasio y
cloro se determinaron mediante analizador automatico de electrolitos

(EasyElectrolytes, Medica Corporation®, USA).
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En el plasma congelado se determinaron las concentraciones plasmaticas de cistatina C
y RBP. La concentracidon de cistatina C se determind mediante el kit comercial
“cistatina C turbilatex” (turbidimetria latex; Spinreact®, Espafia) para analizadores
automatizados de bioquimica sanguinea (Saturno 100 VetCrony® Instruments, Italia),
validado para plasma canino®. Se trata de un método turbidimétrico consistente en
particulas de latex recubiertas con anticuerpos policlonales de conejo anti-cistatina C,
gue son aglutinadas por la cistatina C presente en la muestra del paciente. El proceso
de aglutinacion provoca un cambio de absorbancia que es proporcional a la
concentracion de cistatina C de la muestra’>®’. Finalmente, la concentracién de
cistatina C se determina por interpolacién de la curva de calibracion preparada a partir
de estandares de concentraciones conocidas de cistatina C, que fueron los siguientes:

0,5 mg/L, 1,5 mg/L, 3 mg/L, 6 mg/Ly 10 mg/L (Spinreact®, Espafa).

La concentracion plasmdtica de RBP se realizé mediante kit comercial (Laboratorios
Diazyme®, USA) para analizador automatizado de bioquimica sanguinea (Saturno 100
VetCrony® Instruments, Italia). Esta determinacién se llevd a cabo en 23 perros con
DRA y en 30 perros con ERC, de los que 12 padecian leishmaniosis y 18 fueron

negativos a las pruebas de diagndstico de la enfermedad.

Para la interpretacién de los resultados correspondientes a la hematologia vy
concentracion plasmatica de urea, creatinina, fésforo, ALT, FA, GGT, LDH, colesteral,
proteinas totales y albumina se utilizaron los valores de referencia proporcionados por
el laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx. Los rangos de referencia
correspondientes a los valores de cistatina C y RBP en plasma fueron calculados
siguiendo las recomendaciones de la Federacion Internacional de Quimica Clinica

(IFCC).

VI.5 Analisis de orina

Las muestras de orina fueron recogidas mediante cistocentesis ecoguiada e,
inmediatamente, procesadas en el Laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx.

Las pruebas realizadas fueron las siguientes:
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- Examen fisico y quimico: inicialmente se llevd a cabo una valoracion fisica mediante
visualizacién directa de la orina (color y aspecto) y quimica, utilizando tiras reactivas
especificas (Multistix Reagent Strips, Bayer Corporation, Espafia), interpretadas
mediante lector automatizado (Spinreact®, Espafia) para la concentraciéon de

proteinas, glucosa, pH, cuerpos cetdnicos y eritrocitos.

- Sedimento urinario: la muestra de orina se centrifugd a 200 g durante 5 minutos. El
sobrenadante se separd y etiquetd convenientemente para la determinacion de la
densidad, UP/C y biomarcadores urinarios. El sedimento se deposité en un
portaobjetos. Tras la colocaciéon de un cubreobjetos, se realizé su estudio en un
microscopio de luz polarizada a 10X y 40X para cuantificar la presencia de leucocitos,

eritrocitos, cristales, células, etc.

- Densidad: se determind mediante refractometria en el sobrenadante de la orina

(refractometro clinico de dos escalas®, Zuzi, Espafia).

- UP/C: se determind a partir de las concentraciones de proteina y de creatinina en el
sobrenadante de la orina centrifugada. Para ello, se utilizaron las técnicas rojo de
pirogalol-molibdato para la determinacion de la concentracién de proteinas urinarias y
de Jaffé para la de creatinina (RAL Diagnostics, S.A., Espafia), programadas para
analizador automatico de bioquimica sanguinea (Saturno 100 VetCrony® Instruments,

Italia).

- Enzimas urinarias: se determinaron en el sobrenadante de la orina, previamente
congelado a -22°C hasta el momento de su analisis, utilizando un analizador
automatico de bioquimica sanguinea (Saturno 100 VetCrony® Instruments, Italia). Para
la concentracién urinaria de LDH, FA y GGT se utilizaron kits comerciales de
Laboratorios Spinreact® (Espafia). La concentracién de NAG se realizé mediante un kit

comercial de Laboratorios Diazyme® (USA).

- Proteinas de bajo peso molecular: se determinaron en el sobrenadante de la orina,
previamente congelado a -22°C hasta el momento de su andlisis, utilizando un
analizador automatico de bioquimica sanguinea (Saturno 100 VetCrony® Instruments,

Italia). Para la concentracién urinaria de cistatina C se utilizé un kit comercial de
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Laboratorios Spinreact® (Espafia). La concentracién de RBP se realizd6 mediante un kit

comercial de Laboratorios Diazyme® (USA).

Los resultados de los biomarcadores estudiados se expresaron en forma de ratio con la

creatinina (/c).

Para la interpretacion de los resultados correspondientes a la densidad, UP/C vy
sedimento de la orina se utilizaron los valores de referencia proporcionados por el
laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx. Los rangos de referencia
correspondientes a los valores de cistatina C, RBP, NAG, GGT, LDH y FA fueron
calculados siguiendo las recomendaciones de la Federacidon Internacional de Quimica

Clinica (IFCC).
V1.6 Diagnadstico de leishmaniosis

El diagndstico de leishmaniosis se llevd a cabo mediante la visualizacion en
microscopia (40X y 100X) de amastigotes de Leishmania infantum en muestras
obtenidas mediante PAAF de nodo linfatico y/o médula ésea, previa tincién de las
muestras (kit de tincién Diff-Quik®), o por enzimoinmunoensayo (kit Q letitest ELISA
leishmania®; Laboratorios Leti, Espafia), para la deteccion de inmunoglobulinas anti-

leishmania.
VI.7 Diagnostico hormonal
Hipotiroidismo

Se determind la concentracidn plasmatica de TSH y de T4 mediante técnica ELISA. Se
consideré hipotiroidismo un valor de TSH > 0,74 pg/mL combinado con una
concentracién de T4 > 52 pg/mL, siguiendo las instrucciones del laboratorio donde se
hicieron las determinaciones. Los resultados fueron valorados conjuntamente con el
cuadro clinico, resultados del analisis de sangre y respuesta al tratamiento. Para la
interpretacion de los valores de T4 Y TSH se utilizaron los valores de referencia
proporcionados por el laboratorio donde se realizaron los analisis (Laboratorios Laborti

Veternaria; Barcelona, Espaiia).
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Hiperadrenocorticismo

Se obtuvo una muestra de sangre entre las 8 y 10 horas de la mafiana (muestra basal)
y, posteriormente, se inyectaron 0,25 mg de ACTH sintética via intramuscular
(Nuvacthen Depot® Laboratorios Alfasigma Espafia S.L.). Una hora después se recogio
la segunda muestra (muestra post-ACTH). En la obtencion de las muestras de sangre se
utilizdé como anticoagulante heparina sddica. Tras la obtencién del plasma, se
determind la concentracion de cortisol plasmadtico basal y post-ACTH mediante
radioinmunoensayo. La concentracién basal de cortisol plasmatico en el perro oscila
entre 1,5y 8,5 pug/dLy, transcurrida una hora tras la administracién de ACTH, entre 7,5
y 16,5 ug/dL, independientemente de los valores basales. Se acepta que el animal
padece hiperadrenocorticismo cuando el valor de cortisol post-ACTH es > 22,0 pg/dL
siguiendo las instrucciones del laboratorio donde se hicieron las determinaciones. Los
resultados fueron valorados conjuntamente con el cuadro clinico, resultados del
anadlisis de sangre y respuesta al tratamiento. Para la interpretacion de los valores de
cortisol se utilizaron los valores de referencia proporcionados por el laboratorio donde

se realizaron los analisis (Laboratorios Laborti Veternaria; Barcelona, Espafia).

V1.8 Estudio estadistico de los datos

El analisis estadistico ha sido realizado con la ayuda del software informatico

estadistico SPSS versiéon 19,0 para Windows, licenciado para la UEx.

Se realizd un estudio estadistico descriptivo de las variables objeto de estudio
analizando los datos por grupos y subgrupos. Los resultados obtenidos para las
variables con una distribucién gausiana se expresan como media + desviacion

estandar.

Antes de realizar el estudio estadistico inferencial de los grupos y subgrupos
investigados, se evalud mediante el test de Shapiro-Wilk la distribucion normal, y
mediante el test de Levene la homogeneidad de las varianzas. Seguidamente, se
realizaron las comparaciones de las medias de los diferentes grupos y subgrupos, para

las variables estudiadas, mediante la prueba ANOVA de un factor, en caso de
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distribucién normal, o la prueba de Kruskal-Wallis en caso contrario. Las diferencias

entre grupos han sido consideradas como significativas para un p-valor <0, 05.

Finalmente, para estudiar el grado de relacién entre las variables analizadas, se realizé

un analisis de correlacidn en el que se estudio el coeficiente de correlacién de Pearson.
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VIl RESULTADOS






VII.1 Verificacion del método de cuantificacion de cistatina C plasmatica
Linealidad

En la Tabla 13 y en la Figura 4 se relacionan los resultados obtenidos de las tres curvas
de calibracién realizadas con estandares de concentracion conocida para el estudio de
linealidad del método utilizado.

Tabla 13: Valores correspondientes a las curvas de calibracién obtenidas (y su correspondiente media)
utilizando diferentes estdndares de concentracion conocida de cistatina C.

0,5 mg/L 1,5 mg/L 3 mg/L 10 mg/L
Curval 0,59 1,77 3,36 10,1
Curva2 0,61 1,52 3,28 10,9
Curva3 0,47 1,47 3,28 10,3

12
10 /
8 Curva 1l
% 6 Curva 2
€
Curva3
a4
Media
2 //
0
0,5 mg/L 1,5 mg/L 3 mg/L 10 mg/L

Figura 4: Representacion grafica de las curvas de calibracion obtenidas (y su correspondiente media)
utilizando diferentes estandares de concentracion conocida de cistatina C.

Limites

En las Tablas 14 y 15 se expresan los resultados correspondientes al estudio de los

limites (LC, LOD y LOQ).

Tabla 14: Resultados obtenidos de la determinacidn seriada de cistatina C (expresados en mg/L)
en un plasma con concentracién conocida de la misma (0,06 mg/L).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,07 0,06 006 008 007 005 004 005 005 0,04
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Tabla 15: Prueba de Kolmogorov-Smirnov obtenida de 10 medidas realizadas en un plasma de
concentracidn de cistatina C conocida (0,06 mg/L; concentracién comprendida en el LOD esperado).

Cistatina C

N 10

Parametros normales® Media 0,06
Desviacion tipica 0,01

Absoluta 0,2

Diferencias mas extremas Positiva 0,2
Negativa -0,13

Z de Kolmororov-Smirnov 0,63
Sig. Asintot (bilateral) 0,82

a = La distribucidn de contraste es la Normal; b = Se han calculado a partir de los datos.

Puesto que el nivel de significacion 0,82 es mayor de 0,05, se puede asumir que la
muestra presenta una distribucion normal y se procedio al calculo de los limites (Tabla
16).

Tabla 16: Valores estadisticos correspondientes a la determinacion seriada de cistatina C (expresados en
mg/L), en un plasma de concentracién conocida (0,06 mg/L).

N 10
Media 0,06
Mediana 0,05
Desviacién estandar 0,01
Rango 0,04
Minimo 0,04
Maximo 0,08
LC = 1,64- LC =1,64:0,01 =0,02
LOD = 3,29-Sg LOD = 3,29:-0,01 = 0,04
LOQ = 10-Sp LOQ=0,13

Precision

Tabla 17: Resultados obtenidos de la determinacidn seriada de cistatina C (expresados en mg/L)
en un estandar de concentracion conocida de la misma (3 mg/L).

3.57 3.36 3.64 3.82 3.32 3.67 3.41 3.46 3.35 3.82

En las Tablas 17-20 se recogen los resultados obtenidos relativos a los estudios de

repetitibilidad y reproducibilidad del método.
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Tabla 18: Valores estadisticos correspondientes a la determinacién seriada de cistatina C
(expresados en mg/L), en un estandar de concentracidn conocida (3 mg/L).

N 10
Media 3,54
Desviacion estandar 0,19
Asimetria 0,39
Error tipico de asimetria 0,69

% CVr =S/X -100

% CVr =0,19/ 3,54 100=5,36 %

Comparado con el coeficiente de variacion de Horwitz: CVh % = 2(1-03)logCx100

C = Valor nominal del analito expresado en potencia de 10; 1 ppm = 1mg/L = 10°°.

CVh % = 2(1-0:5)Log 0,000003% 100 = 14,74%. Se establece para la repetitividad que el CVr %
obtenido debe ser menor que CVh %/ 2.

CVh % /2=7,37%

Como el % CVr = 5,36 % < CVh %/ 2 = 7,37%, se cumple el criterio de aceptabilidad
establecido.

Tabla 19: Resultados obtenidos de la determinacién seriada de cistatina C (expresados en mg/L), en 10
dias consecutivos, de un estandar de concentracion conocida de la misma (1,5 mg/L).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,77 1,47 1,5 1,69 1,56 1,69 1,42 1,66 1,54 1,57

Se determind el promedio de las concentraciones obtenidas (X), la desviacion estandar

de las mismas (SRi) y el CVRI% (Tabla 20).

Tabla 20: Valores estadisticos correspondientes a la determinacién seriada de cistatina C
(expresados en mg/L), en un estandar de concentracién conocida (1,5 mg/L).

N 10
Media 1,59
Desviacion estandar 0,11

%CVri =S/X -100
%CVri=0,11/ 1,58 -100= 7,04%
Comparado con el coeficiente de variacién de Horwitz: CVhri% = 2(1-05)g Cx100

C = Valor nominal del analito expresado en potencia de 10; 1 ppm = 1 mg/L = 10°®.
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CVhri% = 2(1-0:5)Log 0,0000015% 100 = 13,29%

Se establece para la repetitividad que el CVr% obtenido debe ser menor que
2*CVhri%/3 = 8,86%

Como el %CVri = 7,04% < 2*CVh%/3 = 8,86%, se cumple el criterio de aceptabilidad

establecido.
Veracidad

Para el estudio de veracidad, se procedié al calculo del sesgo, cuyos resultados se

expresan en las Tablas 21y 22.

Tabla 21: Calculo del sesgo correspondiente a los resultados obtenidos en la Tabla 17.

Lectura Resultado (X-Xa) Sesgo
1 3,57 3,57-3 0,57
2 3,36 3,36-3 0,36
3 3,64 3,64-3 0,64
4 3,82 3,82-3 0,82
5 3,32 3,32-3 0,32
6 3,67 3,67-3 0,67
7 3,41 3,41-3 0,41
8 3,46 3,46-3 0,46
9 3,35 3,35-3 0,35
10 3,82 3,82-3 0,82

Tabla 22: Valores estadisticos de la prueba (expresados en mg/L),
en un estandar de concentracion conocida (3 mg/L)

N 10
Media 3,54
Desviacidn estandar 0,19

Seguidamente, se evalud el sesgo utilizando la prueba t-Student, comparando el t

calculado (tcal) con el t tedrico o critico (tcrit) (Tabla 23).

Se puede observar que para la medicién de la cistatina C en plasma, el sesgo obtenido

para el método utilizado es aceptable, y por lo tanto su veracidad también lo es.
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Tabla 23: Distribucion del sesgo utilizando la prueba t- Student.

2 colas 80% 90% 95%
Va/2 0,1 0,05 0,025
1 3,08 6,31 12,70

2 1,886 2,920 4,303

3 1,638 2,353 3,182

4 1,533 2,132 2,776

5 1,476 2,015 2,571

6 1,440 1,943 2,447

7 1,415 1,895 2,365
8 1,397 1,860 2,306
9 1,383 1,833 2,262
10 1,372 1,812 2,228

VII.2 Verificacion del método de cuantificacion de cistatina C en orina
Limites

Para el cdlculo de los limites se utilizé el mismo planteamiento descrito para el plasma.

Los resultados se relacionan en la Tabla 24.

Tabla 24: Resultados obtenidos de la determinacidn seriada de cistatina C (expresadas en mg/L)
de una muestra de orina con concentracién conocida de la misma (0,04 mg/L).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,05 0,08 0,03 0,02 0,08 0,03 0,04 0,03 0,03 0,04

Tabla 25: Valores estadisticos correspondientes a la determinacién seriada de cistatina C
(expresados en mg/L) en una orina de concentracién conocida (0,04 mg/L).

N 10
Media 0,04
Mediana 0,03
Desviacion estandar 0,021
Minimo 0,02
Maximo 0,08
LC =1,645- LC=1,64-0,02=0,03
LOD = 3,29- LOD= 3,29-0,02 = 0,07
LOQ = 10-So LOQ=0,21

111



Puesto que el nivel de significacién 0,820 es mayor que 0,05, se puede asumir que la
muestra presenta una distribucién normal y se procede al calculo de los limites (Tabla
25).

Precision

Las Tablas 26 -28 describen los resultados correspondientes a los estudios de precision.

Tabla 26: Determinaciones seriadas de una muestra de orina con concentracion de cistatina C
de 1,5 mg/L (expresadas en mg/L).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,23 1,17 1,21 1,2 1,1 1,24 1,18 1,19 1,02 1,2

Tabla 27: Valores estadisticos correspondientes a la determinacién seriada de cistatina C
(expresados en mg/L), en un estandar de concentracién conocida (1,5 mg/L).

N 10
Media 1,17
Desviacién estandar 0,07

%CVr =S/X-100

%CVr=0,07/1,17 -100 = 5,66 %

Comparado con el coeficiente de variacidon de Horwitz: CVh% = 2(1-05)log C*100

C = Valor nominal del analito expresado en potencia de 10; 1 ppm= 1 mg/L = 10°.
CVh% = 2(1-05)Log 0,0000015% 100 = 13,29% Se establece para la repetitividad que el CVr%
obtenido debe ser menor que CVh%/2.

CVh%/2 =6,12%

Como el %CVr = 5,66% < CVh%/2 = 645%, se cumple el criterio de aceptabilidad
establecido.

Tabla 28: Resultados de la determinacién seriada de cistatina C (expresadas en mg/L), en 10 dias
consecutivos, de una muestra de orina con concentracién conocida de la misma (1,3 mg/L).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,23 1,33 1,22 1,21 1,37 1,31 1,25 1,28 1,29 1,25

Se determind el promedio de las concentraciones obtenidas (X), la desviacion estandar

de las mismas (SRi) y el CVRI% (Tabla 29).
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Tabla 29: Valores estadisticos correspondientes a la determinacién seriada de cistatina C
(expresados en mg/L), en un estandar de concentracién conocida (1,3 mg/L).

N 10
Media 1,27
Desviacion estandar 0,05

%CVri=S/X -100

%CVri =0,05/1,27 -100 = 4,06%

Comparado con el coeficiente de variacién de Horwitz: CVhri% = 2(1-05)Lg C*100

C= Valor nominal del analito expresado en potencia de 10; 1ppm = 1mg/L = 10°®,
CVhri%= 2(1-05)Log 0,0000015% 100 = 13,29%

Se establece para la repetitividad que el CVr% obtenido debe ser menor que
2*CVhri%/3 = 8,86%

Como el %CVr i= 4,06% < 2*CVh%/3 = 8,86%, se cumple el criterio de aceptabilidad

establecido.

VII.3 Grupo control

El grupo control, de 43 animales, esta constituido por perros de diferentes razas, con
una edad media de 4,13 + 2,65 aifos (rango comprendido entre 1 y 11 afios). De ellos,

el 39,5 % (17 perros) son machos y el 60,5% (26 perros) hembras.
VII.3.1 Hematologia

En la Tabla 30 se relacionan los valores hematolégicos obtenidos en el grupo control.

Tabla 30: Hematologia de los perros del grupo control, expresada como media + desviacion estandar.

ertrenca  CONTROL ertrenca  CONTROL
ix fg”iul) 5,90-7,60 6,44 0,78 WBC (/ul) 6.800-14.000 10.012 + 2.663
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 £ 5,33 Neutréfilos (/ul)  4.120-10.350 6.074 £ 2.069
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15 + 1,82 Eosinéfilos (/ul)  90-1.750 638 +376
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 £ 3,83 Baséfilos (/L) 0-1 384132
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01 +1,36 Linfocitos (/ul)  1.110-3.300 2.762 +1.099
Plaquetas(/ul)  166.000-575.000 261.372+155.612 Monocitos (/L) 0-210 200 + 52

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracidén de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidén de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
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VII.3.2 Bioquimica plasmatica

Los resultados de la bioquimica sanguinea obtenidos para el grupo control, se

observan en la Tabla 31.

Tabla 31: Bioquimica plasmatica de los perros del grupo control,
expresada como media + desviacion estandar.

RANGO DE CONTROL
REFERENCIA
Urea (mg/dL) 21,40-51,30 32,16 7,7
Creatinina(mg/dL) 0.70-1,20 0,87+0,14
Fésforo (mg/dL) 3,30-5,70 4,27 +0,88
Cistatina C (mg/L) 0,1-0,3 0,2+0,1
ALT (UI/L) 16-49 43,18 + 21,01
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3
GGT (UI/L) 1-6 3,74 £1,59
LDH (UlI/L) 20-500 257,79 + 241
Colesterol (mg/dL) 111-250 216,46 + 59,45
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 +0,58
Albumina (g/dL) 2,50-3,90 3,63+0,34
RBP (mg/L) 24,81-97,17 30,99+6,18

ALT = alanina-aminotransferasa; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa;
LDH = lactato-deshidrogenasa; PT = proteinas totales; FA = fosfatasa alcalina;
RBP = proteina de unidn al retinol.

Se ha realizado, ademas, un estudio para comprobar si el sexo, la edad y el peso

influyen en la concentracidon plasmatica de cistatina C en perros sanos.

No se han observado diferencias para el sexo (concentracién de cistatina C en machos

de 0,2 £0,12 mg/L, y en hembras de 0,19 + 0,09 mg/L).

En cuanto a la edad, se han estudiado dos grupos de perros: 29 animales con edad
igual o inferior a 5 afios (concentracidn de cistatina C plasmatica = 0,18 + 0,09 mg/L), y
14 animales con edad superior a 5 anos (concentracion de cistatina C plasmatica = 0,13
+ 0,12 mg/L). Aunque se ha observado una disminucion en el valor medio de los

animales de mas edad, no hay diferencias significativas entre ambos grupos.
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Por ultimo, se han dividido a los animales segun el peso en otros dos grupos: 9 perros
con peso corporal igual o inferior a 20 Kg (concentracidon de cistatina C plasmatica =
0,13 + 0,09 mg/L) y 20 perros con peso corporal superior a 20 Kg (concentracion de
cistatina C plasmatica = 0,17 £+ 0,08 mg/L). En 14 animales no fue registrado el peso
corporal. La diferencia observada ha manifestado una diferencia entre ambos grupos

estadisticamente significativa (P < 0,01).
VII.3.3 Analisis de orina

La Tabla 32 muestra los resultados del estudio de la orina.

Tabla 32: Andlisis de orina de los perros del grupo control,
expresado como media * desviacion estandar.

REFERENCIA conTRoL
UP/C <0,4 0,11 £ 0,07
Densidad 1.020-1.050 1.034+10,4
Cistatina C/c (ug/g) 13-709 361,08 + 348,14
LDH/c (Ul/g) 1,89-10,03 5,96 + 4,07
FA/c (Ul/g) 0,13-1,85 0,99 + 0,86
NAG/c (Ul/g) 0,93-1,97 0,52+1,45
RBP/c (mg/g) 0,08-0,88 0,4 +0,48
GGT/c (Ul/g) 0,71-5,09 2,9+2,19

UP/C = ratio proteina/creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina;
LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina; NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina;
Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; RBP/c = ratio proteina de unién al retinol/creatinina;
GGT/c = ratio gamma-glutamil-transpeptidasa/creatinina.

También se ha estudiado si el sexo, la edad y el peso influyen en la ratio cistatina C/c

€N perros sanos.

No se han observado diferencias para el sexo (machos = 324,68 + 220,81 ng/g;

hembras = 316,71 + 209,94 ug/g).

En cuanto a la edad, como en el caso de la cistatina C plasmatica, se han estudiado dos
grupos de perros: 29 animales con edad igual o inferior a 5 afios (ratio cistatina C/c =
273,24 + 153,18 ug/g), y 14 animales con edad superior a 5 afios (ratio cistatina C/c =
398,46 + 274,01 ug/g). Se ha observado un incremento en los animales de mas edad,

con una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (P < 0,05).
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Por ultimo, respecto al peso, los perros con peso corporal igual o inferior a 20 Kg
presentan una ratio cistatina C/c de 259,62 * 72,15 ug/g, y los perros con peso
corporal superior a 20 Kg, de 297,13 + 241,22 ug/g. En este caso, no se ha observado

diferencia estadistica.

VIl.4 Dano renal agudo

El grupo de perros con DRA estd constituido por 40 animales de diferentes razas, con
una edad media de 6,34 + 2,95 afios (rango comprendido entre 1,5 y 14 anos). De

ellos, 28 perros son machos (70%) y 12 hembras (30%).

Este grupo se ha subdividido en 4 grupos atendiendo a los criterios de la clasificacidon

IRIS.

El grupo IRIS I, compuesto por 10 animales, presenta una edad media de 7,17 + 3,46
afios, siendo la distribucién por sexos de 8 machos (80%) y 2 hembras (20%). Todos
presentaron un cuadro clinico de deshidratacién, oliguria que respondid positivamente
al tratamiento con fluidoterapia (produccién de orina > 1 mL/Kg/h en un plazo de
tiempo inferior a 6 horas), y disminucion de la concentracidn de creatinina en sangre a

valores normales en menos de 48 horas.

En el grupo IRIS Il, de 10 animales, la edad media fue de 6,34 + 1,9 afios, formado por 6
machos (60%) y 4 hembras (40%). En 5 animales se documenté la enfermedad
responsable del DRA: 2 habian sido tratados con antibidticos aminoglucdsidos
(gentamicina), 2 presentaron una obstruccién postrenal por cdlculos urinarios y uno
fue diagnosticado de leptospirosis. Los 5 animales restantes presentaron un cuadro de
deshidratacion de etiologia no definida acompafiado de oliguria. En todos los casos se
observé una respuesta positiva al tratamiento con fluidoterapia (produccién de orina >
1 mL/Kg/h en un plazo de tiempo inferior a 6 horas), y una disminucion de la

concentracion de creatinina en sangre a valores normales en menos de 48 horas.

El grupo IRIS I, constituido por 10 animales, presenté una edad media de 4,45 + 3,54
anos, siendo la distribucién por sexos de 7 machos (70%) y 3 hembras (30%). En todos

los animales se documentd la enfermedad responsable del DRA: 2 presentaron
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pancreatitis aguda, 2 presentaron leptospirosis, uno habia sido tratado con
antibioticos aminoglucésidos (gentamicina), 2 presentaron un shock séptico por
politraumatismo, 2 presentaron un shock hipovolémico por hipoadrenocorticismo vy

uno desarrollo pielonefritis.

Por ultimo, el grupo IRIS IV, formado por 10 animales, presenté una edad media de
4,65 t 1,32 aios, siendo la distribucién por sexos de 7 machos (70%) y 3 hembras
(30%). En 9 animales se documentd la enfermedad responsable del DRA: 5
presentaron leptospirosis, uno habia sido tratado con antibiéticos aminoglucésidos
(gentamicina), 2 presentaron pancreatitis y uno desarrollé un shock séptico por
aspergilosis. El perro restante del grupo presentd un cuadro de deshidratacidn intensa

de etiologia no definida (grado de deshidratacion estimado del 7%).

VIl.4.1 Hematologia

Tabla 33: Hematologia del grupo de perros con DRA, expresado como media + desviacion estandar.

RANGO DE

REFERENCIA CONTROL IRIS | IRIS I IRIS NI IRIS IV
RBC (x105/pL) 5,90-7,60 6,44 +0,78 6,23 +1,28 7,07 +1,53 6,01 +1,88 7,28 +1,52
43,16 + 4191+ 51,01+
9 — + + , , ,
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 £ 5,33 42,18 + 8,58 17,01 12,91 10,84
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15 + 1,82 14,44 + 3,06 15,84 + 3,33 14,24 + 4,27 16,73 +3,3
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 + 3,83 67,87 £6,22 71,56 + 3,46 69,66 + 4,18 71,62 +5,36
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 34,21 +1,37 32,39+0,9 33,82+2,41 33,29+1,19
Plaquetas 346.455 298.100 + 254.300 + 167.500 +
— +
(/uL) 166.000-575.000 261372155612 192.633 192.633 160.436 243.915
18.256 21.769 + 20.445 + 19.866 +
— +
WBC (/uL) 6.800-14.000 10.012 + 2.663 10.654 16.102 12.956 10.920
Neutrofilos 14.516 + 17.081 10.372 14.785
— +
(/uL) 4.120-10.350 6.074+2.069 15.463 15.820 7.308 9.784
Eosindfilos 1.746 £ 1.127 +
E + + +
(/uL) 90-1.750 638 + 376 771+711 1.305* 770+ 610 1174
Basofilos (/uL) 0-1 38+ 132 43+ 65 87 +197 78 £ 195 61+74
Linfocitos 2.242 + 1.846 +
— + + +
i 1.110-3.300 2.762 +1.099 1.725 + 941 1.752 622 + 359 1.358
Monocitos 1.466 £ 1.042 + 1941+
- + + *
(/uL) 0-210 200 + 52 1.225 + 889 1.134% 1.308 1.500%

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidon de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos. * = Diferencias estadisticas
respecto al grupo control.
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En la Tabla 33 se aprecian los resultados correspondientes a la hematologia de los
perros con DRA atendiendo a los criterios de la clasificacion IRIS. En todos los grados

de la enfermedad se observa leucocitosis debida a neutrofilia.
VII.4.2 Bioquimica plasmatica

En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos para la bioquimica sanguinea del
grupo de DRA. La RBP sélo se determind en 23 perros. Se observa la presencia de
azoemia, ascendente conforme lo hacen los grados de IRIS (Figura 5), acompafnada de
hiperfosfatemia a partir de IRIS Il. Existe una correlacidon altamente significativa entre
las concentraciones plasmaticas de creatinina y de fésforo (P < 0,001).

Tabla 34: Bioquimica plasmatica del grupo de perros con DRA,

expresado como media * desviacion estandar.
RANGO DE

REFERENCIA CONTROL IRIS | IRIS I IRIS Il IRIS IV
46,6 + 100,42 + 147,73 +
— + ’ 4 4 + *a,b
Urea (mg/dL)  21,40-51,30 32,16+7,7 33,6144 28,08 76,93% 209 £ 57,38
Creatinina 0.70-1,20 0,87+0,14 1,36+0,07¢ 1,95£0,27¢ 3,07+0,46%  7,31+146%bs
(mg/dL)
Fosforo 3,30-5,70 4,27+0,88 49+245¢ 684%2,83  817+2,82 1147,84%2
(mg/dL)
Cistatina C
0,1-0,3 0,2+0,1 0,16 £ 0,12 0,29+0,12 0,48 £0,14* 1,36+0,42 *
(mg/L)
45,44 + 53,4 +
4L Y Y b d b *a,b,c
ALT (UI/L) 16-49 43,18 + 21,01 18,86° 14,16° 61,78 + 50,65 180 + 83,13
308,25 + 198,2 + 370,7 +
= + r ’ ’ + *b
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 106,45* 137,07¢ 240,29* 535,3+291,2
GGT ((UI/L) 1-6 3,74+ 1,59 6,25 + 4,02 9,84 +7,61 12,6 £+ 8,78 9,7+5,89
139,4 + 123,51 + 141,03 +
- + ’ s, ’ + b
LDH (UI/L) 20-500 257,79 £ 241 125,92 77,194 122,21 392,1+127,52
Colesterol 227,57 £ 216,43 £
= + ! ’ + +
(mg/dL) 111-250 216,46 £ 59,45 120,64 471 257,5+91,8 181,2 + 46,92
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 £ 0,58 6,53+1,3 7,11+1,01 6,68 + 0,95 7,57 £0,97
Albumina
(g/dL) 2,50-3,90 3,63+0,34 3,26 £0,52 3,62+ 0,68 3,3+0,61 3,72 +£0,58
ALT = alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH = lactato-deshidrogenasa.
El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice. * = control. 2= DRA IRIS |,
b=DRAIRISII, <= DRAIRIS Ill, ¢ = DRA IRIS IV.

También se observa un incremento progresivo en la concentracion plasmatica de
cistatina C, estadisticamente significativo en las fases Ill y IV de IRIS (Tabla 34; Figura
5). Los resultados comparativos con los obtenidos en los perros con ERC se

representan mas adelante (Figura 17).
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Figura 5: Representacion grafica del valor medio + desviacidn estandar de la creatinina y cistatina C
plasmaticas de los perros con DRA en las diferentes fases IRIS. Diferencias significativas respecto al
grupo control *** P < 0,001.
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Figura 6: Grafica de correlacidn entre las concentraciones plasmaticas de cistatina C y de creatinina en
los perros con DRA (r =0,9032; P < 0,001).

La dispersién de datos observada en el plasma para la concentracién de cistatina C es

muy discreta (Figura 7), no observandose valores atipicos.
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=
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Figura 7: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracidon de cistatina C plasmatica
de los perros con DRA, clasificados segun IRIS.

Este pardmetro presenta una alta correlacién con la concentracién plasmatica de

creatinina (Figura 6). La evolucién de ambos se representa en la Figura 5.
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Se observa un incremento, sobre todo en las ultimas fases de IRIS, de los valores

medios plasmaticos de ALT y FA.

No se ha podido realizar un estudio del RBP segun la clasificacion IRIS. No obstante, al
comparar el grupo control (30,99 + 6,18 mg/L) con el de perros con DRA (23,84 + 10,09

mg/L) de forma conjunta, no se han observado diferencias significativas.

VIl.4.3 Analisis de orina

En la Tabla 35 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de orina del grupo de
DRA. Se aprecia un incremento del valor UP/C, especialmente manifiesto en IRIS Il y,
sobre todo, en IRIS IV (P < 0,001). Este ultimo presenta, ademds, una diferencia
significativa (P < 0,01) con IRIS | y Il. En general, se observa un incremento en los
valores medios correspondientes a todos los biomarcadores urinarios estudiados,
aunque la diferencia es significativa en todos ellos sélo en IRIS IV (Tabla 35; Figuras 25-
28). Destacan los resultados observados para la ratio NAG/c urinaria, que presenta
significacidén estadistica respecto al grupo control en IRIS Il, lll y IV (Tabla 35; Figura
27). Este parametro presenta ademas, en IRIS IV, una diferencia altamente significativa

(P <0,001) con las fases IRIS I, Il y 111

La ratio cistatina C/c urinaria presenta un comportamiento semejante a la ratio NAG/c
urinaria, aumentando de forma significativa en los grados Il, lll y IV de IRIS respecto al
grupo control (Tabla 35; Figura 20). Su concentracion en IRIS IV es significativamente
mayor (P < 0,001) que en IRIS | y Il. Ademas, presenta una correlacién estadisticamente
significativa con la concentracidon plasmatica de creatinina (Figura 9) y de cistatina C
(Figura 10). Los resultados comparativos con los obtenidos en los perros con ERC se

representan mas adelante (Figura 20).

Los datos obtenidos para el parametro en cuestidn se caracterizan por su escasa
dispersion y por su distribucion homogénea (Figura 8), aunque en IRIS IV se han

encontrado 3 valores atipicos por exceso.
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Creatinina (mg/dl)

Tabla 35: Andlisis de orina del grupo de perros con DRA, expresado como media + desviacion estandar.

RANGO DE

REFERENGIA CONTROL IRIS|
uP/C <04 0,11+0,07 115;:3
Densidad 1.020-1.050 1.034£10,4 13:;
Ci“(‘::/':)c/ € 13-709 361,08 + 348,14 fzzzzf;;
LDH/c (Ul/g) 1,89-10,03 5,96 4,07 8,91+6.70
FA/c (Ul/g) 0,13-1,85 0,990,386 2,42+3,78
':Lll\l% ; 0,93-1,97 0,52 + 1,45 112841;1
?SIZ ‘)7 0,71-5,09 2,9+2,19 3,95+2,79

IRIS 1l IRIS I IRIS IV
2,02+
+ d o + *ab
0,96 + 1,23 T 2,78+ 1,67
+
1:.lC:)lZ;32_ 1.022 + 8,04 1.016+7,81
14.938 + 24.608 +
4L *ab
.- 19530 59.110 + 24.324
45,97 + 144,08 +
’ , + *
66,06 190,64* 931,89 + 484,98
52,64 + 619,25 +
, ' + *
55,77 666,54 755,35 £ 667,22
+
131'2:21; 26,95 + 28*d 107,86 + 77,55%¢
27,66 = 73,52
’ ) +81%
130,4° 89,14 520£81

UP/C = ratio proteina/creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina;

GGT/c = ratio gamma-glutamil-transpeptidasa/creatinina.

El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, =DRA IRIS |, * = DRA IRIS Il, = DRA IRIS Ill, ¢ = DRA IRIS IV.
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Figura 8: Diagrama de cajas y bigotes de la ratio cistatina C/c urinaria de los perros con DRA,
clasificados segun IRIS.
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Figura 9: Gréfica de correlacion entre la ratio
cistatina C/c urinaria y la creatinina plasmatica
en los perros con DRA (r = 0,7288; P < 0,001).
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Figura 10: Grafica de correlacidn entre la ratio

cistatina C/c

urinaria y la concentracidon

plasmatica de cistatina C en los perros con DRA
(r=0,5895; P <0,001).
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Si se estudian los resultados obtenidos individualmente (Figura 11), se ha observado su
incremento en 5 de 10 perros en IRIS | (50%), 8 de 10 perros en IRIS Il (80%), 9 de 10
perros en IRIS 1l (90%) y en todos los perros en IRIS IV (100%).
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Figura 11: Incidencia de presentacion de los perros con DRA que presentan
un incremento de la ratio cistatina C/c urinaria, clasificados segun IRIS.

No habia suficientes perros para estudiar la ratio RBP/c urinaria por estadios IRIS. Sin
embargo, si se estudian de forma conjunra los 23 perros en los que se determind y se
compara con el grupo control, se observa un incremento estadisticamente significativo

(Grupo control = 0,4 + 0,48 mg/g; perros con DRA = 21,36 + 17,89 mg/g; P < 0,001).

VII.5 Enfermedad renal crénica

El grupo de perros con ERC, constituido por 141 animales, presentd una edad media de
12,64 + 3,85 anos y diferentes etiologias. De estos animales, 82 perros son machos

(58,15%) y 59 perros son hembras (41,84%).

Este grupo se ha subdividido, a su vez, en 4 grupos atendiendo a los criterios

establecidos por la clasificacién IRIS.

El primer grupo, IRIS 1, compuesto por 31 perros, presentd una edad media de 10,31
7,22 aiios, y una distribucién por sexos de 20 machos (64,52%) y 11 hembras (35,49%).
Todos presentaron un incremento de la concentracidn plasmatica de creatinina al
menos en dos extracciones diferentes de sangre, separadas como minimo por un
intervalo de tiempo de dos semanas. De estos animales, 12 tenian proteinuria en

valores limite (UP/C = 0,2 — 0,4), de los que 6 tenian leishmaniosis y 6 ERC de etiologia
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desconocida, y 19 presentaron proteinuria patoldgica (UP/C = 0,5 - 2), de los que 10
tenian leishmaniosis y 9 ERC de etiologia desconocida. En todos los casos la proteinuria

persistid mas de dos semanas.

El grupo IRIS 2, formado por 32 individuos, presenté una edad media de 13,92 + 8,85
afios, e incluye 18 machos (56,25%) y 14 hembras (43,75%). Todos presentaron un
incremento de la concentracidn plasmatica de creatinina al menos en dos extracciones
diferentes de sangre, separadas como minimo por un intervalo de tiempo de dos
semanas, y una densidad urinaria < 1.030. De estos animales, 13 tenian proteinuria en
valores limite (UP/C = 0,2 — 0,4), de los que 3 tenian leishmaniosis. 19 perros
presentaron proteinuria patoldgica (UP/C =0,5 - 6), de los que 11 tenian leishmaniosis.
En los perros con ERC negativos a leishmaniosis se diagnosticé hiperadrenocorticismo
en 2 perros, cardiopatias en 2 perros, linfoma en un perro, amiloidosis renal en un
perro y etiologia desconocida en 12 perros. En todos los casos la proteinuria persistié

mas de dos semanas.

El grupo IRIS 3, formado por 33 animales, presenté una edad media de 12,88 + 7,72
afos, 16 eran machos (48,48%) y 17 hembras (51,51%). Todos presentaron un
incremento de la concentracidn plasmatica de creatinina en al menos dos extracciones
diferentes de sangre y una densidad urinaria < 1.030. De estos animales, 3 presentaron
proteinuria patoldgica con valores de UP/C comprendidos entre 0,5 y 4,9, de los que
uno tenia leishmaniosis. 30 perros presentaron proteinuria con valor de UP/C > 5, de
los que 16 tenian leishmaniosis. En los perros con ERC negativos a leishmaniosis se
diagnosticd hiperadrenocorticismo en un perro, pielonefritis crénica en un perro y
etiologia desconocida en 14 perros. En todos los casos la proteinuria persistio mas de

cuatro semanas.

Por ultimo, el grupo IRIS 4, formado por 35 animales, presenté una edad media de
13,31 + 7,2 afios, formado por 21 machos (60%) y 14 hembras (40%). Todos
presentaron un incremento de la concentracion plasmatica de creatinina en al menos
dos extracciones diferentes de sangre y una densidad urinaria < 1.030. Todos los
perros presentaron proteinuria patolégica (UP/C > 5). De ellos, 16 tenian

leishmaniosis. En los perros con ERC negativos a leishmaniosis se diagnosticé
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pielonefritis cronica en un perro, leptospirosis cronica en un perro, mastocitoma en un
perro, DRA agudo repetido y secundario a obstruccidn uretral por calculos urinarios en
un perro y etiologia desconocida en 15 perros. En todos los casos la proteinuria

persistio mas de cuatro semanas.
VII.5.1 Hematologia

En la Tabla 36 se muestran los valores obtenidos en la hematologia. Se aprecia el
desarrollo de una anemia moderada normocitica y normocrdmica, mas acentuada en
los grados 3 y 4 de IRIS (P < 0,001 respectivamente para el recuento de eritrocitos,
valor hematocrito y concentracion de hemoglobina). Los resultados obtenidos indican

la tendencia a desarrollar leucocitosis debida a neutrofilia en estos perros.

Tabla 36: Hematologia del grupo de perros con ERC, expresado como media * desviacidn estandar.

RANGO DE

REFERENCIA CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
RBC (x105/pL) 5,90-7,60 6,44 40,78 5,37+1,36 5,34+1,43 4,25 +1,56* 4,29 +1,37*
+
HTO (%) 41,10-55,00 46,18+ 5,33 ié";;; 35,45+10,12*  27,3+7,95% 29,03 +8,07*
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15+ 1,82 12,2+352%  1332+435¢  10,13+3,65%* 10,4 +3,26%
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 + 3,83 69,98+587  72,13+7,23 69,59 + 5,03 72,59 45,87
CHCM (g/dL)  33,00-36,50 35,01+ 1,36 33,76+646  33,55+584 33,93+2,43 33,76+ 1,71
Plaquetas 166.000~ 302.029 + 278.545 + 286.000 + 237.227 +
+
(/uL) 575.000 261.372£155.612 198.531 166.104 254.168 149.857
11.002 + 19.030 + 18432 +
— + +
WBC (/uL) 6.800-14.000 10.012 £ 2.663 647 e 1 a0 11.785 + 4.830
o N
Neutréfilos ) 150-10.350 6.074 +2.069 8.214 +6.779 13.424 + 13.515+9.568  9.590 + 3.983
(/uL) 10.545
E°s('/":l_f)"°s 90-1.750 638 +376 395 + 259 547 + 491 634 + 958 560 + 330
B"'(S/‘:lfl'_')“ 0-1 384132 38+116 190 + 892 394 +2.062 22454
L'"(f/‘:fl';“ 1.110-3.300 2.762 +1.099 202141913  4.063+1.658  1.602+1346  1.238+1.042
M"(';:’lt')ms 0-210 200452 581 + 437 738+ 635 875 + 784 772 £518

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular

El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, 2= ERCIRIS 1, ® = ERC IRIS 2, ¢ = ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.

VII.5.2 Bioquimica plasmatica

medio; CHCM = concentracidén de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.

En la Tabla 37 se muestran los valores correspondientes a la bioquimica sanguinea de

los grupos estudiados. Se observa la presencia de azoemia en todos los grupos (en
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aumento segun lo hacen las fases de la enfermedad), acompanada de hiperfosfatemia
en IRIS 3 y 4, estadisticamente visibles en los grados IRIS 2, 3 y 4 respecto al grupo
control y entre si. No se ha observado diferencia entre el valor del RBP
correspondiente a los grupos control (30,99 * 6,18 mg/L) y problema (30,47 + 11,44
mg/L).

Tabla 37: Bioquimica plasmatica del grupo de perros con ERC, expresado como media + desviacion

estandar.
RANGO DE
REFERENCIA CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
Urea 179,47 + 290,86 +
— + + cd + *cd o 4
e 21,40-51,30 32,16+7,7 65,39 + 38,56 89,76 + 48,56 107, 60w 137,75
Creatinina 3,58 +
- + + cd + *cd ’ + *kabc
(me/dL) 0.70-1,20 0,87 0,14 1,34+0,16 1,77 £0,29 0,039 8,49 43,25
Fésforo 9,51+
— + + cd + cd g + *abc
e 3,30-5,70 4,27 +0,88 4,58 +1,41 5,17 +1,95 2 agwand 16,4 + 5,37
c'i;‘:;;‘lj ¢ 0,1-03 0201 0,29 +0,15¢ 0,38+0,26%  0,76+0,58%  1,330,7%bc
ALT (UI/L) 16-49 43,18+21,01 62,46 +52,89 62,09+54,47  77,55+86,46 73,29+ 109,48
197,41 +
FA (UI/L) 18-100 8554+643  109,17+60,01 187,63 +197,35 a0 2 201,06 + 193,23
GGT (UI/L) 16 3,74+1,59 6,33+3,79 8,2+5,8 15,24 + 13,76 9,29+7,93
186,88 +
LDH (UI/L) 20-500 257,79+241 118376214 16542+ 111,27 B 220,67 + 282,27
Colesterol 216,46 284,83
= ¢ + + ! + o
- 111-250 504 227,38+130,01 226,03 + 124,26 o 247,91+ 91,29
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 40,58 7,22 £1,52% 6,73 1,09 6,52+ 1,64 6,78 +1,35
A'&‘;’:L')"a 2,50-3,90 3,63+0,34 3,17 + 0,64 3,2140,66 2,87 £0,7%* 2,86 +0,66*

ALT = alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH = lactato-deshidrogenasa. El
grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, 2= ERCIRIS 1,° = ERCIRIS 2, = ERCIRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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Figura 12: Representacion grafica del valor medio + desviacidn estandar de la creatinina y cistatina C
plasmaticas de los perros con ERC en las diferentes fases IRIS. Diferencias significativas respecto al grupo
control ¥** P <0,01; *** P <0,001.
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La concentraciéon de cistatina C plasmatica presenta un incremento respecto al grupo

control, que se hace visible desde el grado IRIS 1, aunque es estadisticamente

significativo a partir de IRIS 2 (Tabla 37; Figuras 12 y 17). Este incremento presenta una

fuerte correlacién con las concentraciones plasmaticas de creatinina (Figura 13) y de

fosforo (Figura 14).
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Figura 13: Grifica de correlacién entre la
concentracion plasmatica de cistatina C vy
creatinina en los perros con ERC (r =0,7234; P <
0,001).
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Figura 14: Grifica de correlacién entre la
concentracion plasmatica de cistatina C vy
fosforo en los perros con ERC (r = 0,6868; P <
0,001).

Los datos correspondientes a este pardmetro presentan una dispersion que va en

aumento a medida que avanza la clasificacion IRIS (Figura 15). No se han encontrado

valores atipicos en ninguno de los grupos.

0,5 '
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IRIS 3 IRIS 4

Figura 15: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de cistatina C plasmatica
de los perros con ERC, clasificados segun IRIS.

La concentracion media de cistatina C plasmatica obtenida en los perros con ERC

estudiados en conjunto es superior a la de los perros con DRA, tal y como se puede
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apreciar en la Figura 16, aunque no hay diferencia estadistica entre ambos grupos.
Cuando se estudian los resultados en funcién de la clasificacion IRIS, se observa la

misma tendencia en ambos grupos (Figura 17).
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Control DRA ERC IRISI/1  IRISI/2 IRISHI/3 IRISIV/4
Figura 16: Representacion grafica del valor Figura 17: Representacion grafica del valor
medio de cistatina C plasmatica de los perros medio + desviacién estandar de la cistatina C
control, con DRA y con ERC. Diferencia plasmatica de los perros con DRAy con ERC, en
significativa respecto al grupo control ***p < las  diferentes fases IRIS.  Diferencias
0,001. significativas respecto al grupo control

**P<0,01, *** P<0,001.

Se observa hipoalbuminemia, debido al descenso en la concentracidon de albuimina
plasmatica en IRIS 3 y 4 (Tabla 37; P < 0,01). Este hallazgo estad correlacionado (P <
0,05) con la concentracidon de fésforo plasmatico. Coincide con un aumento del

colesterol en estos grupos (P < 0,05).

VII.5.3 Andlisis de orina

En la Tabla 38 se muestran los valores obtenidos para el andlisis de orina. Se aprecia
gue existe un incremento estadisticamente significativo respecto al grupo control para
el UP/C en las fases 3 y 4 de IRIS, asi como una densidad media < 1.030 en todos los

grupos estudiados.

Se observa un incremento de la ratio cistatina C/c urinaria estadisticamente
significativo respecto al grupo control en todas las fases de IRIS (Tabla 38; Figura 20).
Los grupos de perros de IRIS 1 y 2 presentan también diferencias significativas con IRIS

3y 4 respectivamente.

El correspondiente diagrama de cajas y bigotes muestra una gran dispersién del grupo
de los datos correspondientes al grupo IRIS 3. En IRIS 1 se han encontrado 4 valores

atipicos en la zona de mayor concentracion para IRIS 1 (Figura 18).
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Tabla 38: Andlisis de orina del grupo de perros con ERC, expresado como media + desviacion estandar.

RANGO DE
REFERENCIA CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
up/c <04 0,11 +0,07 1,69 £ 0,64 1,76 £1,9 5,58 £2,39* 5,98 +£1,03*
Densidad 1.020-1.050 1.034+10,4 1.027 +10,93 1.023 +11,89 1.016 +4,61 1.018+9,11
Cistatina C/c 13-709 361,08 £ 6.458 + 11.507 £ 22.000 £ 51.453
(ng/g) 348,14 7.001 % 13.145%¢d 21.091*=b 42.830*0
LDH/c (Ul/g) 1,89-10,03 5,96 + 4,07 21+21,52 34,55 + 49,26* 49,56 + 59,96* 51,48 + 39,34*
FA/c (Ul/g) 0,13-1,85 0,99 + 0,86 12,94 + 30,89 23,73 £28,15* 33,22 £ 96,31* 231,81 £ 295,49*
NAG/c (Ul/g) 0,93-1,97 0,52 +1,45 3,26 £1,18* 9,34 £6,67* 28,58 £ 33,72* 38,69 +42,62*
GGT/c (Ul/g) 0,71-5,09 2,9+2,19 25,88 +29,55* 8,67 £6,71* 35,79 + 58,56* 87,3 +60,71*

UP/C = ratio proteina/creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; GGT/c = ratio gamma-glutamil-
transpeptidasa/creatinina. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.

* = control,=ERCIRIS 1, = ERCIRIS 2, = ERCIRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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Figura 18: Diagrama de cajas y bigotes de la ratio cistatina C/c urinaria de los perros con ERC,
clasificados segun IRIS.

Al contrario de lo que ocurre en plasma, la ratio de cistatina C en orina es inferior en
este grupo respecto a los perros con DRA cuando se estudian ambos grupos en
conjunto (Figura 19), aunque no se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos. Este hallazgo se comprueba, a medida que avanza la

enfermedad, en funcién de la clasificacion IRIS (Figura 20).
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Figura 19: Representacion grafica del valor
medio de la ratio cistatina C/c urinaria de los
perros control, con DRA y con ERC. Diferencia
significativa respecto al grupo control *** P <
0,001.
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Figura 20: Representacion grafica del valor
medio * desviacién estdndar de la ratio
cistatina C/c urinaria de los perros con DRA y
con ERC, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo

control * P < 0.05, ** P < 0,01, *** P < 0,001.

Si se valoran los resultados de forma individual (Figura 21), la ratio cistatina C/c

urinaria aparece incrementada en 38 de 45 perros en IRIS 1 (84,44%), en 32 de 36

perros en IRIS 2 (88,88%) y en todos los perros en IRIS 3 y 4 (100%), como se puede

apreciar también en la Figura 18.
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Figura 21: Incidencia de presentacién de los perros con ERC que presentan un incremento de la ratio
cistatina C/c urinaria, clasificados segun IRIS.

Este parametro estd estadisticamente correlacionado con la cistatina C (Figura 22),

creatinina (Figura 23) y fosforo plasmatico (Figura 24).
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Figura 22: Grafica de correlacién entre la ratio
cistatina C/c urinaria y la concentracion
plasmatica de cistatina C en los perros con ERC
(r=0,6406; P <0,001).
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Figura 23: Grafica de correlacion entre la ratio
cistatina C/c wurinaria y la concentracidn
plasmatica de creatinina en los perros con ERC
(r=0,6406; P <0,001).
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Figura 24: Grafica de correlacion entre la ratio cistatina C/c urinaria y la concentracion plasmatica de
fosforo en los perros con ERC (r = 0,6406; P < 0,001).

La concentracion del resto de biomarcadores urinarios estudiados (Tabla 38) también

presenta un incremento progresivo, a medida que la gravedad de la enfermedad

avanza (Figuras 25-28), de forma significativa desde IRIS 1 para NAG/c (Figura 27) y

GGT/c (Figura 28). Es necesario destacar que todos los biomarcadores urinarios

presentan una concentracidn superior en los perros con DRA comparados con los que

padecen ERC (Tablas 35 y 38; Figuras 25-28).
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Figura 25: Representacion grafica del valor
medio * desviacion estandar de la ratio FA/c
urinaria de los perros con DRA y con ERC, en las
diferentes fases IRIS. Diferencias significativas
respecto al grupo control * P < 0.05, ** P <
0,01, *** P < 0,001.
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Figura 27: Representacion grafica del valor
medio + desviacién estandar de la ratio GGT/c
urinaria de los perros con DRAy con ERC, en las
diferentes fases IRIS. Diferencias significativas
respecto al grupo control * P <0.05,
**pP<0,01.
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Figura 26: Representacion grafica del valor
medio + desviacion estdndar de la ratio NAG/c
urinaria de los perros con DRA y con ERC, en las
diferentes fases IRIS. Diferencias significativas
respecto al grupo control ** P < 0,01, *** P <
0,001.
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Figura 28: Representacion grafica del valor
medio * desviacion estandar de la ratio LDH/c
urinaria de los perros con DRAy con ERC, en las
diferentes fases IRIS. Diferencias significativas
respecto al grupo control * P < 0.05,
**pP<0,01.

La ratio RBP/c urinaria presenta un incremento significativo (P < 0,001) respecto al

grupo control (0,4 * 0,48 mg/g) cuando se estudia de forma global en el grupo de

perros con ERC (17,69 + 16,03mg/g). Como ocurre con el resto de biomarcadores

urinarios estudiados, su concentracion es menor que en los perros con DRA.

VII.6 Leishmaniosis canina

VII.6.1 Presencia de azoemia

Con el fin de comprobar la utilidad de la determinacién de cistatina C en sangre y en

orina en perros con leishmaniosis, se ha procedido a realizar un estudio en dos grupos

de perros con leishmaniosis:



- Leishmaniosis sin azoemia, constituido por 35 animales de diferentes razas, 15
hembras (42,86%) y 20 machos (57,14%). La edad media de este grupo es de 5,11 +

2,52 afios (edades comprendidas entre 1y 13 aiios).

- Leishmaniosis con azoemia: constituido por 63 perros de diferentes razas, 38 machos
(60,32%) y 25 hembras (39,68%), con una edad media de 6,15 + 2,66 afios, incluidos en
el grupo general de perros con ERC. Segun la clasificacidon IRIS se han dividido, ademas,
en los siguientes subgrupos: IRIS 1, formado por 16 perros, 12 machos (75%) y 4
hembras (25%), con una edad media de 5,79 + 2,41 afios; IRIS 2, formado por 14
perros, 8 machos (57,14%) y 6 hembras (42,86%), con una edad media de 6,65 + 3,4
anos; IRIS 3, formado por 17 perros, 9 machos (52,94%) y 8 hembras (47,06%), con una
edad media de 5,75 + 2,95 afios; IRIS 4, formado por 16 perros, 9 machos (56,25%) y 7
hembras (43,75%), con una edad media de 6,52 + 1,97 afios.

Los resultados obtenidos se han comparado con el grupo control y con el grupo
restante de perros que presentaron azoemia debida a ERC y que fueron negativos a las
pruebas de leishmaniosis. Este Ultimo grupo esta formado por 68 perros, 37 machos
(54,41%) y 31 hembras (45,59%), con una edad media de 8,3 + 4,55 afos. Segun la
clasificacién IRIS se han dividido en los siguientes subgrupos: IRIS 1, formado por 15
perros, 8 machos (53,33%) y 7 hembras (46,66%), con una edad media de 6,41 + 5,02
anos; IRIS 2, formado por 18 perros, 10 machos (55,55%) y 8 hembras (44,44%), con
una edad media de 8,97 £ 5,02 afios; IRIS 3, formado por 16 perros, 7 machos (43,75%)
y 9 hembras (56,25%), con una edad media de 9,06 + 4,75 afios; IRIS 4, formado por 19
perros, 12 machos (63,16%) y 7 hembras (36,84%), con una edad media de 8,44 + 4,54

anos.

VII.6.1.1 Hematologia

En la Tabla 39 se pueden comparar los resultados hematoldgicos del grupo de
leishmaniosis sin azoemia, leishmaniosis con azoemia y ERC sin leishmaniosis,
comprobdndose la presencia de anemia normocitica y normocromica en los tres

grupos estudiados.
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Tabla 39: Hematologia de los grupos de perros control, leishmaniosis sin azoemia, leishmaniosis con
azoemia y ERC sin leishmaniosis, expresado como media + desviacién estandar.

RANGO DE CONTROL Leishmaniosis sin Leishmaniosis con ERC sin
REFERENCIA azoemia azoemia leishmaniosis
RBC
. + + * + * + *
s 5,90-7,60 6,44 40,78 5,62+1,28 4,55+1,43 4,93+ 1,54
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 +5,33 38,67 +9,53* 30,62 + 8,81* 33,56 + 10,89*
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15 + 1,82 12,88 +3,12%b 10,62 +3,31%2 11,96 + 4,06*2
VCM (f1) 62,00-72,00 70,92 + 3,83 68,86 + 4,05 70+ 4,53 71,96 4 6,9
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 33,59 + 4,87 33,59+1,72 32,6+ 5,99*
Plaquetas . b
) 166.000-575.000 261372 +155.612  226.784+130.787  213.269+ 123.481¢  324.233 £ 227.008
WBC (/uL) 6.800~14.000 10.012 +2.663 9.252 +5.629 12.579 + 15.365 16.793 + 19.531
Ne‘(';::’:)"“ 4.120-10.350 6.074 + 2.069 6.587 + 4.429 9.996 + 14.997 11.995 + 14.452*
E°S('/":Lf)"°s 90-1.750 638 +376 353 £ 369 462 + 380 591 + 705
Bascfilos 0-1 384132 37+173 45+ 1710 276+ 1.568
(/uL)
"'"(f/‘::i;“ 1.110-3.300 2.762 +1.099 1.851 + 1.069 1.387 +793 2.955 +2.543
M"('/':’uc_')ms 0-210 200452 592 +520 669 + 467 801+ 713*

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracién de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, @ = leishmaniosis sin azoemia, = ERC con leishmaniosis, ¢ = ERC sin leishmaniosis.

Cuando se estudian los perros con leishmaniosis y azoemia clasificados segun IRIS
(Tabla 40) se comprueba la existencia de anemia normocitica y normocrédmica ya
desde el grado IRIS 1, que se va agravando a medida que lo hace la enfermedad. El
resto de la hematologia no presenta diferencias resefiables con los animales sanos ni

entre ellos.

En los perros con ERC por causas diferentes a leishmaniosis (Tabla 41) se observa que

la anemia normocitica y normocrémica, propia de la enfermedad, se hace

estadisticamente manifiesta a partir de IRIS 3. En el resto de parametros

hematoldgicos no se observan diferencias con el grupo control ni entre ellos.
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Tabla 40: Hematologia de los perros control y con leishmaniosis y azoemia, expresado como media
desviacion estandar.

CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
RBC (x10%/pL) 6,44 +0,78 5,14 + 1,64* 4,92 +0,96* 4,45 +1,42* 3,94 +1,31%
HTO (%) 46,18 +5,33 33,1+ 10,62* 34,47 +7,48* 29,94 +8,18* 27,08 +7,91*
HGB (g/dL) 16,15 + 1,82 12 +3,89* 11,19 +2,35% 10,55 + 3,48* 9,17 +2,7*
VCM (fl) 70,92 +3,83 68,43+5,1 69,78 + 2,41 69,84 + 4,64 71,39 + 4,66
CHCM (g/dL) 35,01+ 1,36 34,46 + 1,58 32,51+1,59 33,80+1,41 33,24+1,86

Plaquetas (/pL)

WBC (/uL)

Neutréfilos (/uL)

Eosinéfilos (/uL)
Baséfilos (/uL)
Linfocitos (/pL)

Monocitos (/uL)

261.372 +155.612

10.012 +2.663

6.074 +2.069

638 +376

38+132

2.762 +1.099

200 £ 52

7.151 +2.889

5.080+2.619

303 +312

108 + 237

1.364 + 689

524 +294

174.556 + 89.569

230.385 +£93.574

18.275 +15.524

15.096 +12.672

655 + 566

85+299

1798 + 932

602 + 365

174.786 £ 94.146

11.623 +6.450

8.517 +6.420

380+ 316

25+ 67

1.311+791

654 + 445

250.194 + 164.687

11.977 £3.529

9.641 +3.078

452 +233

14+44

1.161 + 669

796 + 598

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidén de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, =ERCIRIS 1,° =ERCIRIS 2, €= ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.

Tabla 41: Hematologia del grupo de perros control y con ERC sin leishmaniosis, expresado como media *
desviacién estandar.

CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4

RBC::‘)W/ 6,44 £0,78 5,72 £ 1,32¢ 5,5+ 1,36¢ 4,31+1,58% 4,1+1,33%b

HTO (%) 46,18+ 5,33 39,89 + 10,52 37,04 £ 10,32* 27,36 £ 8,6% 28,11 £ 8,45%
HGB (g/dL) 16,15 + 1,82 12,87 +3,26* 14,41 + 4,67 10,47 £3,78% 9,97 £ 3,07%

VM (fl) 70,92 £3,83 69,75 £ 7,32* 74,68 £ 7,87* 70,05 £ 4,68 73,16 £ 6,22
CHCM (g/dL) 35,01+1,36 31,08 £ 8,36 31,19£7,58 34,69+ 2 33,83 £1,57
Plaquetas 261.372 % 377.000 £ 218.876  302.722+194.930  375.133£325.782  252.650 + 156.087

(/uL) 155.612

<WBC (ul) 10.012 + 2.663 12.212 +10.287 19.993£20.956  25.843 +22.782* 11.702 + 5.577
Ne‘(’;m_f;bs 6.074 £ 2.069 8.921+8.170 12.256 +10.785 18.708 + 27.117* 9.647 £ 4.527
E°s(i/"::)"°s 638 +376 431247 487 + 459 869 + 1.333 606 + 372

Ba(s/‘;’ﬂ')“ 38132 2348 288 £ 1.189 813 £3.010 26156
"i"(f/‘:lcg“ 2.762 £ 1.099 2.506 + 2.347 3.027 £ 1.758 2.003 £ 1.738 1.3324£1.200
M"(';:’lti)ms 20052 431337 868+ 776 1.187 + 670*= 747 £ 506

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracién de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, =ERCIRIS 1,? = ERCIRIS 2, = ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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VII.6.1.2 Bioquimica plasmatica

Tal y como se puede comprobar en la Tabla 42, los perros con leishmaniosis, tanto con
azoemia como sin ella, se caracterizan por presentar hiperproteinemia (P < 0,001)
control. Los tres hipoalbuminemia

respecto al presentan

grupo grupos
estadisticamente significativa respecto a los animales sanos (P < 0,01 para el grupo de
leishmaniosis sin azoemia y P < 0,001 para los grupos de leishmaniosis con azoemia y
ERC sin leishmaniosis respectivamente). Los dos grupos de perros con ERC presentan
azoemia (P < 0,001) acompafiada de incremento en la concentracién plasmdatica de
cistatina C e hiperfosfatemia.

Tabla 42: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control, leishmaniosis sin azoemia,
leishmaniosis con azoemia y ERC sin leishmaniosis, expresado como media + desviacidén estandar.

RANGO DE Leishmaniosis sin Leishmaniosis

REFERENCIA CONTROL azoemia con azoemia ERC sin leishmaniosis
Urea 21,40-51,30 32,16+7,7 46,86 + 13,64 162,29 + 121,01%2 157,25 + 136,89%
(mg/dL)
Creatinina 0.70-1,20 0,87 + 0,14 1,06 + 0,265 3,99 + 3,54 3,76 +3,25%
(mg/dL)
LT 3,30-5,70 4,27 +0,88 4,58 + 0,915 11,05 + 7,59%a 8,29 + 5,48*ab
(mg/dL)
G C 0,1-0,3 0,2+0,1 0,23 +0,11¢ 1,32 +0,73* 0,72 £ 0,64*:
(mg/L)
ALT (UI/L) 16-49 43,48 + 19,42 37,5+ 16,62¢ 52,04 + 39,98 81,72 + 99,69*2
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 128,33 + 60,72 126,74 + 131,11 237,97 + 228,6%
GGT (UI/L) 16 3,74+1,59 5,73+2,73 7,95 +5,14 11,65 + 11,542
LDH (UI/L) 20-500 257,79 + 241 127,85 + 116,13 135,7 + 81,342 194 + 256,37
(L 111-250 216,46 + 59,45 205,61 + 84,25 236,55 + 102,64 260,34 + 128,27
(mg/dL)
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,3840,58 7,85+ 1,19% 7,69 + 1,47 6,33 41,19
Albumina 2,50-3,90 3,63 0,34 3,07 +0,54* 2,8 +0,65% 3,11+ 0,68%
(g/dL)
RBP (mg/L) 24,81-97,17 30,99 46,18 . 30,75 + 10,16* 30,25 + 12,64

ALT = alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH = lactato-deshidrogenasa;
RBP = proteina de uniodn al retinol. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, 2 = leishmaniosis sin azoemia, ® = ERC con leishmaniosis, ¢ = ERC sin leishmaniosis. N = 12; #N = 18.

En la Tabla 43 se reflejan los valores de la bioquimica sanguinea del grupo de animales
con leishmaniosis y azoemia, clasificados segun los criterios IRIS. Se observa azoemia
en todos los grupos estudiados, estadisticamente manifiesta en los grados IRIS 3y 4 (P
< 0,001), asi como de la fase IRIS 4 con el resto de fases IRIS (P < 0,001). Igual ocurre
con la presentacion de hiperfosfatemia, y se constata la presencia de hiperproteinemia
(P <0,001). El estudio estadistico refleja la presencia de hipoalbuminemia en IRIS 2 (P <

0,01) e IRIS3 y 4 (P < 0,001 respectivamente).
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También se observa un incremento de la concentracién de cistatina C a partir de IRIS 1,

estadisticamente significativo en IRIS 2, 3 y 4 (Figura 30). El grupo IRIS 4 presenta

diferencias estadisticas, a su vez, con IRIS 1, 2y 3.

Tabla 43: Bioquimica plasmatica del grupo de perros control, con leishmaniosis y azoemia expresado
como media * desviacién estandar.

CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
Urea (mg/dL) 32,16 47,7 59,99+41,9¢  8685+3511 170,81 +109,12* 260,59 + 120,67*2®
Creatinina 0,87+0,14 1,28 £ 0,06¢ 1,75 + 0,31¢ 3,47 +0,08%d 7,4 + 4,%abe
(mg/dL)
R 4,27 +0,88 4,74 +0,9% 4,99 + 0,93 10,89 + 7,48*abd 17,01 + 6,57*abc
(mg/dL)
Cistatina C 0,2+0,1 0,31 +0,1¢ 0,4 +0,2% 0,61 + 0,31*¢ 1,46 + 0,65*3b¢
(mg/L)
ALT (UI/L) 43,18 + 21,01 36,5+1566 5846 +5325 44,85 + 32,66 59,94 + 38,09
FA (UI/L) 85,54 + 64,3 852542472  117,3+85,68 135,55 + 211,39 143,1 +80,55
GGT (UI/L) 3,74 41,59 8,25 + 4,79 6,3+2,58 10,5 +7,93 7,27 43,85
LDH (UI/L) 257,79 + 241 177,25+ 104,79 143,84 61,03 182,1 + 46,19 232 +105,4
Colesterol 198,27 +
+ + + +
(mafdl) 216,46 + 59,45 252,5+163,6 66 89 266,08 + 78,73 229,35+ 92,16
PT (g/dL) 6,38 40,58 8,9+ 1,2% 7,85+ 0,74* 7,95+ 1,22%2 7,79 + 1,09*
AI(ZL;:‘LI;‘a 3,63+0,34 3,16+ 0,62 2,91+0,76* 2,57 £0,49* 2,72£0,66*

ALT = alanina-aminotransferasa; FA = fosfatasa alcalina; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH =
lactato-deshidrogenasa; RBP = proteina de unidn al retinol. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una
letra en superindice. * = control, 2=ERCIRIS 1, =ERC IRIS 2, ¢ = ERCIRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.

En la Tabla 44 se muestran los valores bioquimicos del grupo de ERC sin leishmaniosis.
Se puede apreciar el desarrollo de azoemia con hiperfosfatemia en todos los grupos,
estadisticamente significativo en IRIS 3 y 4, diferencia que estos ultimos grupos
presentan tanto con el control (P < 0,001) como con IRIS 1 y 2 (P < 0,001
respectivamente). Igual ocurre con la concentracion de cistatina C plasmatica que,
aunque el estudio estadistico demuestra su incremento en los grupos IRIS 3 y 4 (Figura
30), se observa ya aumentada en IRIS 1 y 2. En este grupo de animales no se observa
hiperproteinemia, y la hipoalbuminemia se detecta de forma significativaen IRIS3 y 4

(P < 0,001 respectivamente).
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Tabla 44: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros con ERC sin leishmaniosis expresado como
media * desviacidn estandar.

CONTROL RIS 1 IRIS 3 IRIS 4
Urea(mg/dl)  32,16+7,7 67,61 + 36,9 91,8 + 60,2 186,98 + 119,34%a 277,47 + 162,24%3b
Creatinina 0,87 +0,14 1,33 + 0,09 1,73+0,18 3,71 +0,87*ad 7,86 + 3,20%ac
(mg/dL)
RELET 4,27+0,88 4,61 +1,83 4,75+ 1,6° 9,11 + 4,7*sbd 13,6 + 5,52%abe
(mg/dL)
Cistatina C 02401 0,27 + 0,17 0,44 + 0,28 0,77 £0,54*2 1,27 £0,59*2
(mg/L)
ALT(UI/L)  43,18+21,01  73,69+57,28 65,24 + 59,61 86,43 + 94,23 100,78 + 153,78
FA (UI/L) 85,54+643 121,13 +70,05 265,78 + 257,52 310,83 + 267,38 265,45 + 260,47
GGT (UI/L) 3,74+ 1,59 5,38+ 1,77¢ 10,78 +7,63¢ 25 + 17,5524 10,07 + 10,15¢
LDH (UI/L) 257,794241  90,11+52,84 159,5 + 120,95 216,89 + 226,67 361,5 + 294,78
Colesterol ¢ 1645945 223214151 257,5 + 165,21 314,86 + 85,2 259,33 + 85,94
(mg/dL)
PT (g/dL) 6,38+ 0,58 6,9+ 1,46 6,37 +0,91 6,13 + 1,37 5,93 +0,83
Al(t:gl;:]:;‘a 3,63+0,34 3,03+0,65 3,44+0,57 3,16 +0,82* 2,88+ 0,61*

ALT = alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH = lactato-deshidrogenasa;
RBP = proteina de uniodn al retinol. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.
* = control, =ERCIRIS 1,° = ERCIRIS 2, €= ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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Figura 29: Representacién grafica del valor
medio de cistatina C plasmatica de los perros
control, leishmaniosis sin azoemia, leishmaniosis
con azoemia y ERC sin leishmaniosis.

Diferencias significativas respecto al grupo
control: ** P< 0,01, *** P<0,001.
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Figura 30: Representacion grafica del valor
medio de cistatina C plasmatica de los perros
con leishmaniosis y azoemia y ERC sin
leishmaniosis, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo
control * P< 0,05, ** P<0,01, ***

El grupo de perros con leishmaniosis y azoemia presenta una concentracién media de

cistatina C plasmadtica superior a la de los perros con ERC sin leishmaniosis (Tablas 43 y

44), tal y como se puede apreciar en la Figura 29. No hay diferencia estadistica entre

ambos grupos.

Cuando se estudian los resultados en funcidn de la clasificacién IRIS, se observa que la

concentracion media de cistatina C plasmatica de los perros con azoemia, con y sin



leishmaniosis, presentan una evolucion semejante, aunque en los perros con

leishmaniosis se eleva principalmente en IRIS 4 (Tablas 45 y 46; Figura 30).

VII.6.1.3 Analisis de orina

En la Tabla 45 se observan los valores del andlisis de orina de los grupos de
leishmaniosis sin azoemia, leishmaniosis con azoemia y ERC sin leishmaniosis. Se
observa proteinuria manifiesta (P < 0,001) en los tres grupos de perros estudiados, asi

como una densidad < 1.030 en los animales con azoemia.

Se aprecia un incremento de la ratio cistatina C/c urinaria de forma estadisticamente
muy significativa (P < 0,001 para los dos grupos con leishmaniosis; P< 0,01 para los
perros con ERC sin leishmaniosis; Figura 33). También la ratio NAG/c desarrolla un
incremento estadistico significativo en todos los grupos, aunque el grado de
significacién fue inferior (P < 0,05 para los perros con leishmaniosis sin azoemia y con

ERC sin leishmaniosis; P < 0,01 en los perros con leishmaniosis y azoemia; Figura 37).

El resto de enzimas urinarias (ratios LDH/c, FA/c y GGT/c) experimentan un incremento
altamente significativo (P < 0,001 para todos los casos, excepto para la ratio FA/c en
leishmaniosis con azoemia, cuyo grado de significacién fue de P < 0,01) en los perros
con leishmaniosis. No hay significacidn en el incremento de las mismas observado en

los perros con ERC sin leishmaniosis (Figuras 36 y 38).

En ambos grupos con azoemia se observa un incremento de la ratio RBP/c urinaria

respecto al grupo control (Tabla 45).

De forma individual, se ha observado un aumento de la ratio cistatina C/c urinaria en
20 de los 35 perros con leishmaniosis y sin azoemia, lo que supone el 58,82% de los

Casos.

En la Tabla 46 se expresan los valores obtenidos en el andlisis de orina de los perros
con leishmaniosis y azoemia clasificados segun IRIS. Estos perros presentan una clara
proteinuria, acompanada de densidad < 1.030, estadisticamente significativas ambas
en los grados IRIS 3 y 4 (P < 0,001 respectivamente). La ratio NAG/c urinaria presenta

un incremento en todas las fases IRIS (Figura 37). Las ratios cistatina C/c, FA/c, GGT/c
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y LDH/c aumentan en los grados IRIS 2, 3 y 4, con diferentes grados de significacion

(Figuras 34 — 38).

Tabla 45: Andlisis de orina de los grupos de perros control y con leishmaniosis sin azoemia, ERC con
leishmaniosis y ERC sin leishmaniosis, expresado como media + desviacidn estandar.

RANGO DE CONTROL Leishmaniosis sin Leishmaniosis con ERC sin
REFERENCIA azoemia azoemia leishmaniosis
up/c <04 0,11 +0,07 0,65 + 0,92* 4,37 +3,16* 3,74 +2,54*
Densidad 1.020-1.050 1.034 + 10,4 1,030 + 12,69* 1,022 +9,63* 1,020 + 10,28*
cc/'zt(al::/':) 13-709 361,08 + 348,14 3.890 + 4.979*b¢ 31.077 £24.929%  36.706 + 35.509%2
LDH/c
Ulfe) 1,89-10,03 5,96 + 4,07 26,11 + 38,87* 98,67 + 99,43* 240,99 + 250,85
FA/c (Ul/g) 0,13-1,85 0,99 + 0,36 6,00 + 13 47* 73,42 + 71,67* 116,49 + 121,94
';‘:I% )c 0,93-1,97 0,52 1,45 5,97 + 7,46%b¢ 35,48 + 36,72%2¢ 14,32 + 15,12%a
(':3://;) 0,08-0,88 0,4 40,48 ; 24,84 20,08** 13,03 + 8,5%#
‘(ﬁ}é ; 0,71-5,09 2,9+2,19 2,46 + 2,490 42,15 + 39,66+ 67,81 68,16

UP/C = ratio proteina /creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; RBP/c = ratio proteina de union al
retinol/creatinina; GGT/c = ratio gamma-glutamil-transpeptidasa/creatinina. El grupo con el que existe diferencia significativa se

representa con una letra en superindice. * = control, ? = leishmaniosis sin azoemia,
b = ERC con leishmaniosis, ¢ = ERC sin leishmaniosis. *N = 12; #N = 18.

De forma individual (Figura 31), se ha observado un aumento de la ratio cistatina C/c
urinaria en 12 de 16 perros en IRIS 1 (75%), en 11 de 14 perros en IRIS 2 (78,57%), en
14 de 17 perros en IRIS 3 (82,35%) y en todos los perros en IRIS 4 (100%).

Tabla 46: Andlisis de orina de los perros control y con leishmaniosis y azoemia, expresado como media +
desviacion estandar, segun la clasificacion IRIS.

RANGO DE
REFERENCIA CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
up/c <04 0,11£0,07 0,75+0,8 2,36+ 1,83¢ 6,78 + 5,12%2 5,08 +3,24*
Densidad ~ 1.020-1.050 1.034+104  1,028+12,67  1025+1141  1,017£4,29* 1,019 £ 6,68*
Cistatina 10.934 + 38.024 +
a + + cd o sab
e (ue/e) 13-709 361,08+348,14  1.010+756 5 gyt > 1egen 41.426 + 19.770
tﬁ:}g 1,89-10,03 011£007 15842184  1794%637* 18,39 +256* 40,42 + 47,3*
(':JAI//gc) 0,15°1.8> 0,99+0,86 6,59+538  29,99+2145%  36,37+11,89% 124,74 +78,382*
NAG/c v y y .
(UI/g) 0,93-1,97 0,52£1,45 4,77+0,33 12,55+7,39 35,8+ 19,81 85,79 + 14,33
GGT/c . . )
(UI/g) 0,71-5,09 2,9+2,19 10,45 £ 27,65 9,18 +7,81 18,69 + 11,23 111,21 + 55,94

UP/C = ratio proteina /creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; GGT/c = ratio gamma-glutamil-
transpeptidasa/creatinina, El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.

* = control, = ERC IRIS 1, ® = ERC IRIS 2, ¢ = ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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Figura 31: Incidencia de presentacion de los perros con leishmaniosis y azoemia que presentan un
incremento de la ratio cistatina C/c urinaria, clasificados segun IRIS.

En la Tabla 47 se expresan los valores obtenidos en el andlisis de orina de los perros
con ERC sin leishmaniosis. Es el grupo de animales estudiado donde se observan
menos variaciones en los biomarcadores urinarios respecto al grupo control. Se
observa un incremento estadisticamente significativo respecto a éste de la ratio NAG/c
urinaria en todas las fases IRIS (Figura 37) y de la ratio cistatina C/c urinaria en IRIS 1, 3
y 4, con diferentes grados de significacion (Figura 34). El mayor incremento se observa
en las fases 3 y 4 de IRIS, las cuales presentan, a su vez, incrementos significativos
respecto a IRIS 1y 2. Se ha observado un incremento de este parametro (Figura 32) en
7 de 15 perros en IRIS 1 (46,66%), 9 de 18 perros en IRIS 2 (50%) y en todos los perros
en IRIS 3 y 4 (100%). Las alteraciones del resto de biomarcadores se manifiestan de
forma errética.

Tabla 47: Andlisis de orina de los perros control y con ERC sin leishmaniosis, expresado como media +
desviacion estandar, segun la clasificion IRIS.

RANGO DE
REFERENCIA CONTROL IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
up/C <04 0,11 +0,07 1,7 +1,5¢ 1,03 + 1,44 4,63 £3,63* 6,46 + 6,17%2
Densidad 1.020-1.050 1.034+10,4 1.025+10,01 1.021+12,57 1.015+4,76 1.018 + 10,07
Cistatina 13.709 361,08 + 6.323 % 6.636 + 43.950 + 56.851 +
C/c (ug/e) 348,14 3.014%cd 1.794¢ 21.283%ab 28.948%ab
LDH/c 10,02 +
- + ’ + + + *
(UI/g) 1,89-10,03 0,11+0,07 10.01% 12,23£6,45  49,31+80,11 776,14 253,36
(Z‘I‘;; 0,13-1,85 0,99+0,86  2,94+1,33* 5,08 +7,23 82,5+57,79 338,89 +297,94
NAG/C * * * *
(ul/g) 0,93-1,97 0,52+1,45  2,83+0,94 7,04 £5,51 7,25 £ 4,25 7,31£3,88
GGT/c
(UI/g) 0,71-5,09 2,9+2,19 3,61+4,05 36,58+29,4  67,13+84,87 156,75+ 110,94

UP/C = ratio proteina /creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; GGT/c = ratio gamma-glutamil-
transpeptidasa/creatinina, El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice,

* = control, = ERCIRIS 1,? = ERCIRIS 2, <= ERC IRIS 3, ¢ = ERC IRIS 4.
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Figura 32: Incidencia de presentacion de los perros con ERC sin leishmaniosis que presentan un
incremento de la ratio cistatina C/c urinaria, clasificados segun IRIS.

Al contrario de lo que ocurre en el plasma, la ratio cistatina C/c urinaria es inferior en
el grupo de perros con leishmaniosis y azoemia que en aquellos que fueron negativos a
la enfermedad (Tablas 49 y 50; Figura 33), aunque no se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos. Este hallazgo se comprueba a
medida que avanza la enfermedad, en funcién de la clasificacién IRIS (Figura 34),

aungue la evolucion de ambos grupos es muy semejante.

80000 E 100000
70000 T EERC + Leish EERC sin Leish fzk
60000 = 80000 .
* * %
_ 50000 o, 60000 T T
S 40000 2
30000 = 40000
20000
10000 *rk 20000 -
(] ‘ ﬁ ‘ ‘ o
Control  Leish s!n ERC. sin  ERC + Leish IRIS 1 IRIS 2 IRIS 3 IRIS 4
azoemia Leish
Figura 33: Representacion grafica del valor Figura 34: Representacion grafica del valor
medio de la ratio cistatina C/c urinaria de los medio de cistatina C/c de los perros con ERC y
perros control, con ERC y leishmaniosis, y con leishmaniosis, y con ERC sin leishmaniosis, en
ERC sin leishmaniosis. Diferencias significativas las  diferentes fases IRIS. Diferencias
respecto al grupo control: ** P < 0,01, significativas respecto al grupo control:
*** P <0,001. *P<0,05, **P<0,01, *** P<0,001.

Al comparar los resultados obtenidos en los demds biomarcadores urinarios, se
observa que las ratios GGT/c, FA/c y LDH/c son superiores en los perros con ERC sin
leishmaniosis, sobre todo en las fases 3 y 4 de la enfermedad. El comportamiento de la
ratio NAG/c es inverso (Figuras 35-38). Se ha observado que existe una correlacion

positiva (P < 0,01) en estos perros entre la ratio NAG/cy el UP/C (Figuras 35-38).
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Figura 35: Representacion grafica del valor
medio *+ desviacion estandar de la ratio LDH/c
urinaria de los perros con ERC con y sin
leishmaniosis, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo
control: ¥ P<0.05, ** P< 0,01, *** P <001.
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Figura 37: Representacion grafica del valor
medio + desviacion estandar de la ratio NAG/c
urinaria de los perros con ERC con y sin
leishmaniosis, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo
control * P<0.05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

VII.6.2 Clasificacion LeishVet
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Figura 36: Representacion grafica del valor
medio + desviacion estandar de la ratio FA/c
urinaria de los perros con ERC con y sin
leishmaniosis, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo
control: ¥ P<0.05, ** P<0,01.
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Figura 38: Representacion grafica del valor
medio + desviacidén estandar de la ratio GGT/c
urinaria de los perros con ERC con y sin
leishmaniosis, en las diferentes fases IRIS.
Diferencias significativas respecto al grupo
control * P < 0.05, ** P < 0,01, *** P < 0,001.

Se han estudiado 97 perros con leishmaniosis de diferentes razas clasificados en 4

subgrupos siguiendo las recomendaciones del grupo de expertos LeishVet3%:

Fase | (enfermedad leve): formado por 19 perros, 8 hembras (42,1%) y 11 machos
(57,9%), con una edad media de 5,47 + 3,11 afios. De ellos, 14 perros presentaban

linfoadenomegalia periférica y 2 dermatitis pustular.

Fase Il (enfermedad moderada): formado por 30 perros, 10 hembras (23,33%) y 20

machos (66,67%), con una edad media de 5,23 + 2,22 afios. Presentaban
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linfoadenomegalia (30 perros), lesiones cutdneas (12 perros), anorexia (4 perros),
pérdida de peso (7 perros) y epistaxis (2 perros). Ademas, presentaron anemia discreta
no regenerativa (24 perros), hiperglobulinemia (24 perros) e hipoalbuminemia (4
perros). 14 perros pertenecen al subgrupo a) (creatinina < 1,4 mg/dly UP/C<0,5) y 16
al subgrupo b) (creatinina < 1,4 mg/dl y UP/C = 0,5-1).

Fase Il (enfermedad grave): formado por 15 perros, 6 hembras (40%) y 9 machos
(60%), con una edad media de 7,33 + 3,11 afos. Todos presentaban
linfoadenomegalia, anorexia y pérdida de peso, 8 presentaban lesiones cutaneas, 2
desarrollaron epistaxis, uno manifesté artritis y 3 padecian uveitis. En cuanto a los
datos procedentes del andlisis de sangre, en 10 se desarrollé anemia no regenerativa,
en 12 hiperglobulinemia y en 9 hipoalbuminemia. Un perro estaba en IRIS 1 y 14

perros en IRIS 2.

Fase IV (enfermedad muy grave): formado por 33 perros, de los que 15 (54,54%) eran
hembras y 18 (45,45%) machos, con una edad media de 6,72 + 2,47 afos. Todos
presentaban anorexia y pérdida de peso, 28 de ellos linfoadenomegalia, 10 tenian
lesiones cutdneas, 1 epistaxis, 3 artritis, 2 uveitis y en 7 perros se diagnosticé un
sindrome nefrético. En cuanto a los datos procedentes del andlisis de sangre, 29
presentaron anemia no regenerativa, todos tenian hiperglobulinemia y 18 tenian

hipoalbuminemia. 16 perros estaban en IRIS 3y 17 en IRIS 4.
VII.6.2.1 Hematologia

En la Tabla 48 se pueden observar los resultados obtenidos en la hematologia realizada
a los perros con leishmaniosis, clasificados segun las recomendaciones del grupo de
expertos LeishVet3>. Se observa anemia normocitica y normocrémica
estadisticamente significativa (P < 0,001) respecto a los animales sanos a partir de la
Fase Il. Esta diferencia se presenta también entre las Fases lll y IV con la Fase |, y entre
la Fase IV con la Fase Il. Es destacable la presencia de eosinopenia, estadisticamente

significativa en las Fases |, [l y IV, y linfopenia (P < 0,001) en las Fases I, lll y IV.

143



Tabla 48: Hematologia del grupo de perros control y con leishmaniosis, clasificados segun LeishVet,

expresado como media * desviacidn estandar.

RANGO DE

REFERENCIA CONTROL FASE | FASE Il FASE Ill FASE IV
RBC (x10°/ pl) 5,90-7,60 6,44 0,78 6,64+0,89%  4,88+1,00%  515+152% 4713 +1,7%b
HTO (%) 41,10-55,00 46,18+533  4556+7,07¢  33,77+861*  33,6+9,85*  2879+09,08%
10,47 +
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15+1,82  1545+326@ 12,41+ 4,67* 3 pote 9,55 +3,2%a
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 +3,83 69,75 + 7,32 70,45+7,87  70,14+4,44 73,32 +6,2552
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 33,27 1,05 31,93+6.28 34,23+ 1,61 33,60+ 1,70
261372+ 255.864 + 121290+ 228.066 + 218.250 +
Plaquetas (/ul)  166.000-575.000 155.612 215.862 152.528* 86.861 146.268*
19.993 + 16.920 +
— + + +
<WBC (pl) 6.800-14.000  10.012+2.663  10.936 4347 0056 a8t 12.001 £ 5.090
o .
Neutréfilos 4.120-10.350 6.074+2.069  7.233+3.422  5.805 +5.201¢ 13883+ 9.638 + 4.694%2
(/uL) 27.658
Eosinéfilos (/uL) 90-1.750 638+ 376 443 + 384* 253 + 341 %< 610 + 540° 445 + 268*"
Basofilos (/uL) 0-1 38+132 28+ 121 46+ 210 734278 21+57
s 2374+ . . .
Linfocitos (/uL) 1.110-3.300 2.762 +1.099 byt 1.530£969% 869 +224 649 + 118%a
Monocitos (/uL) 0-210 20052 620 + 506 535 + 556¢ 339+ 87+ 538 + 98%b

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidn de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.

*=control,2=1,°=1,¢<=1l,9= V.

VII.6.2.2 Bioquimica plasmatica

El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.

La azoemia presente en las Fases lll y IV de la clasificacién se ve acompafada de
hiperfosfatemia (P < 0,01 y P < 0,001 respectivamente). La concentracién de cistatina C
plasmadtica se ve incrementada respecto al grupo control en las Fases Il, lll y IV, como
se puede apreciar en la Tabla 49 y en la Figura 39, a la vez que se observa también un
incremento en la concentracidén de creatinina. Todos los grupos presentan diferencias
estadisticas entre si, siendo muy significativa (P < 0,001) la presenta entre las Fases Il y
IV y entre cada una de ellas con las Fases | y Il. También es resenable el incremento de
la concentracidn de proteinas totales respecto a los perros sanos (P < 0,001 en todas
las Fases), asi como la disminucidn en la concentraciéon de albumina (P < 0,01 para la

Fase lly P < 0,001 para las Fases Il, lll y IV).
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Tabla 49: Bioquimica plasmdtica del grupo de perros control y con leishmaniosis,

clasificados segln LeishVet, expresado como media * desviacidn estandar.

RANGO DE

REFERENCIA CONTROL FASE | FASE II FASE Ill FASE IV
Urea 58,08 + 85,66 + 227,57 +
— + + od z ’ ’
(mefil) 21,40-51,30 32,16+7,7 31,23 + 12,44 Pt 2 s Dilie
Creatinina 1,11+ 1,69 +
— + + bed 4 ’ + *abc
(me/dL) 0.70-1,20 0,87 £0,14 0,97 0,2 0, 25w 0,87 wahd 7,86+3,29
T 3,30-5,70 4,27+0,88 4,41 + 0,85 446+0,78°  9,11+0,34%¢ 982 +3 pgkabe
(mg/dL)
Cistatina C 0,47
+ + bed + *acd v + *abd
(me/) 0,1-0,3 0,2+0,1 0,20 £ 0,06 0,27+0,1 e 1,03+0,62
ALT (UI/L) 16-49 43,18 +21,01 53,94 +24,02*  38:12,77%  8568+59,35 56,72 +31,01%
117,30+ 149,42 +
— + + + ’ ”
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 129,13+89,65  129+1188 55 68 16547
GGT (UI/L) 16 3,74+ 1,59 539+1,13 5,64 +3,41 743,37 8,34+ 6,04
254,51+
LDH (UI/L) 20-500 257,79 + 241 185,11 + 78,84 1914 143,8+61,03 118,33 +91,87
Colesterol 203,87 + 184,66 +
- + + ! ’ + bc
it 111-250 216,46 + 59,45 215+ 56,36 e P 237+ 85,03
*b 8’42 t *b *b
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38+ 0,58 7,16 £ 0,69 L e 7,54+ 0,92 7,46 1,54
A'&‘;Z'L')"a 2,50-3,90 3,63+0,34 3,32+£0,33%  293+0,28%d  288+0,71* 2,65+ 0,60%®

ALT = alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales; GGT = gamma-glutamil-transpeptidasa; LDH = lactato-deshidrogenasa;
RBP = proteina de unidn al retinol. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice.

* = control,2=1,b=1l,¢=1ll, 9= V.
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Figura 39: Representacion grafica del valor medio + desviacidn estandar de la creatinina y cistatina C
plasmaticas de los perros con leishmaniosis, clasificados segun LeishVet. Diferencias significativas

respecto al grupo control ** P <0,01; *** P < 0,001.

La Figura 40 muestra un bajo grado de dispersién en las Fases |, Il y lll. Ademas, en las

fases de enfermedad mas avanzadas (Il y IV), el 50% de los perros tienen tendencia a

presentar valores altos, con 4 valores atipicos muy altos en la Fase IV.
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Figura 40: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de cistatina C plasmatica de los perros con
leishmaniosis, clasificados segun LeishVet.

VII.6.2.3 Analisis de orina

En la Tabla 50 se recogen los resultados correspondientes al analisis de orina de los
perros con leishmaniosis segln la clasificacion de LeishVet. La presencia de proteinuria
es significativa respecto al grupo control desde la Fase | (P < 0,01), y continua asi en el
resto de Fases (P < 0,001). Se observa también un descenso progresivo de la densidad,

significativo respecto a los animales sanos en las Fases Il (P <0,01) y IV (P < 0,001).

Se pone de manifiesto que dos biomarcadores urinarios, las ratios cistatina C/c y la
NAG/c (Tabla 50), presentan un incremento estadisticamente significativo respecto al
grupo control desde la Fase | (Figuras 42 y 43). Ademds, también en ambos
biomarcadores, existen diferencias significativas entre todas las fases, con un alto
grado de significacién (P < 0,001, excepto entre las Fases | y Il que es de P < 0,01). El
resto de biomarcadores también presentan resultados positivos, aunque no de forma
tan homogénea como los dos anteriores (Tabla 50; Figura 43). La ratio LDH/c urinaria
manifiesta un incremento significativo respecto al grupo control en las Fases I, Il y IV.
La ratio FA/c manifiesta un incremento muy significativo en las Fases Il, Il y IV respecto
al grupo control (Figura 43), asi como entre todos los grupos, con una alta significacion
(P < 0,001) entre las Fases Il y IV y de cada una de éstas con las Fases | y Il
respectivamente. Por uUltimo, la ratio GGT/c urinaria presenta un incremento respecto
a los animales sanos en todas las fases, significativa en las Fases |, lll y IV. En este caso,
también se observa una diferencia altamente significativa (P < 0,001) entre las Fases I

y IV y entre cada una de ellas con las Fases | y Il (P < 0,001 respectivamente).
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Tabla 50: Analisis de orina de de perros control y con leishmaniosis, clasificados segun LeishVet,

expresado como media * desviacion estandar.

RANGO DE
REFERENCIA CONTROL FASE | FASE 11 FASE 11l FASE IV
UP/C <04 0,11 +£0,07 0,20 £0,12*«¢ 0,71 + 0,68*acddc 2,64 £ 1,7%bd 5,86 * 3,63*abc
. 1,032+ , , ,
Densidad 1.020-1.050 1.034+104 14 01¢ 1,029 £+ 12,36 1,024 +10,32* 1,016 + 5,11%*3bc
Cistatina 1340t 4.076 + 15.350 37.793 ¢
- +
C/c (ug/g) 13-709 361,08 £348,14 1.892*bed 3.277*acd 7.746*2bd 19.090*2be
LDH/c 31,52+ 61,27 £
- + + cd + *cd 4 3
Ul/e) 1,89-10,03 0,11£0,07 7.71£7,72% 16,53 12,05 18 50w 74750
FA/c 31,52 + 127,36 =
. + + 1 7bed + *acd , P
T 0,13-1,85 0,99 +0,86 2,02+1,7 3,57£2,12 18 50w Yt
NAG/c 3,98 £ 139,12 +
; + , + *acd + sabd ,
Ul/e) 0,93-1,97 0,52£1,45 2 cgons 5,31£7,20 21,83+7,63 g5 gaeae
GGT/c *cd od *abd *abe
(Ul/g) 0,08-0,88 2,9+2,19 1,67 +1,81 2,94 +£2,84 7,67 £ 3,44 87,4 + 55,96

UP/C = ratio proteina /creatinina; FA/c = ratio fosfatasa alcalina/creatinina; LDH/c = ratio lactato-deshidrogenasa/creatinina;
NAG/c = ratio N-acetil-B-D-glucosamina/creatinina; Cistatina C/c = ratio cistatina C/creatinina; GGT/c = ratio gamma-glutamil-
transpeptidasa/creatinina. El grupo con el que existe diferencia significativa se representa con una letra en superindice,

* = control,2=1,b=1l,<=1Il,¢ = IV.

Los resultados obtenidos para la ratio cistatinaC/c urinaria presentan una baja

dispersidon para las Fases I-lll. Sin embargo, ésta aumenta considerablemente en la

Fase IV (Figura 41), con 3 valores atipicos en la Fase lll y 7 en la Fase IV.
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==
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Figura 41: Diagrama de cajas y bigotes de la ratio cistatina C/c urinaria de los perros con leishmaniosis,
clasificados segun LeishVet.
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Figura 42: Representacion grafica del valor medio + desviacion estandar de la ratio cistatina C/c urinaria
de los perros con leishmaniosis, clasificados segln LeishVet. Diferencias significativas respecto al grupo
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Figura 43: Representacién grafica del valor medio + desviacion estandar de las ratios LDH/c, FA/c, NAG/c
y GGT/c urinaria de los perros con leishmaniosos, clasificados segtin LeishVet. Diferencias significativas
respecto al grupo control * P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Figura 44: Incidencia de presentacion de los perros con leishmaniosis, clasificados segln LeishVet, que
presentan un incremento de la ratio cistatina C/c urinaria, clasificados segun IRIS.
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Si se valoran los resultados de forma individual (Figura 44), la ratio cistatina C/c
aparece incrementada en 7 de 19 perros en la Fase |1 (36,84%), en 22 de 30 perros en la

Fase Il (73,73%) y en todos los perros en las Fases lll y IV (100%).
VII.6 Hipotiroidismo

El grupo de animales hipotiroideos, constituido por 10 perros de diferentes razas,
presentaron una edad media de 7,99 * 2,62 ainos, de los que 6 son machos (60%) y 4
hembras (40%). De ellos, 6 presentaron alteraciones cutdneas y todos desarrollaron
hipercolesterolemia, un perro presentaba debilidad generalizada y dos animales

presentaron intolerancia al ejercicio.
VII.6.1 Hematologia

En la Tabla 51 se muestran los resultados hematolédgicos del grupo de animales

hipotiroideos.

Tabla 51: Hematologia de los grupos de perros control y con hipotiroidismo,
expresado como media * desviacion estandar.

RRE':EF({;ECI)\JES-\ CONTROL HIPOTIROIDISMO
RBC (x10%/pL) 5,90-7,60 6,44 +0,78 6,43 £0,96
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 +5,33 45,03+7,2
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15+ 1,82 15,28 + 2,57
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 +3,83 63,16 + 19,79
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 34+0,97

Plaquetas (/puL)  166.000-575.000 261.372 +155.612  360.900 + 92.732

WBC (/uL) 6.800-14.000 10.012 + 2.663 9.058 +1.747
Neutréfilos (/uL) 4.120-10.350 6.074 £ 2.069 5.718 £1.483
Eosinéfilos (/uL) 90-1.750 638 +376 556 + 285

Basofilos (/uL) 0-1 38+132 0+0
Linfocitos (/uL) 1.110-3.300 2.762 +1.099 2.170 + 1.001
Monocitos (/uL) 0-210 200 + 52 578 £439

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracién de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.

VII.6.2 Bioquimica plasmatica

En la Tabla 52 se muestran los resultados bioquimicos del grupo de animales

hipotiroideos. Se aprecia un incremento significativo respecto al grupo control en los
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valores medios correspondientes a las concentraciones plasmaticas de ALT (P < 0,001)
y colesterol (P < 0,01), asi como una disminucidn en la concentracién de cistatina C
(Figura 45).

Tabla 52: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control y con hipotiroidismo,
expresado como media * desviacidn estandar.

RF:EAFg:ECI)\IEIEA CONTROL HIPOTIROIDISMO
Urea (mg/dL) 21,40-51,30 32,16 +7,7 30,8 +10,42
Creatinina (mg/dL) 0.70-1,20 0,87 +0,14 0,97 £0,31
Fésforo (mg/dL) 3,30-5,70 4,27 +0,88 4,76 1,1
Cistatina C (mg/L) 0,1-0,3 0,2+0,1 0,08 + 0,05*
ALT (UI/L) 16-49 43,18+ 21,01 100,6 + 80,01*
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 194 + 142,93

Colesterol (mg/dL) 111-250 216,46 + 59,45 291,3 + 74,66*
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 + 0,58 6,93 0,52

Albumina (g/dL) 2,50-3,90 3,63+ 0,34 3,44+0,38

ALT = Alanina-aminotransferasa; FA = Fosfatasa alcalina; PT = proteinas totales.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.

Ningun perro de este grupo presentd una concentracion de cistatina C plasmatica
superior al rango de referencia considerado (Figura 46). Sin embargo, 6 perros
presentaron un valor inferior al mismo (0,04 mg/L, 0,08 mg/L, 0,07 mg/L, 0,02 mg/L,

0,08 mg/Ly 0,02 mg/L respectivamente).
VII.7 Enfermedad cardiaca congestiva

El grupo de enfermedad cardiaca congestiva, compuesto por 10 animales (5 perros con
cardiomiopatia dilatada y 5 perros con insuficiencia de la valvula mitral), presenté una
edad media de 11 + 3,52 afios, de los cuales 6 son machos (60%) y 4 hembras (40%).
Todos los perros con miocardiopatia dilatada eran de razas medianas o grandes (1
Golden retriever, 1 Béxer, y Cocker spaniel y 2 mestizos). Los perros con insuficiencia
de la valvula mitral eran todos de razas pequenas (1 Caniche, 1 Yorkshire y 3 mestizos).
Todos presentaban signos clinicos, radiolégicos y ecocardiograficos compatibles con la

enfermedad.
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VII.7.1 Hematologia

En la Tabla 53 se muestran los valores obtenidos en la hematologia del grupo de

animales con enfermedad cardiaca congestiva. Se aprecian diferencias

estadisticamente significativas respecto al grupo control para el recuento de

neutrdfilos y de monocitos.

Tabla 53: Hematologia de los grupos de perros control y con enfermedad cardiaca congestiva,
expresado como media * desviacidn estandar.

RBC (x10%/uL) 5,90-7,60 6,44 +£0,78 6,94 +1,13
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 + 5,33 52,78 +9,2
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15+ 1,82 16,16 + 3,08
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 £ 3,83 69,96 £ 3,7
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 33,22+3,3

Plaquetas (/pL)

166.000-575.000

261.372 +155.612

293.400 + 204.033

WBC (/uL) 6.800-14.000 10.012 + 2.663 12.031 +4.264
Neutrofilos (/pL) 4.120-10.350 6.074 £ 2.069 9.163 + 4.264*
Eosindfilos (/pL) 90-1.750 638 £ 376 502 £ 529

Basofilos (/uL) 0-1 38 +£132 2+4
Linfocitos (/uL) 1.110-3.300 2.762 +£1.099 1.663 +1.581
Monocitos (/pL) 0-210 200 + 52 771 +724*

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidn de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.

VII.7.2 Bioquimica plasmatica

En la Tabla 54 se muestran los valores obtenidos para la bioquimica sanguinea del
grupo de animales cardidpatas, que ponen de manifiesto un incremento estadistico en
la concentracién de proteinas totales (P < 0,01). No se ha encontrado un incremento
en la concentracién de cistatina C respecto a los perros sanos (Figura 45).

Sélo dos perros de este grupo (20%) han manifestado un leve incremento para la
concentracion de cistatina C plasmatica por encima del valor de referencia, de 0,34

mg/Ly 0,4 mg/L respectivamente (Figura 46).
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Tabla 54: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control y con enfermedad cardiaca congestiva,
expresado como media * desviacion estandar.

Urea (mg/dL) 21,40-51,30 32,16 +7,7 38,37 + 20,45
Creatinina (mg/dL) 0.70-1,20 0,87+0,14 0,97 £0,2
Fésforo (mg/dL) 3,30-5,70 4,27 +0,88 421+1,6
Cistatina C (mg/L) 0,1-0,3 0,2+0,1 0,2+0,11
ALT (UI/L) 16-49 85,54+ 64,3 93,33 £45,53
Colesterol (mg/dL) 111-250 216,46 + 59,45 248 £70,71
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 £0,58 7,18 +1,2*
Albumina (g/dL) 2,50-3,90 3,63 +0,34 3,77 +0,57

ALT = Alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales.
*Diferencia significativa respecto al grupo control

VIIl.8 Neoplasias

El grupo de neoplasias, compuesto por 35 perros (16 perras con adenocarcinoma
mamario y 19 perros con linfoma multicéntrico), presenté una edad media de 7,9 +

3,06 afios, de los cuales 12 son machos (35%) y 23 hembras (65%).
VII.8.1 Hematologia

La Tabla 55 muestra los resultados hematoldgicos del grupo de perras con tumores
mamarios. Se aprecia una disminucién estadisticamente significativa respecto al grupo
control en el recuento eritrocitario, valor hematocrito, concentracién de hemoglobina,
VCM y CHCM, y un incremento en el recuento total leucocitario, de neutroéfilos y de

monocitos.

La Tabla 56 muestra los resultados hematoldgicos del grupo de perros con linfoma
multicéntrico. Se aprecia una anemia moderada normocitica e hipocrémica, asi como

leucocitosis debida a neutrofilia. También se observo linfocitopenia en 6 animales.
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Tabla 55: Hematologia de los grupos de perros control y con tumores mamarios, expresado como
media * desviacidn estandar.

ertrenca  CONTROL maMARIOS

RBC (x106/uL) 5,90-7,60 6,44 0,78 5,74 +2,22%
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 + 5,33 38,15 + 14,88*
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15 £ 1,82 12,39 £ 4,73*
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 + 3,83 59,47 + 3,34*
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 29,96 + 10,98*

Plaquetas (/uL)
WBC (/pL)
Neutréfilos (/uL)
Eosinéfilos (/uL)
Baséfilos (/uL)
Linfocitos (/uL)

Monocitos (/uL)

166.000-575.000
6.800-14.000
4.120-10.350
90-1.750
0-1
1.110-3.300

0-210

261.372 +155.612
10.012 +2.663
6.074 +2.069

638 +376
38 +132
2.762 +1.099

200 + 52

322.600 + 265.196*
9.273 £7.751*
7.649 + 6.923*

379+ 352
40 +101
1.524 + 906

578 + 828*

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracidén de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.

Tabla 56: Hematologia de los grupos de perros control y con linfoma multicéntrico, expresado como

media + desviacion estandar.

serenencn OV wuimcenico
RBC (x10%/pL) 5,90-7,60 6,44 +0,78 5,42 +1,95*
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 + 5,33 37,65 +12,93*
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15+ 1,82 22,63 +37,71%
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 +3,83 69,47 £ 4,7
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+1,36 30,87 £ 8,94*
Plaquetas(/pL)  166.000-575.000 261.372 +155.612 195,533 + 126,295
WBC (/uL) 6.800-14.000 10.012 + 2.663 17,858 + 11,283*
Neutrofilos (/pL) 4.120-10.350 6.074 £ 2.069 13,081 + 10,768*
Eosindfilos (/pL) 90-1.750 638 +376 495 + 662
Basofilos (/uL) 0-1 38 +132 10+ 25
Linfocitos (/pL) 1.110-3.300 2.762 +1.099 1,996 + 2,681*
Monocitos (/uL) 0-210 200 £ 52 912 + 682

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracidon de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
medio; CHCM = concentracién de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
*Diferencia significativa respecto al grupo control
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VII.8.2 Bioquimica plasmatica

La Tabla 57 muestra los resultados de la bioquimica plasmatica del grupo de animales
con tumores mamarios. No se han observado alteraciones en la concentracién de
cistatina C (Figura 45).
Tabla 57: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control y con tumores mamarios,
expresado como media * desviacion estandar.

RANGO DE TUMORES
REFERENCIA CONTROL MAMARIOS

Urea (mg/dL) 21,40-51,30 34,16 +7,7 29,81 + 16,54

Creatinina (mg/dL) 0.70-1,20 0,87 +0,14 0,74 +0,37
Cistatina C (mg/L) 0,1-0,3 0,2+0,1 0,18 +0,2
ALT (UI/L) 16-49 43,18 £ 21,01 34,48 £ 18,6

Colesterol (mg/dL) 111-250 216,46 £59,45 138,75+ 96,48

PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38+0,58  6,04+2,33**
Albtmina (g/dL) 2,50-3,90 3,63+0,34 3,94+1,72
Fésforo (mg/dL) 3,30-5,70 4,27 +0,88 4,69 +0,84

ALT = Alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales. *Diferencia significativa respecto al grupo control

Tres perras (18,75%) han manifestado un incremento por encima del valor de
referencia para la cistatina C plasmatica, de 0,4 mg/L, 0,72 mg/L y 0,35 mg/L (Figura
46).

La Tabla 58 muestra los resultados de la bioquimica del grupo de animales con linfoma
multicentrico. Los resultados estadisticos obtenidos indican incremento en la
concentracion plasmatica de ALT e hipoalbuminemia. Tampoco en este caso se han
observado variaciones estadisticas respecto al grupo control para la cistatina C (Figura

45).

Cuatro perros (21,05%) han manifestado un incremento de la concentracion de
cistatina C plasmatica por encima del valor de referencia, de 0,42 mg/L, 0,54 mg/L,

0,31 mg/Ly 0,74 mg/L respectivamente (Figura 41).
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RESULTADOS

Tabla 58: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control y con linfoma multicéntrico,
expresado como media + desviacién estandar.

ReFERENCIA contRoL MuLTICENTRICO
Urea (mg/dL) 21,40-51,30 34,16 +7,7 41,09 + 21,95
Creatinina (mg/dL) 0.70-1,20 0,87+0,14 0,89 +0,39
Cistatina C (mg/L) 0,1-0,3 0,2£0,1 0,24 +0,17
ALT (UI/L) 16-49 43,18 + 21,01 118,51 + 102,47*
Colesterol (mg/dL) 111-250 216,46 + 59,45 133,86 49,35
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38 £0,58 5,79 +1,34*
Albimina (g/dL) 2,50-3,90 3,36+0,34 3,02+0,62*
Fésforo (mg/dL) 5,50-7,30 3,6+0,1 4,05+0,82

ALT = Alanina-aminotransferasa; PT = proteinas totales. *Diferencia significativa respecto al grupo control.
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Figura 45: Representacion grafica del valor medio de la cistatina C plasmatica de los perros control, DRA,
ERC, (HT) hipotiroidismo, (ECC) enfermedad cardiaca congestiva, (TM) tumores mamarios,
(LM) linfoma multicéntrico e (HAC) hiperadrenocorticismo.
Diferencias significativas respecto al grupo control: *** P < 0,001.
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Figura 46: Incidencia de presentacién de los perros con hipotiroidismo (HT), enfermedad cardiaca
congestiva (ECC), tumores mamarios (TM), linfoma multicéntrico (LM) e hiperadrenocorticismo (HAC),
que presentan un incremento de la concentraciéon de cistatina C plasmatica.
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VII.9 Influencia de los corticoides en la concentracion de cistatina C

plasmatica

Con el fin de comprobar el efecto de los corticoides sobre la concentracion plasmatica
de cistatina C, se han estudiado dos grupos de perros (Anexo 1). El primero estd
formado por 20 animales con hiperadrenocorticismo, utilizado para observar el efecto
de los corticoides endégenos, con una media de edad de 9,9 + 3,06 aiios, y una
distribucién por sexos de 10 machos (50%) y 10 hembras (50%). De ellos, todos
presentaban PD/PU vy polifagia, 16 desarrollaron lesiones cutaneas y 15 presentaron
abdomen péndulo. Todos presentaban también incremento en la concentracidn de FA,
ALT y de colesterol, y 8 perros linfocitopenia. El segundo grupo, elegido para estudiar
el efecto de los corticoides exégenos, esta compuesto por 10 perros, diagnosticados de
meningitis que responde a corticoides, con una edad media de 1,34 + 0,56 afnos, de los
gue 6 son machos (60%) y 4 hembras (40%). Todos presentaban los criterios de

inclusidn descritos en el capitulo de Material y Métodos.

VII.9.1 Hematologia

En la Tabla 59 y en el Anexo 1 se representan los valores de la hematologia del grupo
de animales con hiperadrenocorticismo, donde se aprecia un leve incremento
significativo respecto al grupo control para el recuento eritrocitario, valor hematocrito,

recuento total de plaquetas, leucocitos, neutréfilos y monocitos.

En la Tabla 60 y en el Anexo 1 se relacionan los valores estadisticos correspondientes a
la hematologia de los perros con meningitis que responde a los corticoides desde el dia
del diagnodstico de la enfermedad y comienzo del tratamiento, hasta el final del mismo.
Se observa leucocitosis debida a neutrofilia y monocitosis en los cuatro dias
muestreados, con mas intensidad en los dias 7 y 14. También se observa linfocitopenia,

significativa en los dias 7y 14 (P < 0,01).
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Tabla 59: Hematologia de los grupos de perros control y con hiperadrenocorticismo, expresado como
media * desviacidn estandar.

RIREAFEI;S& 25\ CONTROL HIPERADR:,II\:DOCORTICIS
RBC (x105/pL) 5,90-7,60 6,44+0,78 6,84 + 1,14*
HTO (%) 41,10-55,00 46,18 +5,33 46,72 +1,61*
HGB (g/dL) 14,50-19,20 16,15 + 1,82 15,142,39
VCM (fl) 62,00-72,00 70,92 + 3,83 70,53 + 4,49
CHCM (g/dL) 33,00-36,50 35,01+ 1,36 31,39+2,14

Plaquetas (/pL)
WBC (/L)
Neutréfilos (/uL)
Eosinéfilos (/uL)
Baséfilos (/uL)
Linfocitos (/uL)

Monocitos

166.000-575.000

6.800-14.000

4.120-10.350

90-1.750

0-1

1.110-3.300

0-210

261.372 +155.612

10.012 +2.663

6.074 +2.069

638 +376

38 +£132

2.762 +1.099

200 +52

434.250 + 44.350*
11.780 + 1.140*
10.359 + 11.660*

385 + 348*
0+0
2.261+1.946

958 +1.108*

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de emoglobina; VCM = volumen corpuscular medio;
CHCM = concentracién de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.

Tabla 60: Hematologia de los grupos de perros control y con meningitis que responde a los corticoides
en los diferentes dias de tratamiento, expresado como media * desviacion estandar.

RANGO DE ] ) ) .
REFERENCIA CONTROL DiA O DiA 7 DIA 14 DIA 21
RBC 5,90-7,60 6,95+ 0,75 6,24+ 1,59 5,87 0,92 5,98 40,78 6,16 +0,79
(x108/pL)
HTO (%) 41,10-55,00 45,89+ 1,09 45,64+3,11 42,07+ 1,38 432+1,71 43,55+ 1,55
HGB (g/dL) 14,50-19,20 15,12 +1,85 15,02 + 2,45 14,85+ 2,14 14,95 + 2,45 15 42,37
VCM (fl) 62,00-72,00 69,56 + 2,08 70,24 +2,58 70,65 + 2,41 70,59 +2,18 71,02 2,85
CHCM (g/dL)  33,00-36,50 34.45+2,21 34,45 + 2,54 33,59 + 2,44 33,88+2,25 34,75+ 2,53
Plaquetas 166.000— 246.800 + 334.600 + 351.200 + 367.000 +
+
(/uL) 575.000 26.550 54.500 45.440 25.170 * 303.200+27.160
26.930+ 24570 +
WBC (/uL 6.800-14.000 470+ 210 + 2.460* 360+ 1.870 *
(/uL) 9.470+790  20.210+2.460 ) 560 * 280 * 18.360 + 1.870
Ne‘(';::’:)"“ 4.120-10350  5547+1.025  17.585+3.568% 20.525+2.369* 20.458 +3.655%  15.258+2.315%
E°s('/"::)"°s 90-1.750 95+37 258 + 137 589 + 256 635 + 254 324 +159
Bascfilos 0-1 15+3 45 £52 37+55 45125 23+39
(/uL)
""‘(f/‘:lc{;“ 1.110-3.300 2.150 + 358 1.256 785 958 + 524* 970 + 365* 1.089 £ 758
Monocitos 0-210 102459 1.236 + 639* 1.458 + 639* 1.368 + 612* 966 + 522

RBC = recuento de eritrocitos; HTO = valor hematocrito; HGB = concentracién de hemoglobina; VCM = volumen corpuscular
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medio; CHCM = concentracion de hemoglobina corpuscular media; WBC = recuento total de leucocitos.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.



VII.9.2 Bioquimica sanguinea

Tabla 61: Bioquimica sanguinea de los grupos de perros control y con hiperadrenocorticismo,
expresado como media * desviacion estandar.

RANGO DE CONTROL HIPERADRENOCORTICISMO
REFERENCIA
Urea
21,40-51,30 32,16+ 7,7 45,66 + 34,93
(mg/dL)
Creatinina
0.70-1,20 0,87 £0,14 0,97 +0,71
(mg/dL)
Fésforo
3,30-5,70 4,27 + 0,88 4,31+0,12
(mg/dL)
Cistatina
0,1-0,3 0,2+0,1 0,21+ 0,03
C(mg/L)
ALT (UI/L) 16-49 43,18 + 21,01 95,95 + 16,19*2
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 494,35 £ 79,15*2
Colesterol
111-250 216,46 + 59,45 315,53 +131,52%*2
(mg/dL)
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38+ 0,58 6,9+0,12
Albumina
2,50-3,90 3,63+0,34 3,9+0,1*
(g/dL)

ALT = Alanina-aminotransferasa; FA = fosfatasa alcalina; PT = proteinas totales. Diferencias significativas. El grupo con el que existe
diferencia significativa se representa con una letra en superindice. a = control corticoides.
*Diferencia significativa respecto al grupo control.

En la Tabla 61 y en el Anexo 1 se representan los valores de bioquimica sanguinea del
grupo de animales con hiperadrenocorticismo, donde se aprecia un incremento
significativo respecto al grupo control para los valores de ALT (P < 0,001), colesterol (P
<0,001) y FA (P <0,001), asi como una disminucion en la concentracién de albumina (P

< 0,05). No se ha observado alteraciones en la concentracidn de cistatina C (Figura 45).

Cuatro perros (20%) han manifestado un incremento moderado por encima del valor
de referencia, de 0,31 mg/L, 0,45 mg/L, 0,38 mg/L, y 0,37 mg/L para la concentracion

de cistatina C plasmatica (Figura 46).

En la Tabla 62 y en el Anexo 1 se relacionan los valores estadisticos correspondientes a
la bioquimica sanguinea de los perros con meningitis a lo largo del tratamiento. Se
observa un incremento de la concentraciéon de cistatina C que llega al maximo el dia 7
(P < 0,01), cuando el animal esta a dosis de 4 mg/Kg de prednisona (Figura 47 y Anexo
1). También se observa un incremento de la concentraciéon de FA durante todo el

tiempo (P < 0,01), asi como en las de colesterol y ALT, una vez empezado éste.
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Tabla 62: Bioquimica plasmatica de los grupos de perros control y con meningitis que responde a los
corticoides en los diferentes dias de tratamiento, expresado como media * desviacion estandar.

RANGO DE ; ; ; B
CONTROL DIAO DIA7 DIA 14 DIA 21
REFERENCIA
Urea
21,40-51,30 32,16+7,7 22,69+ 7,67 28,26 + 4,96 26,75+ 8,49 24,55 + 4,68*
(mg/dL)
Creatinina
0.70-1,20 0,87+0,14 0,82 +0,07 0,69+0,07 * 0,83 +0,08 0,86 +0,14
(mg/dL)
Fésforo
3,30-5,70 4,27 +0,88 3,96 £ 0,19 4+0,19 410,25 3,93+0,22
(mg/dL)
Cistatina C
0,1-0,3 0,2+0,1 0,1+ 0,06 0,4 £ 0,04* 0,27 £0,03 0,15 + 0,02
(mg/L)
ALT (UI/L) 16-49 43,18 + 21,01 31,8+ 28,8 43,7 £4,03 104,4 + 27,77 * 59,3+9,85
FA (UI/L) 18-100 85,54 + 64,3 227,3+27,97* 360 + 46,14* 456 + 61,8* 306,7 + 36,6
Colesterol
111-250 216,46 + 59,45 210,65 + 27,08 280,04 +48,23* 324,43 +45,43* 237,5+ 39,48
(mg/dL)
PT (g/dL) 5,50-7,30 6,38+ 0,58 6,2+0,1 6,4+0,2 6,2+0,1 6,4+0,1
Albumina
2,50-3,90 3,631+0,34 3,7+0,1 3,8+0,2 3,8+0,2 3,7+0,2
(g/dL)

ALT = alanina-aminotransferasa; FA = fosfatasa alcalina; PT = proteinas totales.

mg/L 0,25

*Diferencia significativa respecto al grupo control.

0,5

0,45

0,4

0,35

0,3

0,2

0,15

0,1

0,05

0

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Dia 21

Figura 47: Evolucidn de la concentracion de cistatina C plasmatica en el grupo de perros con meningitis
gue responde a los corticoides, a lo largo del tratamiento. ** P < 0,01.

159






VIIl DISCUSION






Con el fin de estudiar la utilidad de la cistatina C en el diagndstico de perros con
enfermedad renal, en el presente trabajo se ha estudiado su concentracién en sangre y
en orina de cuatro grupos de perros: sanos (control), DRA, ERC y con leishmaniosis. Por
ultimo, se ha estudiado la concentracién plasmatica de cistatina C de perros con
enfermedades no renales, similares a las que en medicina humana se ha descrito
previamente que pueden influir en su concentracién, asi como la influencia sobre la

misma de los corticoides.

VIll.1 Verificacion del método de cuantificacion de la cistatina C

plasmatica y urinaria

Actualmente, en medicina canina no existe un método analitico disponible para
evaluar de forma exacta la concentracién de cistatina C en liquidos bioldgicos, por lo
que se usan métodos empleados en medicina humana, aunque no logren reflejar de
manera exacta su concentracién. La secuencia de aminoacidos comun entre perros y
personas oscila entre un 46% y un 78% segln algunos autores?>3, aunque otros

refieren una similitud que oscila entre un 22% y un 63%24°,

Desde 2001 se conoce que existe una reactividad cruzada entre la cistatina C
plasmatica canina y los anticuerpos anti-cistatina C humana de conejo en la técnica
PETIA®, Un afio después, en 2002, Almy FS et al. validaron la utilidad de la técnica
inmunoturbidimétrica comercializada en medicina humana para la determinacién de la
cistatina C en plasma canino. En el presente trabajo se ha utilizado un kit comercial
para la determinacidon de cistatina C (Spinreact®, Espafia), basado en un ensayo
turbidimétrico similar al utilizado por Almy FS et al. en 2002. Consiste en la utilizacion
de particulas de latex recubiertas con anticuerpos policlonales de conejo anti-cistatina-

C humana, que son aglutinadas por la cistatina C presente en la muestra problema.

Aunque el fundamento del método ya ha sido validado para la cistatina C canina, se ha
creido necesario realizar una validacién menor o verificaciéon de la técnica comercial
especifica utilizada en este estudio (método normalizado), en el Laboratorio de
Patologia Clinica del HCV de la UEx. La validacién de un método analitico constituye un

paso fundamental para asegurar que los resultados obtenidos por dicho método son
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fiables. Lo que se busca es demostrar con fundamento estadistico que el método es
adecuado para los fines previstos. Es muy importante que el laboratorio tenga claro
antes de iniciar la validacidn cudles son los requerimientos del método para establecer
el alcance de la misma. La verificacion tiene generalmente como objetivo comprobar
que el laboratorio domina el método de ensayo normalizado y que lo utiliza
correctamente. En este caso, al tratarse de un método normalizado modificado para la
verificacidon, se ha requerido realizar sélo aquellas pruebas que indiquen que la

variacion realizada no afecta al ensayo!*!.

En el estudio de verificacién realizado se ha demostrado que se cumplen
adecuadamente los criterios de aceptabilidad para los pardmetros de linealidad,
limites, repetitividad, reproducibilidad y veracidad del ensayo. Esto indica que el
método comercial normalizado para la cuantificacion de la cistatina C elegido es
aplicable para el andlisis de su concentracién en plasma sanguineo y en orina caninos,

al menos en el rango comprendido entre 0,13 y 10 mg/L.

VIll.2 Perros sanos

VIII.2.1 Andlisis de sangre

Los perros sanos no presentaron alteraciones ni en la hematologia ni en la bioquimica
sanguinea (Tablas 30 y 31). Los resultados obtenidos estan comprendidos dentro de
los rangos de referencia descritos por diferentes autores?’%27¢, asi como por los
correspondientes al laboratorio donde se analizaron las muestras (Laboratorio de

Patologia Clinica del HCV de la UEXx).
VIII.2.2 Andlisis de orina

Los resultados obtenidos en el analisis fisico-quimico, densidad y valor UP/C (Tabla 32)
estdn comprendidos dentro de los rangos de referencia descritos por diferentes
autores3®3%, asi como por los correspondientes al laboratorio donde se analizaron las
muestras (Laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx). La concentracion de las
diferentes enzimas urinarias (Tabla 32) estd comprendida dentro de los rangos de

referencia aportados por la mayoria de autores consultados381241%.28 E| yalor
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obtenido para la ratio RBP/c creatinina es superior al aportado por Raila J et al.?>® en
2010 (0,007 - 0,03 mg/g) y semejante al descrito por Maddens BE et al.'°® (0,02 - 0,34
mg/g) y por Smets PM et al.3!* (0 - 0,9 mg/g), ambos en 2010.

VIII.2.3 Cistatina C en sangre y en orina

La concentracién de cistatina C plasmatica esta comprendida dentro de los rangos de
normalidad descritos por Randers E y Erlandsen EJ?®3 en 1999, Grubb AO et al*'> en
2001, Antognoni MT et al.’® en 2005, Monti P et al.?® en 2012 y algo inferior al
descrito por Jensen AL et al.**® en 2001, Almy FS et al.® en 2002, Braun JP et al.?*> en
2002, Gonul R et al.1% en 2004, Wehner A et al.>>° en 2008, Miyagawa Y et al.?%> y Pasa
S et al.?®, ambos en 2009. Esta diferencia se puede atribuir a la técnica de

determinacion utilizada.

Existe cierta controversia sobre si este parametro podria verse afectado por factores
externos como edad, sexo, estado corporal o ritmos circadianos332343>_ En el presente
estudio no se han observado diferencias estadisticas en la cistatina C plasmatica ni
para el sexo ni para la edad, lo que coincide con los autores mencionados. Braun JP et
al.>> en 2002, encontraron un incremento en funcién de la edad. Sin embargo, en su
estudio, que incluye un ndmero considerable de animales, no se comprobé que
estuviesen sanos, puesto que no se realizé hematologia ni bioquimica sanguinea

adicional.

Se ha observado un leve incremento, pero significativo, en los perros de mayor peso.
Este hallazgo coincide con lo descrito por Braun et al. en 2002, Miyagawa Y et al.?%> en
2009 y Tvarijonaviciute A et al.3*?> en 2013. Estos ultimos autores lo explican basdndose
en que la cistatina C plasmatica en personas se ve incrementada en individuos obesos
independientemente de su TFG, puesto que su expresion se ve incrementada en el
tejido adiposo?!’. Dado que actualmente no se conoce si el tejido adiposo canino
puede sintetizar cistatina C, es factible que se deba a que los perros de mayor talla
presentan también un mayor numero de células nucleadas productoras de esta
proteina. No obstante, el incremento en su concentracidn es discreto, y presenta

escasa influencia en la interpretacién de resultados patolégicos.
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En cuanto a la ratio cistatina C/c urinaria, los datos encontrados en la bibliografia
disponible son variables y expresados en diferentes unidades. Los resultados obtenidos
coinciden con el rango aportado por Randers E y Erlandsen EJ?53 en 1999, Grubb AO et
al.*'>, en 2001 y Monti P et al.?® en 2012, y es superior al aportado por Garcia-

Martinez JD et al.1% en 2015.

No se han observado diferencias significativas en la concentracién de cistatina C para
el sexo. Tampoco para el peso, a pesar de observarse un incremento respecto al
mismo en la concentracion plasmatica. Este incremento no se ve reflejado en la orina
debido, posiblemente, a la capacidad de metabolizacién de la cistatina C de los tubulos
renales. Se observa una diferencia estadistica para la edad, encontrandose un
incremento en los perros de mas de 5 afios. No se ha encontrado este hallazgo en la
bibliografia consultada, y puede ser atribuido a que en perros adultos y seniles se
empieza a desarrollar una lesién tubular, que no es suficientemente significativa para
alterar otros pardmetros plasmaticos y renales, pero si para modificar la concentracién
de cistatina C urinaria. Se debe tener en cuenta que la concentracion de esta proteina
en la orina es muy baja debido a que, en condiciones normales, la pequefia cantidad
filtrada por el glomérulo es metabolizada practicamente en su totalidad a nivel de los
tubulos proximales, por lo que su Unico origen es un defecto renal a este nivel'>3332,
Como ocurre con la variable del peso en el estudio en plasma?®, su incremento
también es discreto y no altera manifiestamente la interpretacién laboratorial en caso

de enfermedad renal.

VIII.3 Perros enfermos

VIII.3.1 Andlisis de sangre

Los perros con DRA presentan los resultados hematolégicos esperados (Tabla 33). El
recuento eritrocitario es normal en los diferentes grados IRIS, con normocitosis y
normocromia. Existe una tendencia al incremento del recuento de eritrocitos, del valor
hematocrito y de la concentracion de hemoglobina, reflejo del estado de

deshidratacion que presentan algunos de estos animales. También se observa
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leucocitosis, asociada principalmente a neutrofilia y a monocitosis, indicativa de estrés

y de procesos inflamatorios.

Por su parte, el grupo de perros con ERC (Tabla 36) presenta de forma general anemia
normocitica y normocrémica, que se hace mas evidente a medida que evoluciona la
enfermedad (clasificacion IRIS). Se trata de un hallazgo hematoldgico comun. Aunque
su génesis es multifactorial se debe, principalmente, a hipoplasia de la médula ésea,
secundaria a una disminucidn de la sintesis de eritropoyetina como consecuencia de la
pérdida de nefronas funcionales®°. Este resultado coincide con lo descrito en medicina
humana, y se relaciona la gravedad de la anemia con la pérdida de funcionalidad
renal?®’. La anemia es mas evidente en los perros con leishmaniosis y azoemia por ERC
(Tablas 39 y 40), e incluso se presenta de forma discreta en los perros con
leishmaniosis y sin azoemia (Tabla 39). Se ha descrito que los perros con esta
enfermedad desarrollan anemia, ademas de la producida por la propia ERC, de forma
secundaria a un proceso inflamatorio, atribuida a un descenso del hierro sérico, de la
capacidad de unidn al hierro, del porcentaje de saturacion de la transferrina y a un
aumento de la ferritina sérica. Se ha encontrado en estos animales una correlacién
negativa entre el aumento de la proteina C reactiva y el hierro, y positiva con la
ferritina sérica. Sin embargo, la inflamacién no explica completamente las alteraciones
del hierro y se piensa que la deplecién del mismo se puede deber también a su
consumo por parte del pardsito durante su crecimiento o al secuestro por el organismo
para evitar la supervivencia del mismo. También puede contribuir a la anemia el
sangrado crénico (epistaxis), lesiones cutdneas y ulceras digestivas secundarias a la

azoemia3%,

Los resultados obtenidos en la bioquimica plasmatica, tanto de los perros con DRA
(Tabla 34) como con ERC (Tabla 37), se caracterizan, de forma general, por un
incremento en la concentracion de cistatina C, acompafiada de azoemia e

hiperfosfatemia, asi como por hipercolesterolemia en fases avanzadas de ERC.

La concentracion plasmdatica de creatinina y de urea se consideran marcadores
indirectos de la TFG y constituyen dos determinaciones convencionales en medicina

canina para el diagndstico de enfermedad renal. La creatinina es un compuesto
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enddégeno procedente del metabolismo de la creatina y fosfocreatina en el tejido

muscular3®

, que se excreta a nivel glomerular y cuya concentracion aumenta a medida
que disminuye la TFG3%8, La urea, por su parte, es uno de los principales productos de
desecho del metabolismo proteico, procede del metabolismo hepatico del amonio, se
excreta por filtracion glomerular y su concentracidn en sangre es inversamente
proporcional a la TFG33. Es filtrada por los rifiones y excretada en la orina, aunque
también es reabsorbida a nivel de los tubulos colectores. La azoemia observada en
todos los grupos de perros con enfermedad renal se incrementa a medida que avanza
la enfermedad (clasificacion IRIS) (Tablas 34, 37, 43, 44 y 49). Este hallazgo es
previsible, puesto que constituye uno de los criterios de inclusion de los perros
estudiados y, ademas, la clasificacidon IRIS se basa en la concentracién de la creatinina
plasmadtica. El aumento de ambos parametros indica una pérdida de la funcidn renal
del 70-75%'"33, por lo que se trata de marcadores tardios de enfermedad. Ademas,
son biomarcadores que se influyen por diversos factores extrarenales, tales como

147 asi como por variaciones

masa muscular, sexo, edad o estado de alimentacidn
intraindividuales'®>. Se ha comprobado en medicina humana que existe cierta
secrecién tubular de creatinina, que conlleva a una sobrestimacién de la TFG en
pacientes con una disminucién de la misma de moderada a severa?**. La urea, por su
parte, es reabsorbida por lo tibulos, sobre todo cuando el flujo tubular es lento?’8, por

lo no puede ser considerada como buen marcador de la TFG por si solo???. Ademas, la

produccidn y excrecidon de urea no es constante’?.

Como se ha descrito en la enfermedad renal avanzada, tanto en los perros con DRA
como con ERC la azoemia se acompaifia de hiperfosfatemia (Tablas 34, 37, 43, 44 y 49).
El fésforo se excreta principalmente via renal, es filtrado libremente a nivel glomerular
y reabsorbido mayoritariamente en los tubulos proximales, aunque en los distales
también se produce cierta reabsorcién. Por lo tanto, si la ingestion de fésforo es
constante, una reduccién de la TFG incrementa su retencion, produciendo
consiguientemente hiperfosfatemia®. Se ha descrito que, al inicio de un deterioro
renal, la concentracion de fosforo se regula correctamente, puesto que se produce una
disminucion compensatoria de la reabsorcién a nivel tubular. No obstante, cuando la

TFG desciende por debajo del 20%, el organismo es incapaz de compensar tal
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desequilibrio y se desarrolla una hiperfosfatemia'’. Los resultados obtenidos para los
diferentes grupos estudiados asi lo demuestran. Se observa, tanto en el DRA como en
la ERC, cdmo se hace mas evidente a medida que se avanza en la clasificacién IRIS, y es
estadisticamente significativa respecto al grupo control en fases avanzadas: IRIS IV en

DRA (Tabla 34) e IRIS 3y 4 en ERC (Tabla 37).

La hipercolesterolemia también es un hallazgo frecuentemente encontrado en perros
con enfermedad glomerular, asociado principalmente a ERC, hayan desarrollado
clinicamente sindrome nefrético o no. Varios estudios demuestran que una
disminucion de la actividad de determinadas sustancias implicadas en el catabolismo
lipidico renal podria ser una de las causas®3'. También es probable que la pérdida
urinaria de lipidos sea un factor importante que influye en la sintesis incrementada de
colesterol. En el presente trabajo se desarrolla en las fases 3 y 4 de los perros con ERC
(Tabla 37), y coincide con los animales que presentan los niveles mds bajos de
albumina plasmatica. Este hallazgo ha sido descrito previamente por Behling-Kelly E*°
en 2014, que describen un incremento en la sintesis de lipoproteinas como mecanismo
compensatorio para incrementar la presién oncoética. El patron de lipoproteinas

afectado ha sido previamente descrito!.

Se ha observado un incremento en la concentracién de proteinas totales en los perros
con DRA (Tabla 34), atribuido a deshidratacién-'>°, y en los perros con ERC (Tabla 37),
debido principalmente a los perros con leishmaniosis (Tablas 42 y 43). Esta
enfermedad produce estimulacién policlonal de linfocitos B, que promueve a su vez la
produccién de inmunoglobulinas especificas e inespecificas, uniéndose a los antigenos
del parésito y fracciones del complemento®. En el caso de ERC (Tabla 37) se aprecia
hipoalbuminemia, mdas manifiesta en los subgrupos IRIS 3 y 4. Tanto los perros con
leishmaniosis como aquellos que no padecen esta enfermedad se comportan de forma
muy similar, aunque es mas marcada en los primeros. En el caso de leishmaniosis se
explica porque se desarrolla una glomerulonefritis®®, que cursa con pérdida urinaria de

proteinas (es el grupo que presenta el mayor valor de UP/C).

En la bioquimica plasmatica realizada se ha incluido la concentracién de RBP. Sin

embargo, no se han encontrado diferencias significativas entre los valores plasmaticos

169



correspondientes a los perros sanos, con DRA y con ERC. En la actualidad es
complicado interpretar su concentracion plasmdtica en perros con alteracién renal,
puesto que hasta hoy la bibliografia disponible es escasa. En medicina humana, su
descenso se asocia a enfermedad hepatica, puesto que es el higado el encargado de su
sintesis, y en pacientes con ERC se encuentra incrementado, atribuido a que el rifién es
el érgano encargado de su catabolismo??’. Los escasos estudios de esta proteina en
medicina canina parecen revelar que no se comporta de la misma manera en esta
especie, debido a las diferencias detectadas con la especie humana en el transporte de
la vitamina A. Los rifones juegan un importante papel en el metabolismo de la misma
y en el reciclaje del RBP*. Esto, afiadido a que se ha detectado una alta concentracién
de vitamina A en los rinones de perros y baja en el higado, a diferencia de lo descrito
en el hombre, sugiere una funcion especial del rifndn canino en el metabolismo vy

concentracién plasmatica de RBP en esta especie?™.

Ademas de las alteraciones bioquimicas descritas, derivadas directamente de la
enfermedad renal (urea, creatinina, fosforo y colesterol) y de la leishmaniosis
(proteinas totales), se ha detectado un incremento de las enzimas hepaticas tanto en

DRA como en ERC (Tablas 34 y 37).

Aunque la ALT presenta diferentes origenes en el perro, sus mayores concentraciones
se encuentran en el tejido hepaticol’’. Su incremento se atribuye a enfermedades
concomitantes. En el grupo con DRA, 8 perros presentaron leptospirosis, 4 pancreatitis
agudas y 3 shock séptico. En el grupo con ERC, 63 perros presentaron leishmaniosis y
uno leptospirosis. Ademas, las propias toxinas urémicas pueden producir dafio a este

nivel.

La FA, por su parte, es una enzima muy inespecifica®®>. En la especie canina, su
concentracion en sangre se usa principalmente como biomarcador de enfermedades
hepaticas y dseas, o como indicador de un incremento de corticoides tanto de origen
enddégeno (estrés, hiperadrenocorticismo) como exégeno. Ademds de las
enfermedades descritas, a menudo se observa también un incremento moderado en
enfermedades renales, que se atribuye al estrés que produce la enfermedad, puesto

que la enzima procedente del rifidn tiene una vida media de escasos minutos3?2. Su
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incremento se observa especialmente en el grupo de perros con DRA, y mas
concretamente en los subgrupos IRIS Il y IV. Los perros con ERC presentan valores
inferiores, debido a que el individuo tiene tiempo para adaptarse a los niveles de

estrés causados por la enfermedad.

Se ha observado un incremento de la GGT en todos los grupos de perros estudiados,
tanto con DRA como con ERC, aunque no se obtiene significacidén estadistica. También
esta enzima tiene diferentes origenes (pancreas, plexo coroideo y porcién apical del
epitelio intestinal), pero su mayor concentracidn esta en rifidén y en higado!04229,275,280,
No suele formar parte de los paneles analiticos de perros con enfermedad renal, a
menos que se sospeche de enfermedad hepatobiliar concomitante (como ocurre por
ejemplo en casos de leptospirosis). Recientemente se ha demostrado en la especie
canina que la enzima puede ser un marcador de estrés oxidativo de las células renales,
y que puede relacionarse directamente con la patogénesis de la disfuncidon
endotelial?’t. En medicina humana se estd utilizando como indicador de alto riesgo de

enfermedad renal en fumadores??.

Los resultados analiticos de las enfermedades no renales estudiadas también son los
esperados. Asi, el grupo de perros con hipotiroidismo se caracteriza por
hipercolesterolemia e incremento de la concentracion de ALT (Tabla 52). La
hipercolesterolemia se atribuye a que las hormonas tiroideas estimulan la sintesis,
movilizacion y degradacion de los lipidos. El incremento de la ALT, descrita en el 30%
de los perros con esta enfermedad, se debe probablemente a la acumulacién de
lipidos en el higado’?3>, Los perros con enfermedad cardiaca no presentaron
alteraciones remarcables (Tablas 53 y 54). Los perros con neoplasias desarrollaron
anemia y un leucograma inflamatorio (Tablas 55 y 56), y los perros con linfoma
multicéntrico un incremento de la ALT plasmatica, atribuido a posible afectacion
hepatica (Tabla 58). Los perros con HAC desarrollaron un leucograma de estrés (Tabla
59) y un incremento en la concentracién plasmatica de ALT, FA y colesterol (Tabla
61)*2. Por ultimo, los perros con meningitis que responde a los corticoides presentaban
en el momento del ingreso un leucograma inflamatorio (Tabla 60) para desarrollar, una
vez instaurado el tratamiento con prednisona un incremento de la concentracidon
plasmatica de colesterol y de FA (Tabla 62). Este incremento se asocia al desarrollo de
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una hepatopatia vacuolar esteroidea*? y al incremento de una isoforma de FA inducida

por corticoides y especifica de la especie canina (C-ALP)%3,
VIII.3.2 Analisis de orina

Los resultados obtenidos en el analisis de orina se caracterizan, de forma general, por
un incremento del valor UP/C, de la concentracion de proteinas de bajo peso
molecular y de las enzimas analizadas en todos los grupos de enfermedad renal (Tablas

35y 38).

En el estudio de la enfermedad renal es muy importante la determinacion de la
densidad urinaria, puesto que se considera uno de los pilares del analisis de orina de
perros con esta enfermedad. Ademads, en el caso de ERC, se ve afectada antes de que
se produzca la azoemial’, cuando aproximadamente un 67% de las nefronas no son
funcionales®®. De hecho, en el presente trabajo se ha observado una moderada
disminucion estadisticamente significativa en el grupo de leishmaniosis sin azoemia
(1.034 + 10,4) (Tabla 45), y no significativa en la Fase Il de los perros con esta
enfermedad clasificados segun el grupo de expertos LeishVet (Tabla 50). El aumento de
la cantidad de solutos eliminados por las nefronas aun funcionales, la alteracion de la
arquitectura medular renal y el dafo renal primario responsable de una deficiente
respuesta tubular a la hormona antidiurética provocan su disminucidon en la ERC*. La
enfermedad suele cursar con isostenuria, aunque hay que tener en cuenta que la
presencia de diferentes solutos, como glucosa y/o proteinas, pueden falsear los

resultados32!.

Los resultados obtenidos son superiores al rango establecido por
Stockham SL y Scott MA3?! en 2008, pero pueden estar influenciados por la proteinuria
existente, tal y como también explican estos autores (todos los perros con ERC
presentan una elevacion del valor de UP/C). No obstante, la interpretacién de la
densidad de orina es dificil, y debe hacerse en conjunto con otros parametros, como el

estado de hidratacién, la proteinuria, la homogeneidad de los grupos, la azoemia u

otros signos de enfermedad renal3%..

La densidad de la orina se debe interpretar conjuntamente con la proteinuria. Esta, en
ausencia de un sedimento urinario activo, es indicador de dafio renal, a la vez que
contribuye a la progresién del mismo: se asocia con el incremento de la tasa de

172



mortalidad en perros con ERC?®®. En la actualidad, la determinacién del UP/C se
considera el mejor método para su evaluacién en la especie canina3®®. Se ha
encontrado un incremento de su valor medio por encima de 0,5 (valor considerado
patolégico por la clasificacion IRIS) en todos los grupos de perros con enfermedad
renal estudiados. En los perros con DRA es debida, normalmente, a causas postrenales.
Se ha observado un valor superior en los perros con ERC respecto a los perros con
DRA. Welles EG et al.3®, en 2006, afirmaron que un UP/C en perros con ERC
comprendido entre 1 y 3 puede estar asociado con dafio tubular, superior a 3 con
pérdida de proteinas a nivel glomerular, y entre 5 y 15 con glomerulonefritis. Los
resultados descritos por estos autores pueden ser orientativos en los encontrados en
el presente trabajo. Asi, el valor medio en todas las fases IRIS del DRA, asociado
principalmente a enfermedad tubular, estd comprendido entre 1 y 3 (Tabla 35); en las
fases mads graves de ERC, IRIS 3y 4, es superior a 3 (Tabla 38); y en 6 perros con ERC se

observé un UP/C muy elevado (superior a 15), compatible con glomerulonefritis grave.

Los marcadores de funcidén tubular estudiados (ademas de la determinaciéon de la
densidad urinaria), se pueden dividir en dos grupos: proteinas urinarias de bajo peso
molecular y enzimas. La interpretacidn de las primeras consiste en detectar en orina la
presencia de determinadas proteinas de bajo peso molecular que no deben aparecer o
que, si lo hacen, es en cantidades minimas (RBP y cistatina C). La de las segundas
consiste en la presencia en la orina de una serie de enzimas de origen tubular (LDH, FA,
NAG y GGT) (enzimuria), que normalmente también estan en concentraciones muy

bajas o casi ausentes.

La RBP constituye una de las proteinas de bajo peso molecular relacionadas con la
enfermedad renal®. Bajo condiciones fisioldgicas, una vez liberada de la transtiterina
(TTR), es filtrada por el glomérulo y reabsorbida completamente por endocitosis
mediada por megalina a nivel de tubulo contorneado proximal. Debido a este proceso,
sélo pequenias trazas son excretadas en la orina de animales sanos, y su incremento se

asocia a una disfuncién a nivel de tdbulos proximales®®2°8261,311,

Se observa un incremento estadisticamente significativo de la ratio RBP/c tanto en

perros con DRA como con ERC, con valores relativamente parecidos. Estos resultados
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concuerdan con los obtenidos por varios grupos de investigadores!31,176:195,.258311 Ng ge
ha podido analizar su alteracion en funcién de la clasificacion IRIS debido al escaso
numero de perros analizados (23 perros con DRA y 30 perros con ERC), lo que explica
también que, al haber perros en diferentes grados de la enfermedad, la desviacién
estdndar sea alta. Aunque no hay diferencias significativas entre los valores
correspondientes a los perros con ERC con y sin leishmaniosis (Tabla 45), los resultados
son mayores en los primeros. Con los resultados obtenidos parece ser que la ratio
RBP/c urinaria no es capaz de distinguir entre DRA y ERC. Los valores mas elevados se
presentaron en aquellos animales con signos indicativos de deterioro glomerular
importante (valores de UP/C mas elevados). Se ha demostrado que la proteinuria
puede deteriorar gradualmente la estructura y funcionalidad tubular proximal#®123,
Otras investigaciones defienden que la proteinuria leve a moderada compite con la

reabsorcion de RBP®3289351 m3s que inducir lesiones tubulares®®3>1,

La FA forma parte de un grupo de enzimas que se encuentran ancladas a la bicapa
lipidica de la membrana celular. A nivel renal se localiza en las células en cepillo de los
tubulos proximales, al igual que ocurre con la GGT38%3, La LDH, por su parte, es una
enzima citosdlica ampliamente distribuida. A nivel renal se localiza en el citoplasma de
las células del tubulo proximal®*. Por ultimo, la NAG es una enzima que se encuentra
predominantemente en los lisosomas de las células epiteliales de los tubulos
contorneados proximales y distales?33288, Por lo tanto, al menos desde un punto de
vista tedrico, como se conoce el origen de cada enzima, cuando una de ellas aumenta
se puede orientar la region del tubulo renal dafiado, aunque en general todas son
indicadoras de dafio a nivel de tubulo contorneado proximal. Con el fin de corregir en
lo posible su medida en una muestra de orina puntual, se expresan en forma de

cociente con la creatinina urinaria.

La deteccion de dafio localizado en el tubulo contorneado proximal es muy
importante, puesto que es en este segmento tubular donde se llevan a cabo la mayoria
de las funciones de los tubulos renales. Asi, a este nivel se absorbe mas del 99% de la
glucosa, aminoacidos y bicarbonato, dos tercios del sodio y potasio, entre un 80% y un
90% del fésforo, mas del 90% de calcio y se excretan diferentes solutos, como toxinas
urémicas, creatinina (sélo en la especie canina y en perros machos o con enfermedad
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renal) y moléculas organicas. Por ultimo, junto con el asa de Henle y el tubulo
contorneado distal, es responsable de la reabsorcién de mas del 99% del agua

filtrada3®.

Cuando se analizan los resultados obtenidos, se observa que los valores medios
encontrados de enzimuria estan incrementados tanto en los perros con DRA (Tabla 35)
como con ERC (Tabla 38) respecto al grupo control. La ratio de enzimas
urinarias/creatinina es superior en los primeros (Figuras 25 - 28). Estos resultados
indican un dafio tubular de mayor intensidad en estos perros, tal y como se ha descrito
por diversos autores en las especies humana y canina®6>110124,169,214,254,256,287,307,361
Aunque los valores medios obtenidos indican un aumento progresivo de las enzimas
urinarias estudiadas en funcién de la gravedad del proceso, es en IRIS IV donde se
observa el mayor incremento (Tabla 35; Figuras 25—28). El estudio estadistico muestra
una amplia dispersiéon de datos. Se debe tener en cuenta que se han estudiado
animales con DRA debido a diversas etiologias, y que no se ha podido realizar un
estudio histopatoldgico de los rifiones afectados, por lo que se desconoce realmente el
grado individual de lesién tubular. No obstante, la enzima que parece ser mas sensible

es la NAG, ya que presenta significacion estadistica a partir de IRIS Il (Figura 26).

La ERC, caracterizada por dafio glomerular, suele ir acompanada de dafio tubular, tal y
como indican los resultados obtenidos. Las lesiones glomerulares puras, en
enfermedades cronicas, son poco frecuentes, aunque su origen sea una alteracién del
glomérulo. Como en el caso del DRA, también en este grupo la dispersion de datos es
considerable, y la explicacion también puede radicar en el diferente grado de lesién
tubular de cada perro, dependiente, principalmente, de la causa responsable.
Tampoco en este caso se disponen de datos histopatoldgicos. Los resultados
estadisticos indican un incremento progresivo de la enzimuria a medida que se agrava
la enfermedad, de forma estadisticamente significativa en todas las enzimas
estudiadas a partir de IRIS 2 (Figuras 25-28). La ratio NAG/c sigue siendo la mas
sensible, al igual que en el DRA, presentando diferencia estadistica respecto a los

perros sanos ya en IRIS 1 (Figura 26).
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Este grupo incluye 63 perros con leishmaniosis. Estos animales desarrollan una
enfermedad renal debida a infeccién por Leishmania infantum vy, por lo tanto, con
daino histopatoldgico mds homogéneo. Asi lo indican los resultados obtenidos.
Mientras que en los perros con ERC negativos a leishmaniosis sélo la NAG parece
alterarse (Tabla 45), con diferencia significativa respecto al grupo control en los cuatro
grados de IRIS (Tabla 47), en los perros con ERC debida a leishmaniosis el incremento
de la enzimuria es significativa a partir de IRIS 2 para las ratios de LDH/c, FA/cy GGT/c,
y a partir de IRIS 1 para la ratio NAG/c (Tabla 46; Figuras 35-38). Esto se ve apoyado
por los resultados obtenidos en el grupo de perros con leishmaniosis y sin azoemia,
gue presenta un incremento significativo respecto al grupo control para todas las
enzimas, excepto para la GGT (Tabla 45). Bianciardi P et al.?%, en 2009, aportaron que
los rifiones estan probablemente afectados en todos los perros con leishmaniosis.
Pacientes infectados clinicamente sanos pueden presentar el mismo tipo de lesién
renal histolégica que los enfermos (hipercelularidad mesangial, hipersegmentacion
glomerular, nefritis intersticial y depdsito de coldgeno)®. Incluso pacientes no
proteinuricos pueden presentar una glomerulonefritis mesangioproliferativa con
nefritis tubulointersticial?*®. La Fase | de la clasificacion LeishVet incluye perros sin
alteraciones laboratoriales en sangre. Sin embargo, el estudio estadistico realizado de
los biomarcadores urinarios en este grupo manifiesta un incremento estadisticamente
significativo de la ratio NAG/c urinaria. En la Fase Il, con UP/C < 1, se observa también
un incremento significativo de las ratios LDH/c y FA/c. En las Fases Ill y IV, azoémicas,

se ven incrementados todos los biomarcadores (Tabla 50; Figura 43).
VIII.3.3 Cistatina C

La concentracion de cistatina C en plasma y en orina es objeto de estudio para el
diagnéstico de la enfermedad renal en el perro desde hace varios anos, en virtud de
los resultados obtenidos previamente en medicina humana. En 2014, Ghys L et al.1®?
pusieron de relieve su importancia en un completo articulo de revision sobre su
utilidad como marcador renal en medicina de pequefios animales, comparando los
estudios realizados con los existentes en medicina humana. Son varias las propiedades
gue presenta y que la convierten en un marcador renal prometedor. Como marcador
enddgeno indirecto de la TFG®205359 estd el hecho de que su produccién vy
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concentracion en el plasma es constante, presenta una baja variacion intraindividual,
no va unida a las proteinas plasmaticas, no presenta secrecién tubular, no es
reabsorbida sin ser catabolizada y no presenta eliminacién extrarrenal?®®. En personas
se considera incluso mas sensible que la creatinina para detectar enfermedad renal’3.
En cuanto a la orina, su concentracién en individuos sanos es extremadamente baja
comparada con los enfermos renales, lo que la convierte en un marcador de dafio

tubular®343,

VIII.3.3 1 Cistatina C en sangre

Dafio renal agudo

En medicina humana se ha descrito un incremento de la cistatina C plasmatica, como
indicativo de deterioro renal agudo, hasta dos dias antes del incremento de la
concentracion de creatinina, lo que puede permitir instaurar de forma mads prematura
un tratamiento adecuado y, por lo tanto, disminuir dafios y riesgos'?®. En medicina
canina Pasa S et al.?®, en 2008, también demostraron el incremento de su
concentracién sérica en perros criticos con DRA (pacientes politraumatizados, en

estado de shock y con enfermedad del tracto urinario).

Se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa para la cistatina C
plasmatica entre los perros con DRA y los sanos a partir de IRIS Il (Tabla 34; Figuras 5).
Aunque se observa un incremento progresivo desde IRIS | hasta IRIS IV (Tabla 34), en
las primeras fases de IRIS la cistatina C plasmatica se solapa con el rango obtenido en
los perros sanos en 8 perros en IRIS | y en 7 perros en IRIS Il. También la concentracion
de creatinina manifiesta significacién estadistica a partir de IRIS Ill (Tabla 34; Figura 5).
Tal y como se puede comprobar en la Figura 5, el comportamiento de ambos
biomarcadores plasmaticos es semejante, observdndose una correlaciéon entra ambas
(Figura 6; P < 0,001), con la peculiaridad de que la cistatina C presenta un incremento
mas uniforme a medida que se agrava la enfermedad en comparacién con el

comportamiento hiperbdlico de la creatinina respecto a la disminucién de la TFG34.

Existen escasos estudios publicados sobre la sensibilidad diagndstica de la cistatina C

plasmatica en el DRA del perro. A pesar de que no se ha determinado la TFG, los
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resultados obtenidos parecen ir en la linea de los aportados por Almy FS et al.® en
2002, que llegaron a la conclusién de que no se le puede considerar un marcador
prematuro de lesidn renal aguda, al menos por causas responsables de azoemia
prerrenal, puesto que no encontraron sensibilidad a disminuciones discretas de la TFG

en perros en los que experimentalmente se produjo una deplecién de volumen.
Enfermedad renal crénica

Existen diversos estudios en medicina humana que demuestran que los niveles de
cistatina C plasmatica se correlacionan mejor con la TFG en ERC que la
creatining?’.114170,222,269,304 ' ¢ohre todo en etapas tempranas de la enfermedad®*?22. En
2011, Horio M et al.?33 concluyeron que, debido a la mayor variacién intraindividual y
menor interindividual respecto a la creatinina plasmatica, se considera que la cistatina
C es un mejor test de screening para disminuciones sutiles en la TFG en ERC, mientras

que la creatinina es mejor para monitorizar una enfermedad renal ya establecida.

En el presente estudio se observa un aumento de los niveles de cistatina C plasmatica
en los animales con ERC (Tabla 37; Figura 12), estadisticamente significativo desde IRIS
2. Aunque no son muchos los trabajos de investigacién realizados al respecto, estos
resultados coinciden con los aportados previamente por Almy FS et al.®2 en 2002,
Wehner A et al.3>° en 2008 y Miyagawa Y et al.?% en 2009. Diferentes autores han
aportado que puede existir un solapamiento de valores entre perros sanos y
enfermos®3>205 |o que se ha observado principalmente en 25 perros de IRIS 1 en el
presente estudio. Al igual que en los perros con DRA, la cistatina C plasmatica parece
mostrar de forma mas homogénea la evolucidn de la enfermedad (Figura 12), frente al
comportamiento hiperbdlico de la creatinina en fases terminales. Esto puede ayudar a
una mejor monitorizacidn de los pacientes con ERC grave. Ambos parametros estan
muy correlacionados entre si (Figura 13; P < 0,001). La cistatina C también se
correlaciona con la concentracién de fésforo en el plasma (Figura 14), lo que tiene

importancia desde el punto de vista del prondstico.

La ERC se suele atribuir a enfermedades con un componente principalmente
glomerular, mientras que el DRA se suele asociar a enfermedades con dafio tubular. El
hecho de que la cistatina C plasmatica es un biomarcador sanguineo de enfermedad
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glomerular explica que su concentracion media sea superior en los perros con ERC que
en aquellos que padecen DRA (Figura 16). Sin embargo, no se ha observado una
diferencia estadisticamente significativa entre ambas enfermedades, y su evolucién es
muy parecida en las dos (Figura 17), aunque los estadios IRIS no son exactamente

equivalentes en ambas enfermedades.

Se ha realizado un estudio especifico en perros con leishmaniosis, debido a la
frecuencia de presentacion de la enfermedad en el area de influencia del hospital en el
que se ha realizado el estudio (Suroeste de la Peninsula lbérica) y porque la
enfermedad es considerada un modelo natural de enfermedad renal®’. Como se ha
comentado anteriormente, la leishmaniosis es una enfermedad responsable de lesién
renal probablemente en todos los perros afectados?!, a pesar de que no todos la
presenten clinicamente y/o con azoemia. Esta enfermedad causa diferentes grados de
dafio glomerular que puede dar lugar a ERC. En la mayoria de los casos se desarrolla
una glomerulonefritis cuya lesién ocurre de manera secundaria a la formacion vy
depdsito de inmunocomplejos. Como se ha comentado anteriormente, los pacientes
infectados clinicamente sanos pueden presentar el mismo tipo de lesién renal®>,
incluso los no proteinuricos?#. Si solo se tiene en cuenta a la hora de detectar dafio
renal la medida de la concentracidén sérica de creatinina y el UP/C, se obtiene una
prevalencia de alrededor del 49,5 %>/, mientras que si el criterio se basa en los
estudios histolégicos post-mortem practicamente el 100% de los animales padecen

alteraciones renales®?.

Es escasa la bibliografia disponible sobre cistatina C plasmatica en perros con
leishmaniosis. Pasa S et al.23?, en 2009, determinaron la concentracidn de este
biomarcador en el plasma de 16 perros infectados naturalmente de leishmaniosis, con
valores de BUN y creatinina normales, y lo compararon con un grupo formado por 10
perros sanos. Describieron un incremento estadistico en el valor medio de la
concentracion plasmatica de cistatina C, aunque todos los perros, excepto uno,
presentaron valores incluidos en el rango de referencia obtenido en el grupo control.
En la presente Tesis Doctoral se ha determinado la concentracidon de cistatina C

plasmdtica en 35 perros con leishmaniosis no azoémicos. Sin embargo, no se ha
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encontrado, a diferencia del trabajo de Pasa S et al.?®” (2009), un incremento

significativo respecto al grupo de animales sanos (Tabla 42).

La cistatina C parece ser un marcador plasmatico, en los casos descritos, mas precoz
que la creatinina. Se conoce muy poco sobre su sensibilidad para detectar ERC en el
perro. Braun JP et al.?> (2002) llevaron a cabo un estudio en 7 animales con signos
clinicos de ERC pero sin azoemia, encontrando un incremento del nivel de cistatina C
plasmatica sélo en un animal (14,29%), aunque no se determind la TFG, por lo que no

se puede estar seguro del estado de la funcién renal.

La enfermedad renal en perros con leishmaniosis puede progresar desde una
proteinuria subclinica hasta una ERC con glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial y
amiloidosis o un sindrome nefrético'®®. Histolégicamente, la lesiéon renal se ha
clasificado como glomerulonefritis mesangial, glomerulonefritis membranosa,
glomerulonefritis membranoproliferativa y glomerulonefritis focal segmental®®. Estas
alteraciones histoldgicas terminan manifestdndose como ERC. En el presente trabajo
se ha estudiado un numero cuantitativamente importante de perros azoémicos con
leishmaniosis, adquirida de forma natural. Su concentracion plasmatica muestra un
incremento desde la fase IRIS 1, altamente significativo respecto al grupo control
desde IRIS 2, mientras que la creatinina muestra significacién a partir de IRIS 3 (Tabla
43). Se trata de un grupo de perros de etiologia conocida: alteracion fisiopatoldgica a
nivel glomerular producida por el depdsito de inmunocomplejos?*®37. En medicina
humana se ha comprobado que los niveles de cistatina C plasmatica se correlacionan
positivamente con la cantidad de inmunocomplejos circulantes y con la produccién de
factores de crecimiento de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF), ambos
importantes factores que producen disfuncién glomerular en la enfermedad®®2. Al
estudiar este marcador renal sanguineo en perros sin alteraciones analiticas (Fase | de
la clasificacion LeishVet; Tabla 49), no se observa un incremento respecto al grupo
control. Este se hace manifiesto a partir de la Fase II, en la que también empieza a

detectarse proteinuria (Figura 39).

Pasa S et al.?’ (2009) concluyen que son necesarios mds estudios combinados con

biopsias renales para completar la interpretacion de la cistatina C plasmatica en perros
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con leishmaniosis, y comprobar si las alteraciones observadas son debidas sélo al dafio
renal o a factores extrarrenales. Esta conclusién esta muy bien fundamentada, y debe
ser asi. No obstante, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral para la
cistatina C plasmdtica muestran un patréon de comportamiento semejante en los
perros con leishmaniosis y en aquellos en los que, siendo también azoémicos, la ERC es
debida a otras etiologias. Aunque se observa una mayor concentraciéon en el grupo
total de perros con leishmaniosis (Figura 29), principalmente en la fase 4 de IRIS

(Figura 30), ésta no es estadisticamente significativa.

Por ultimo, para completar el estudio de la cistatina C plasmatica, se ha analizado su
concentraciéon en un grupo de enfermedades no renales: disfuncién tiroidea,
enfermedades cardiacas, neoplasias, HAC y administracion de corticoides. En diversos
estudios previos se ha encontrado un solapamiento de valores de cistatina C

plasmatica entre perros con diversas enfermedades no renales respecto a animales

sa n0511,149,205.

Se ha descrito en medicina humana que la disfuncion tiroidea puede alterar la
concentracion de creatinina en sangre, aumentando en el hipotiroidismo (por
disminucion de la TFG) y disminuyendo en el hipertiroidismo (por aumento de la TFG).
No obstante, esta alteraciéon no esta clara. Puesto que la concentracion de cistatina C
se emplea cada vez con mayor frecuencia, son numerosos los estudios llevados a cabo
para comprobar cdmo se comporta este pardmetro en casos de hipotiroidismo®’.
Como se ha explicado en el capitulo de revision bibliografica, la cistatina C es un
inhibidor fisioldgico de las cistein-proteasas, y su produccién es constante en la
mayoria de las células nucleadas®. Sin embargo, son humerosos los estudios que han
demostrado un impacto importante de la disfuncion tiroidea sobre los niveles
sanguineos de cistatina C en medicina humana3®®, disminuyendo en el hipotiroidismo y
aumentando en el hipertiroidismo®”:3%°, De hecho, parece ser mds sensible a los
cambios de la funcidn tiroidea que la creatinina3®®. Se desconoce si todas las células
formadoras de cistatina C se ven afectadas del mismo modo3®°, aunque se ha
comprobado que, al menos, la triyodotironina aumenta el metabolismo de la cistatina

C por las células osteoblésticas?®?.
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Actualmente no existen evidencias en medicina veterinaria de que la funcién tiroidea
pueda modificar los niveles de cistatina C plasmatica en el perro. Se ha realizado un
estudio preliminar en gatos que muestra resultados similares a algunos de los
obtenidos en medicina humana, indicando que los niveles plasmdaticos de cistatina C se
podrian ver aumentados en hipertiroidismo y disminuidos en hipotiroidismo®°. Sin
embargo, Willians TL et al.3%%, en 2016, en un estudio realizado en gatos hipertiroideos
y con ERC, no encontraron cambios significativos en la concentracién de la cistatina C
en plasma. Resultados similares a los obtenidos por Jepson RE et al.*>° (2006) para el
hipotiroidismo se han observado en los perros del presente trabajo (Tabla 52). Aunque
seria deseable aumentar el nimero de animales estudiados, de los 10 perros
analizados, 6 (60%) presentaron un valor inferior al rango descrito como normal. Por lo
tanto, el hipotiroidismo parece ser un factor a tener en cuenta en la interpretacion de

la concentracién de cistatina C plasmatica en perros con enfermedad renal.

También se ha estudiado la concentracién de cistatina C plasmatica en perros con
enfermedades cardiacas. El corazén y los rifiones constituyen dos érganos que estan
interconectados desde un punto de vista funcional a través del conocido como “eje

III

cardiorrenal”. Esta conexidn fisioldgica se produce a través de varias vias, que incluyen
la presién de perfusion renal, la presion de llenado del corazén y la actividad
neurohormal. Por lo tanto, es légico pensar que la alteracion en uno de estos dos
sistemas puede tener repercusiones clinicas sobre el otro, y viceversa. Aunque las
enfermedades del corazon y de los rifiones, tanto en el perro como en el gato, se
reconocen como causas habituales de morbilidad y mortalidad en medicina
veterinaria, la interaccion entre los dos sistemas todavia no se ha estudiado en
profundidad. En este sentido, en 2015, un grupo de cardidlogos y nefrdlogos
veterinarios de Europa y Estados Unidos se reunieron para establecer un consenso en
cuanto a la definicidn, fisiopatologia, diagndstico y tratamiento de los trastornos que
afectan a la interaccion entre los sistemas renal y cardiovascular?2. Se ha demostrado
gue la azoemia y la enfermedad renal aumentan con la gravedad de las enfermedades

cardiacas, y son hallazgos frecuentes en perros con insuficiencia crénica de la vélvula

mitral??3. Puesto que la concentracién en sangre de urea y creatinina son marcadores
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tardios, cada vez se hace mas necesaria la utilizacion de biomarcadores renales

precoces en perros cardidépatas, como la SDMA y la cistatina C2>2.

Esta ultima es objeto de estudio desde hace varios afios en cardiologia humana como
marcador de enfermedad cardiaca’®?19243285 qunque no se conoce con certeza si se
trata sélo de un marcador prondstico o de un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de la enfermedad’®’”242, Podria existir una relacién entre la cistatina C
plasmdtica y la enfermedad renal secundaria a hipertensién arterial grave o mal
controlada?*?. Djoussé L et al.”® (2008) afirman que la asociacién entre la cistatina C en
sangre y el riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca se restringe exclusivamente a
pacientes con hipertension arterial. La reduccién de la funcién renal, medida por la
concentracion en sangre de cistatina C, conduce a la retencién de sodio y agua, con la
consiguiente aceleracién del proceso de remodelado ventricular y el desarrollo de

insuficiencia cardiaca’’.

La cistatina C plasmatica se considera un importante marcador del riesgo
cardiovascular en personas de edad avanzada antes de enfermar, y en sujetos que ya
han desarrollado una insuficiencia cardiaca sintomatica, especialmente en aquéllos sin
antecedentes de enfermedad cardiovascular previa’?. El equilibrio entre las cistein-
proteasas, como las catepsinas B, S y K, y sus inhibidores, como la cistatina C, se ha
involucrado en la patogenia de remodelacién e hipertrofia ventricular del corazén
insuficiente®#326, Las catepsinas son las causantes del proceso fisioldgico de digestién
de determinadas proteinas a nivel celular, y podrian influir en la hipertrofia

miocdardica283300,

Sin embargo, el grupo de perros cardidpatas estudiado no presenta diferencias
significativas para el pardmetro sanguineo en cuestion respecto a los perros sanos
(Tabla 54), y soélo dos de los perros estudiados (20%) han presentado una
concentracién por encima del rango considerado normal (Figura 46). Es dificil explicar
estos resultados. Seria necesario ampliar la poblacion de estudio, sobre todo en
pacientes con enfermedad cardiaca avanzada, de larga duracién e hipertensos. Es
indudable que la funcién renal es un factor prondstico de insuficiencia cardiaca, reflejo

de cambios preclinicos en la estructura cardiovascular?®®, y que la cistatina C es un
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marcador sensible de ésta, especialmente en grados leves de disfuncion en los que los
marcadores clasicos estan distorsionados y ofrecen una informacion confusa. No
obstante, no es ésta la Unica informacién que puede proporcionar. Se puede especular
que se asocia de modo primario a fenotipos cardiacos especificos de hipertrofia
ventricular’®23% y, por tanto, seria un marcador subrogado de la misma. Ademas, como
se ha comentado anteriormente, es posible que sea un marcador sensible y directo del
remodelado ventricular, independientemente de la funcién renal, directamente
implicada en la patogenia de la enfermedad cardiaca?*3. Pero aun se esta muy lejos en
medicina canina de llegar a estos resultados. Miyagawa Y et al.2% (2009) estudiaron la
concentracién de cistatina C plasmatica en varios grupos de perros, entre los que se
incluia uno de enfermedades no renales. En el mismo estudiaron 3 perros con
insuficiencia de la valvula mitral y 2 perros con conducto arterioso persistente, no
encontrando diferencias respecto a un grupo control formado por animales sanos. En
contraste, recientemente se ha publicado un trabajo de investigacion determinando la
concentraciéon plasmatica de cistatina C y SDMA en 33 perros con insuficiencia crénica
de la vélvula mitral, observdndose un incremento en ambos pardmetros, sobre todo en

perros en fase avanzada de la enfermedad®’.

Un gran numero de procesos normales y anormales son controlados por el equilibrio
entre las proteasas y sus inhibidores3%. Varias proteasas lisosomales, entre las que se
incluye la cistein-proteasa y la catepsina B, estan implicadas en la progresiéon de
tumores malignos??°. La cistatina C podria estar implicada en la regulacién de estos
procesos, puesto que es considerada como el inhibidor mas fuerte de la catepsina B*°.
Se le atribuyen dos propiedades antitumorales: inhibidor de las catepsinas (enzimas
tumorales que causan degradacién de las membranas basales, por lo que disminuye el
potencial metastasico) e inhibidor del TGF-B (transforming growth factor-beta)??8314,
Sin embargo, se desconoce su papel exacto en la oncogénesis y los resultados sobre el
incremento de su concentracidn en plasma es contradictorio'>°%162274 personas con
carcinoma3?* y con leucemias’t presentaron, antes de recibir tratamiento, un
incremento significativo de la concentracién de cistatina C plasmatica cuando se

compararon con pacientes con las mismas enfermedades después del tratamiento. Sin
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embargo, otros estudios no encontraron diferencias entre personas con neoplasias

malignas y sanas®?%’,

En esta ultima linea se encuentran los resultados obtenidos en el presente trabajo
(Tablas 57 y 58). Sélo se observa un incremento del valor de cistatina C plasmatica en 3
perras (18,75%) con neoplasias mamarias (Figura 46). En medicina humana,
Vigneswaran N et al.3*°, en 2005, encontraron en esta enfermedad concentraciones
superiores de cistatina C en sangre respecto a un grupo control sano. Sin embargo,
dicho hallazgo no se evidencié en ratones, en los que los niveles de la proteina estaban

incluso disminuidos en procesos neoplasicos semejantes?’4,

Tampoco en los perros con linfoma multicéntrico los resultados han sido manifiestos,
observdndose su incremento en 4 perros (21,05%; Figura 46). Esto coincide con
resultados obtenidos en algunas investigaciones realizadas en oncologia humana. Un
estudio llevado a cabo en 60 personas diagnosticadas de mieloma mostré la ausencia
de correlacién entre los niveles de cistatina C plasmatica y la carga tumoral®?,
resultado que fue confirmado por otro estudio??’, en el que se observd que los niveles
de cistatina C no eran significativamente superiores en pacientes con desordenes
hematoldgicos proliferativos (mieloma multiple y leucemia crénica y aguda) y con
funcién renal normal en comparacién con un grupo de individuos sanos. Miyagawa Y et
al.?%> (2009), en su estudio sobre la concentracion de cistatina C plasmatica en perros
con enfermedades no renales, estudiaron 2 perros con carcinoma de células
transicionales de vejiga de la orina, 2 perros con linfoma renal y una perra con tumores
mamarios, no encontrando diferencias respecto al grupo control formado por animales
sanos. Como en los grupos anteriores, seria necesario realizar un estudio en una

poblacién mayor de animales enfermos.

Otro de los objetivos del presente trabajo es comprobar si los corticoides influyen
sobre la concentracién de cistatina C plasmatica en el perro (Anexo 1). Los corticoides
son farmacos muy utilizados en medicina canina debido a su potente efecto
antiinflamatorio e inmunosupresor. Varios estudios han demostrado que Ia
administracion de prednisona induce un aumento de cistatina C plasmatica en

personas30:198.269,270377 yn resultado similar se ha observado en los perros tras su
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administracion oral durante 7 dias a 4 mg/kg/24 horas. Este hallazgo no parece estar
relacionado con una TFG alterada, ya que al menos la concentracién en plasma de
creatinina y de urea y el UP/C permanecen dentro de los rangos de referencia en todos
los grupos (Tabla 62). Bjarnadéttir M et al.?*, en 1995, demostraron que la adicién in
vitro de dexametasona a células Hela indujo un aumento dependiente de la dosis de la
secrecién de cistatina C en cultivos después de 40 horas. Los autores sugirieron que el
aumento observado se debid a un efecto estimulador del corticoide relacionado con el
promotor del gen cistatina C, aumentando asi la transcripcidon del mismo. En pacientes
con asma tratados con metilprednisolona, el aumento observado de la cistatina C
plasmatica también se ha relacionado con la patogénesis del proceso, ya que es

secretado activamente por los macréfagos a nivel alveolar®?.

Aunque las enfermedades estudiadas, las dosis y el calendario de administracion
varian en medicina veterinaria y en medicina humana, asi como con los utilizados en el
presente estudio, los resultados muestran que la cistatina C aumenta
significativamente en sangre tras la administracion exdgena de glucocorticoides en
perros. Los resultados mostraron un aumento significativo a dosis de 4 mg/kg/dia de
prednisona, disminuyendo a dosis de 2 mg/kg/dia y después de retirar el tratamiento
(Figura 47). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Risch L et al.?’° (2001), los
cuales demostraron que, en personas sometidas a trasplante renal, la concentracién
plasmdtica de cistatina C fue superior en pacientes tratados con corticoides,
aumentando con dosis crecientes de los mismos. Resultados similares fueron
aportados por Pdge U et al.?*’ (2004), quienes describieron que, en pacientes
sometidos a trasplante renal tratados con 500 mg de metilprednisolona, la cistatina C
plasmatica alcanzd su punto maximo después de 24 horas, y que este aumento fue

dosis-dependiente.

Por otra parte, los resultados demuestran que en perros diagnosticados de HAC, en los
gue la producciéon enddgena de corticoides estd alterada, los valores de cistatina C
plasmatica no son significativamente diferentes de los del grupo control (Tabla 61), y
sélo 4 animales (20%) presentaban una concentracién incrementada (Figura 46). Estos
resultados coinciden con los aportados por Marynissen SJ et al.?°! (2016), que
demostraron que en un seguimiento realizado a perros afectados con HAC durante 12
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meses, los valores de cistatina C plasmatica no fueron significativamente diferentes en
comparacion con los perros sanos. Estos resultados sugieren que en los perros
afectados con HAC, la produccion enddgena de corticoides no es lo suficientemente
alta como para inducir un aumento en cistatina C plasmdtica y que existe un umbral

por debajo del cual los corticoides no alteran este pardmetro.

Queda por estudiar si la influencia de los corticoides es transitoria en los perros, como
se ha observado en personas afectadas de nefritis debida a lupus tratados de forma

crénica con corticoides3>2.
VIII.3.3.2 Cistatina C en orina

El andlisis de orina ha contribuido al diagndstico de la enfermedad renal desde hace
decenas de afios. Tradicionalmente se ha limitado, principalmente, al analisis de la
densidad como marcador tubular, y de la proteinuria (UP/C), en ausencia de
sedimento urinario activo, como marcador glomerular. Sin embargo, en los ultimos
afios se han analizado en el perro otros biomarcadores urinarios, previamente
estudiados en medicina humana, con el objetivo de realizar un diagndstico mas precoz
de la enfermedad, y de ayudar a localizar la lesidon a nivel de la nefrona. La orina,
ademas, es el producto mas directo obtenido de la funcionalidad del rifién vy, por lo
tanto, su composicién refleja de forma directa una funcién anormal del mismo. En
general estos nuevos biomarcadores informan de dafio o disfuncién tubular,
principalmente del tubulo proximal, segmento de la nefrona muy activo en la fisiologia

renal.

Estos biomarcadores urinarios se dividen, como se ha comentado anteriormente, en
dos grupos: proteinas de bajo peso molecular, cuyo incremento en la orina se debe a
una disminucidon en su reabsorcién (RBP y cistatina C) o a una alteracién en su
metabolismo a nivel tubular (cistatina C)'32,y enzimas, procedentes de los lisosomas

(NAG)’8, borde en cepillo (GGT y FA)'® o citosol de las células tubulares (LDH)®2,

Los datos existentes en medicina canina sobre la cistatina C en orina, no obstante, son
escasos. Incluso mas que en sangre. Posiblemente influya en ello que no hay un

método analitico definido, no estan claros los valores de normalidad o cuales son las
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condiciones de estabilidad en la muestra. A pesar de todo, los datos obtenidos en el

presente trabajo son, cuanto menos, esperanzadores.

Dafio renal agudo

La cistatina C, debido a su pequefio tamafio molecular y a su punto isoeléctrico (9,3),
se filtra libremente por el glomérulo y se reabsorbe a nivel de tubulo contorneado
proximal, donde se cataboliza en su totalidad por las células tubulares, no volviendo de
este modo ni al torrente sanguineo ni a la orina?’?. Por este motivo, la cistatina C
urinaria puede utilizarse como marcador enddgeno de funcionalidad renal tubular??®,
Su presencia en orina, por lo tanto, refleja la disfuncién de las células tubulares, a
diferencia de su concentracién plasmatica que, como se ha indicado anteriormente,

sefiala una lesién glomerular®®.

Con funcién renal normal, la cistatina C se detecta en orina en pequefias cantidades®®°,
En el presente estudio, la ratio cistatina C/c urinaria en animales sanos ha sido de
361,08 + 348,14 pg/g (Tabla 32). Cuando se produce dafio tubular proximal, su
concentracién aumenta>®343, tal y como se puede comprobar en la Tabla 36 en los
perros con DRA. Dicho incremento se observa desde la fase | de IRIS (incidencia del

50%; Figura 11), siendo estadisticamente significativo a partir de IRIS II.

En personas se recomienda interpretar su concentraciéon conjuntamente con el valor
de proteinuria ya que, en los casos en los que es masiva, puede inhibirse su
reabsorcién tubular. Esto se ha demostrado en nefropatias inducidas

333 y en nifios con nefropatias idiopaticas®3¢. En ambos trabajos de

experimentalmente
investigacidn se encontraron concentraciones mas altas de cistatina C urinaria y, por lo
tanto, se puede subestimar la funcion tubular. No existen trabajos de investigacion en
medicina canina al respecto. No obstante, no se ha observado una proteinuria masiva
en los animales de este grupo. El valor medio de UP/C mas alto lo presentan los perros
en IRIS IV, con un resultado de 2,78 + 1,67. Ademas, se ha observado un incremento de
la ratio cistatina C/c superior que en los perros con ERC (Figura 19), que presentan

valores de UP/C superiores (Tabla 38), manifiesto en todas las fases IRIS (Figura 20).

Este resultado se atribuye al mayor dafio tubular atribuido al DRA.
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Con el fin de contrastar los resultados obtenidos y comprobar su utilidad, se han
comparado con los aportados por otros biomarcadores renales: RBP, LDH, FA, NAG y
GGT. Hokamp JA y Nabity MB!3?, en 2016, afirman que tanto en DRA inducido por
drogas como de origen natural, las enzimas tubulares pueden ser marcadores sensibles
de dafio tubular. Sin embargo, los resultados pueden presentar inconsistencia en
cuanto a la magnitud de la enzimuria, a la presencia de cambios histoldgicos, y al

desarrollo de azoemia.

El incremento de la ratio cistatina C/c urinaria coincide con un incremento en la de
RBP/c y en el resto de biomarcadores tubulares (Tabla 35), especialmente de la ratio
NAG/c que, conjuntamente con la de cistatina C/c, presenta un incremento estadistico
a partir de IRIS Il. Todos ellos aumentan a medida que se avanza en la clasificacion IRIS,
especialmente de forma manifiesta en las fases mas graves de la enfermedad (Tabla
35; Figuras 25-28). Se ha descrito que la NAG puede comportarse respecto a la
proteinuria como la cistatina C. El aumento en su concentracién puede ser secundario
a dafo tubular o a un aumento del recambio lisosémico relacionado con una mayor
competencia por la reabsorcidn tubular secundaria a la proteinuria glomerular?!4. Para

su discusidn, es valida la desarrollada para la cistatina C.

Como se ha comentado anteriormente, es resefiable que todas las enzimas urinarias,
al igual que se observa para la ratio cistatina C/c, presentan una mayor concentracion
en la orina de los perros de este grupo que en los que padecen ERC, apoyando la

hipdtesis de que es mayor el dafio tubular producido.
Enfermedad renal crénica

También se ha estudiado la ratio cistatina C/c en perros con ERC, y también se ha
comparado con los resultados obtenidos en otros biomarcadores urinarios. Se observa
un incremento significativo de esta ratio, asi como del resto de biomarcadores, que se
manifiesta de forma progresiva cuando se analizan los resultados en funcién de la
clasificacion IRIS (Tabla 38; Figura 20). Como se ha comentado para el DRA, la ratio
cistatina C/c urinaria, al igual que la del resto de enzimas urinarias, es inferior en los
perros con ERC respecto a los que padecen DRA (Figura 19). Es de resefiar ademas que,

si bien es Ilamativo el incremento de la concentracion de estos biomarcadores en los
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estadios Il y IV del DRA, en fases avanzadas de la ERC (IRIS 3 y 4) no es tan
pronunciado, indicativo de que se suele desarrollar un proceso progresivo mas

homogéneo (Figuras 25-28).

Las ratios cistatina C/c, NAG/c y FA/c urinarias muestran ser biomarcadores fiables,
pues presentan un incremento estadisticamente significativo desde la fase IRIS 1
(Tabla 38; Figuras 20, 25 y 26). Existe una escasa bibliografia al respecto sobre la
cistatina C urinaria en la especie canina. Los resultados obtenidos coinciden con los de
Monti P et al.?% en 2012, que demostraron que su determinacién en la orina de perros
mediante métodos inmunoturbidimétricos presenta una alta precisién, y que la ratio
cistatina C/c urinaria presenta una diferencia estadisticamente muy significativa (P <

0,001) entre perros sanos y con ERC.

La cistatina C parece ser mas sensible para detectar enfermedad renal en estadios
tempranos en ERC que en DRA, como demuestran las graficas de incidencia (Figuras 11
y 21). El nUmero de animales con un incremento de la ratio cistatina C/c es del 85% en
la ERC frente al 50% en el DRA para IRIS 1/I, y del 89% en la ERC frente al 80% en el
DRA para IRIS 2/Il. Ademas, presenta una alta correlacién (P < 0,001) con los
parametros clasicos indicadores de ERC en plasma: creatinina, cistatina C y fdésforo

(Figuras 22-24).

Los resultados indican, pues, la presencia de dafio tubular en estos animales, puesto
que la cistatina C se ve aumentada en la orina cuando las células tubulares no son
capaces de absorber o metabolizar la proteina. Aunque la ERC se suele atribuir a
enfermedad glomerular, las patologias puras que sélo alteran determinados
segmentos renales no suelen aparecer, y aunque el proceso comience siendo tubular,

a menudo progresa y afecta también a otros segmentos de la nefrona y viceversa.

Una enfermedad que se comporta principalmente con componente glomerular, y que
a menudo progresa a tubular, es la leishmaniosis canina, manifestdndose como ERC?3®,
Asi lo demuestran los resultados obtenidos en la sangre de estos animales. En ellos, la
concentracion plasmatica de cistatina C muestra un incremento desde la fase IRIS 1,
estadisticamente significativo desde IRIS 2 (Tabla 45). La orina, por su parte, muestra

cambios aun mas significativos que la sangre. Si bien es verdad que tanto los perros
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con leishmaniosis y azoemia (Tabla 45 y 46), como aquellos que presentan azoemia por
causas diferentes (Tabla 45 y 47), presentan un incremento altamente significativo de
la ratio cistatina C/c urinaria, la incidencia de presentacidn por fases IRIS es diferente.
Asi, en los primeros es del 75% y 79% para las fases IRIS 1y 2 respectivamente (Figura
31), mientras que en los segundos es del 47% y 50% para las mismas fases (Figura 32).
Esto se ve reforzado por los resultados obtenidos en el grupo de perros con
leishmaniosis sin azoemia, que también presenta diferencia significativa respecto al
control (Tabla 45; P < 0,01). Estos resultados coinciden con los aportados por Garcia-
Martinez JD et al.1°° en 2015, que encontraron un incremento en la concentracion en
orina de cistatina C en perros con leishmaniosis y proteinuricos. Monti P et al.?%° (2012)
concluyeron que la cistatina C urinaria en perros deberia considerarse una prueba

complementaria capaz de investigar lesidn tubular mejor que funcién glomerular.

La capacidad de deteccidon temprana de enfermedad renal mediante la determinacion
de la ratio cistatina c/c urinaria se pone alin mas de manifiesto cuando se estudian los
perros con leishmaniosis clasificados segun las recomendaciones del grupo de expertos
LeishVet. Se observa un aumento estadistico respecto al grupo control desde la Fase |,
en la que los animales aun no han desarrollado alteraciones clinicopatolégicas.
Ademas, estas diferencias no sélo aparecen entre todos los grupos y el grupo control,

sino también entre todos los grupos entre si (Figura 42).

Se debe tener en cuenta la influencia de la proteinuria sobre la interpretacion tanto de
la ratio cistatina C/c como de la ratio NAG/c urinaria, descrita en medicina
humana33333, Esta puede subestimar la funcién tubular. Sin embargo, la
interpretacion de la proteinuria respecto a la presencia de cistatina C en orina es
discutida. Conti M et al*®. (2006) afirman que la aparicidon de proteinas de bajo peso
molecular, como la cistatina C, podria deberse en algunos casos a la saturacién de la
capacidad de reabsorcion de las células tubulares, lo que se puede interpretar no
como una interferencia, sino como una disfuncién tubular en las personas. Es cierto
que los valores obtenidos de UP/C son superiores a los del grupo de perros con DRA,
pero los resultados obtenidos para la concentracion de RBP/c, LDH/c, FA/c y GGT/c
también avalan el dafio tubular, pues todos los biomarcadores urinarios estudiados
presentaron la misma tendencia. Ademas, se observa una ratio cistatina C/c superior

191



en los perros con azoemia sin leishmaniosis, que presentan menos proteinuria (Tabla
47; Figura 34), que en aquellos con leishmaniosis (Tabla 46; Figura 34). No obstante,
son necesarios mas estudios para comprobar la interferencia real que la proteinuria

pueda ejercer sobre la concentracion de cistatina C en orina.

Todos los biomarcadores urinarios estudiados aparecen en mayor concentracion en los
perros con azoemia y sin leishmaniosis que en aquellos que padecen la enfermedad,
excepto para la ratio NAG/c, que ha presentado una concentraciéon mucho mayor en
perros con leishmaniosis (Tablas 46 y 47; Figuras 34, 35-38). De todas las enzimas
urinarias, sélo la NAG ha sido estudiada previamente en la ERC del perro,
demostrandose su incremento en perros con esta enfermedad?428311 Smets PM et
al3! (2010) y Hokamp JA et al.'3 (2016) no encontraron una presentacion
proporcional entre su concentracion y la clasificacidn IRIS, lo que no coincide con los
resultados obtenidos en el presente trabajo. La explicacién al incremento de la enzima
en perros con leishmaniosis puede estar en que, en estudios previos en perros con
ERC, proteinuricos y con azoemia variable, en los que se estudid la ratio NAG/c
conjuntamente con biopsias renales, se obtiene una correlacién aceptable de la
enzima con el dafio glomerular, y no con el tubular3!, Ademds, se ha demostrado que
también presenta correlacién con el UP/C!3%2 hallazgo que coincide con los
resultados encontrados en el presente estudio. Estos hallazgos respaldan, que la ratio
NAG/c podria ser mejor indicador de dafio glomerular que de tubular en la ERC

proteinurica canina.

Tal y como se puede comprobar en las Figuras 42 y 43, las ratios cistatina C/c y NAG/c

urinarias constituyen los biomarcadores mas precoces de dano renal.
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IX.CONCLUSIONES






12 El sexo y la edad no influyen en la concentracién plasmatica de cistatina C,
aunque se produce un incremento de su concentracién en orina en perros con
mas de 5 afos. El sexo y el peso tampoco influyen en la concentracion de
cistatina C en orina, aunque se produce un incremento de su concentracion en
perros con mas de 5 anos. Sin embargo, el incremento observado en ambos
casos no influye de forma importante en la interpretacién de los resultados en

casos de enfermedad renal.

22 La concentracion plasmatica de cistatina C se incrementa de forma clara en la
enfermedad renal del perro, tanto en dafio renal agudo como en enfermedad
renal cronica, viéndose escasamente influida por enfermedades cardiacas,
neoplasicas, y por hiperadrenocorticismo dependiente de la hipdfisis. Sin
embargo, debe ser interpretada con precaucidon en perros hipotiroideos o en

tratamiento con dosis inmunosupresoras de corticoides.

32 Tanto la concentracion de cistatina C plasmatica como urinaria son mas
sensibles para detectar enfermedad renal crénica que dafo renal agudo en el
perro. A su vez, su concentracion en orina es mas sensible para detectar

enfermedad renal que su concentracién en plasma en ambos casos.

42 La concentracion de cistatina C en plasma y en orina no permite distinguir entre

dano renal agudo y enfermedad renal crénica en el perro.

52 Las ratios cistatina C/c y NAG/c constituyen dos biomarcadores urinarios de

enfermedad renal crénica de gran importancia en el perro.
62 La ratio cistatina C/creatinina urinaria se eleva en perros con leishmaniosis sin

azoemia. Este hallazgo, unido a un incremento del valor UP/C y de la ratio

NAG/c, es indicador precoz de enfermedad renal.
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72 El incremento en la ratio cistatina C/c y la alteracion de la enzimuria es mas
uniforme en enfermedad renal debida a leishmaniosis. Este hallazgo se atribuye

a que el dafio renal causado por la enfermedad es mas homogéneo.
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Background: Oral administration of glucocorticoid alters serum cystatin C (sCysC) concentration in humans.

Objective: To determine if oral administration of prednisone alters sCysC in dogs without pre-existing renal disease.

Animals: Forty six dogs were included: 10 dogs diagnosed with steroid responsive meningitis arteritis (SRMA; group A),
20 dogs diagnosed of pituitary-dependent hyperadrenocorticism (PDH; group B), and 16 healthy control dogs (group C).

Methods: Retrospective observational study. SRMA diagnosed dogs were administered prednisone 4 mg/kg/24 h PO
7 days, reducing the dose to 2 mg/kg/24 h 7 days before medication withdrawal. In group A, sampling was performed at
days 0, 7. 14 and a final control at day 21. Blood and urine samples were collected in the 3 groups, and in group A, sampling

was performed at all time points (days 1, 7, 14, and 21).

Results: In group A, sCysC was significantly higher at day 7 compared to the control group (0.4 £ 0.04 mg/L vs.
0.18 + 0.03 mg/L mean + SEM respectively P < 0.01); sCysC values decreased to basal at day 14 when the dose was
decreased and after 1 week of withdrawal of prednisone (0.27 + 0.03 mg/L for group A at day 14 and 0.15 + 0.02 mg/L at
day 21; P > 0.05). Dogs with PDH included in group B did not have significant differences in sCysC (0.22 £ 0.03 mg/L)

compared to control (P > 0.05).

Conclusions and Clinical Importance: Oral administration of prednisone unlike altered endogenous glucocorticoid produc-

tion, increases sCysC in dogs in a dose-dependent fashion.

Key words: Cystatin C; Dog: Glucocorticoid; Meningitis.

Serum urea and creatinine levels are commonly used
in veterinary medicine as indirect markers of
glomerular filtration rate (GFR) to estimate renal func-
tion in dogs. However, these are delayed markers of
renal failure as substantial variations in these parame-
ters are only observed when approximately 75% of the
functional renal mass is lost' and can be influenced by
nonrenal factors. For example, urea can vary due to a
high protein diet and both markers (urea and crea-
tinine) are modified by age, hydration status, and mus-
cle mass." Therefore, when using serum urea or
creatinine levels to estimate renal function, the results
need to be carefully evaluated in light of the previously
mentioned factors.

Cystatin C (Cys-C) is a 120 amino acid polypeptide
constantly produced by most nucleated cells in the
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Abbreviations:

ALP alkaline phosphatase
ALT alanine aminotransferase
CL critical limit

CSF cerebrospinal fluid

Ccv coefficient of variation
GFR glomerular filtration rate
LOD limit of detection

LOQ limit of quantification
PDH pituitary-dependent hyperadrenocorticism
sCysC serum cystatin C

SRMA steroid responsive meningitis arteritis
UP/C urinary protein/creatinine ratio
USG urinary specific gravity

body?; this molecule exhibits no tubular reabsorption,
secretion, or metabolism and is freely filtered through
the glomerulus.®> Thus, serum cystatin C (sCysC) levels
can be considered as another renal marker with supe-
rior reliability compared to creatinine.* In addition,
sCysC shows lower individual variability than creatinine
and has been reported not to be influenced by sex, age,
or muscle mass in human medicine.>® With these physi-
ologic characteristics, sCysC has a great potential to be
an excellent surrogate marker of GFR.””’

Nevertheless, as its clinical application was initiated in
human medicine, it has been reported that several condi-
tions unrelated to renal failure such as thyroid dysfunc-
tion, chronic liver disease, malignancies, or asthma
among others can alter sCysC.'""?! However, it has to be
noted that the treatment of choice for all these condi-
tions include exogenous glucocorticoid administration
and that methylprednisolone or prednisone administra-
tion deeply influence sCysC in humans.'*!>??

In veterinary medicine, reference values for sCysC
canvary with age and body weight (<15 kg),> although
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these results are controversial.>**> Other conditions
such as fasting® or leishmaniasis®®*’ influence sCysC in
dogs.

Until now, no reports have been published regarding
the effect of glucocorticoid supplementation on sCysC
in dogs. We therefore hypothesized that, as reported in
humans, oral administration of prednisone would
increase sCysC in dogs in the absence of a pre-existing
renal condition. To achieve this goal, a cohort of 10
dogs affected with steroid responsive meningitis arteritis
(SRMA) was selected and the levels of sCysC before
and after prednisone administration were evaluated.

Material and Methods
Animals

This study has not been subjected to any animal ethics commit-
tee as all the animals enrolled in this study were dogs referred to
the Veterinary Hospital of the University of Extremadura. The
excess of blood and urine samples were used for this study with
the owner consent.

This study includes 46 dogs seen at the Veterinary Hospital of
the University of Extremadura. The dogs were divided into the fol-
lowing groups: 10 dogs diagnosed with SRMA (group A), 20 dogs
diagnosed of pituitary-dependent hyperadrenocorticism (PDH;
group B), and 16 healthy control dogs (group C).

Experimental Groups

The animals included in group A were sampled from January
of 2015 to February of 2016) had a body weight >15 kg, different
ages (range: 1-2 years), sex (6 males and 4 females), and breeds.
They were selected based on the following inclusion criteria: hav-
ing SRMA, absence of clinical and laboratorial signs of kidney
disease, and proper state of hydration. All the dogs received a sim-
ilar treatment with prednisone (Prednisona Alonga® ) and none of
them had previously been treated with glucocorticoids.® Corticos-
teroid therapy consisted of oral administration of prednisone alone
at 4 mg/kg/24 h for 7 days, reducing the dose to 2 mg/kg/24 h for
further 7 days; after 14 days, prednisone was removed. Blood sam-
ples were collected in prednisone-treated animals on days 1, 7, 14,
and 21 after the onset of the treatment and were immediately pro-
cessed: for all the rest of the groups (control and PDH), blood
was obtained once in the absence of any treatment.

SRMA was diagnosed on the basis of: (1) characteristic clinical
signs (reluctance to move, kyphosis, stifl gait, cervical and/or tho-
racolumbar pain, muscle rigidity, or apparent pain on opening the
mouth), (2) hematology (WBC higher than 14.00 cells x 109/L due
to neutrophilia) and normal biochemistry profile, (3) normal uri-
analysis, and (4) modifications in the cerebrospinal fluid or CSF
(increased WBCs >10 cells/pL, with predominantly mature neu-
trophils, increased protein concentration in the CSF > 20 mg/dL,
and IgA concentrations >0.2 mg/mL); failure to isolate an infec-
tious agent from the CSF and positive response to therapy with
corticosteroids were considered as diagnostic of SRMA.

A retrospective study (from June 2014 to February 2016) was
performed to test the influence of an increase of endogenous ster-
oids on the concentration of sCysC (positive control; group B).
Twenty nonhemolyzed sera samples stored at —80°C were used as
it has been demonstrated that sCysC remains unchanged for
years.”® The cohort of dogs with untreated pituitary-dependent
hyperadrenocorticism (PDH) included in group B were of different
breeds and sexes (10 males and 10 females), ages (412 years), and
weighted over 15 kg. PDH diagnosis was based on the clinical
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condition of the dogs (polydipsia/polyuria, polyphagia, alopecia,
pendulous abdomen, and/or hepatomegaly) and some of the fol-
lowing laboratorial findings: lymphopenia, hypercholesterolemia,
high serum alkalinephosphatase (ALP), and alanineaminotrans-
ferase (ALT). In addition, an ACTH stimulation test was per-
formed. A serum cortisol above 22 mg/dL was considered as
abnormal in a sample obtained 1| hour after a single dose of
0.25 mg/dog IM of synthetic ACTH (Nuvacthen Depot). Adrenal
ultrasound examination was performed with an 8 MHz curved
array transducer. Dogs were positioned in lateral recumbency, the
images in longitudinal planes were obtained, and the largest trans-
verse diameter was recorded. Bilateral adrenal gland enlargement
was considered as indicative of PDH; the upper limit of the nor-
mal adrenal gland width was 7.5 mm for dogs weighing over
10 kg and 6 mm for dogs weighing <10 kg.*’

Finally, a group of healthy dogs (group C) was studied and
used as negative control. All the dogs included were clinically
healthy dogs presented for elective surgery or annual review. The
animals included weighted over 15 kg and had different age
(1-9 years old), sex (7 males and 9 females) and breeds. They were
considered healthy on the basis of a normal physical examination,
complete blood count determination, serum biochemical analysis,
urinalysis, and fecal examination for parasites.

Clinical Pathology Testing

Blood samples were collected from the cephalic vein after a
12-hour fasting and placed in tubes containing EDTA for the
hematologic examination or with a clotting activator for the serum
biochemistry. Sera were prepared by centrifuging blood samples at
200 x g for 10 min. The hematologic analyses were performed
with an automated analyser (Mindray BC-5300; Vet Spinreact),
and blood smears were stained with Diff-Quick. The biochemical
variables determined included urea, creatinine, ALT, ALP, total
protein, albumin, cholesterol, calcium, and phosphorus by a com-
mercial kit (Spinreact, Barcelona, Spain) and a clinical chemistry
analyser (Saturno 100 Vet Crony Instruments, Rome, Italy).

sCysC concentration was determined by a latex turbidimetric
commercial kit (Cystatin C turbilatex; Spinreact, Barcelona, Spain)
as previously validated by Almy et al.>” As an indication of assay
precision, the intraday coefficient of variation (CV) was calculated
from 10 samples assayed on the same day, and the interday CV
was calculated from 10 samples assayed on separate days. The
accuracy of the assay was investigated by linearity during dilution
using the mean of three calibration curves of four standards with
known cystatin C concentrations (Cystatin C Calibrator; Spinre-
act, Barcelona, Spain). The CL (critical limit), LOD (limit of
detection), and LOQ (limit of quantification) were calculated as
follows®: CL = standard deviation (SD) x ¢ (0.05,00); LOD =
SD x 2 1(0.05,00); LOQ = 10 x SD, where the parameter 7 repre-
sents Student’s 7-test. The repeatability and reproducibility of the
cystatin C turbidimetric assay had satisfactory variability with a
within-day CV = 5.4% and a between-day CV = 7.0%, both less
than 10%. Regression analysis showed a linear relationship
(R =0.9997) between the real and theoretical values of the cystatin
C concentration. All dogs were tested for the absence of canine
heartworm disease, Anaplasma phagocytophylum, Borrelia burgdor-

feri, Ehrlichia canis antibodies (Canine SNAP 4Dx, IDEXX

Laboratories, USA), and leishmaniasis (direct visualization of
Leishmania infantum amastigotes in ganglia or bone marrow
smears and/or a positive immunoassay commercial kit; kit Q letit-
est ELISA leishmania; Laboratorios Leti, Spain).

Urine was obtained by ultrasound-guided aseptic cystocentesis.
Three microliter of urine was used for routine urinalysis (Multistix
Reagent Strips, Bayer Corporation, Madrid, Spain) according to
the manufacturer’s instructions using an Urispin reader
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(Spinreact). The strips were used to determine the presence of glu-
cose, ketones, bilirubin, urobilinogen, blood, and protein in the
urine, as well as urinary pH. The remaining sample was cen-
trifuged for 5 min at 200 x g. The sediment was evaluated, and a
part of the supernatant was used to measure urinary specific grav-
ity (USG) by manual refractometry (ZUZI 300). The urinary pro-
tein/creatinine ratio (UP/C) was calculated by measuring the
urinary protein concentration (pirogallol red and molybdate tech-
nique; RAL Laboratory, Chillton,U.K.) and the creatinine concen-
tration in the urine (Jaffe method’s; RAL Laboratory).

Statistical Analysis

Data were tested for normality by a Shapiro-Wilk test; results
are reported as mean + standard error of the mean (SEM).
Groups were compared using ANOVA on ranks due to their non-
Gaussian distribution. When statistically significant differences
were found, a Dunn’s posthoc test was used. All statistical analy-
ses were performed by Sigma Plot software version 11.0 for
Windows (Systat Software, Chicago. IL, USA). Differences among
values were considered as statistically significant when P < 0.05 or
P <0.01.

Results
Hematology

The hematologic, biochemical, and urinalysis values
of control group (Group C) were within the normal ref-
erence range established by the Clinical Pathology Ser-
vice of the Clinical Veterinary Hospital of the UEx.
WBC (Table 1) was significantly enhanced in groups A
(over 18.00 x 109/L cells) and B (11.78 & 1.14
cells x 10°/L) compared to group C (9.47 + 0.78
cells x 10°/L; P <0.001). Lymphopenia was observed
in some dogs affected with PDH (11 out of 20) and
leukocytosis (9 out of 20) due to neutrophilia; neu-
trophilia and monocytosis were detected in all SRMA
cases throughout the study (data not shown). Platelet
count (Table 1) differed statistically in Group A (day
14) and Group B compared to control (Table I;
P < 0.05).

Serum Biochemistry and Urinalysis

Serum concentrations of total proteins, albumin, cal-
cium, and phosphorus remained within the reference
values in all dogs in Group A (Table 2). A significant
raise in serum cholesterol (Table 2) was observed after

prednisone administration at day 7 (280.04 + 48.23 mg/
dL; mean + SEM) and 14 (32443 + 45.43 mg/dL)
compared to the control group (186.19 £ 60.35 mg/dL
group C; P <0.01); ALP values were significantly
enhanced in all groups (A and B) compared to control
(group C; Table 2, P <0.01). The dogs included in
Group A (day 14) and B showed an increased ALT
(Table 2; P <0.01). In dogs diagnosed with PDH,
endogenous corticosteroid production was altered
(mean pre-ACTH cortisol of 8.7 £ 1.2 pg/dL; n = 20),
while in the day 0 of the SRMA-affected group, cortisol
values remained in the reference range (2.2 4+ 0.6 pg/
dL; n = 16), as 8 pg/dL is the threshold value of the
laboratory below which serum cortisol is considered as
normal. The other biochemical determinations were
within the normal intervals. No changes were observed
in urinalysis in either group of dogs studied. The UP/C
was lower than 0.4 in all groups (Table 2) although the
higher value was observed in group B (0.35 £ 0.02;
P < 0.01 vs. control), which is commonly found in dogs
affected with PDH.*

Serum Cystatin C determinations

In group A, sCysC concentration was significantly
higher at day 7 (0.4 + 0.04 mg/L; mean + SEM) com-
pared to the control group (0.18 £ 0.03 mg/L; Graph
1); in addition, sCysC values decreased to basal values
when the prednisone dose was reduced to 2 mg/kg/d
(0.27 £ 0.03 mg/L; Group A, day 14) and further
decreased after 1 week of cortisone withdrawal
(0.15 £ 0.02 mg/L in group A, day 21; P > 0.05 com-
pared to control). Furthermore, dogs with PDH
included in group B did not show significant differences
in  sCysC (0.21 £ 0.03 mg/L) compared control
(P > 0.05; Fig. 1).

Discussion

The aim of the present work was to elucidate if
exogenous administration of corticosteroids in dogs
without renal failure influence sCys-C. These data
demonstrate that PO administered prednisone at 4 mg/
kg enhances sCys-C and that dogs affected with PDH
did not exhibit altered sCys-C values. These results are
clinically relevant if sCys-C needs to be evaluated in
any setting in which dogs are administered PO with

Table 1. Hematologic findings in the three groups of dogs included in the study
A
Group B C
Day 1 7 21
PCV (%) 45.64 + 3.11 42.07 + 1.88 43.20 + 1.71 43.55 £ 1.55 46.72 + 1.61 45.89 + 1.09
WBC (x10°/L) 20.21 £ 2.46%* 26.93 + 2.56** 24.57 + 2.88%* 18.36 + 1.87** 11.78 £ 1.14%* 9.47 £+ 0.79
PLT (x10°/L) 334.60 £+ 54.56 351.20 + 45.44 367.00 + 25.17* 303.20 £ 27.16 434.25 + 44.35% 246.80 + 26.55

PCV, white blood cell (WBC) and platelet (PLT) counts in dogs affected with steroid responsive meningitis arteritis (SRMA; group A,
n =10 at days 1, 7, 14, and 21 after treatment onset), dogs with hyperadrenocorticism (PDH; group B, n = 20), and control dogs (group
C, n=16). Values are presented as mean + SEM. Values marked with * differ statistically from the control group: *P < 0.05 and

#p.< 0,01,

223



ANEXO |

1768 Munoz et al

Table 2. Biochemic and urinary findings in the three groups of dogs included in the study.

A
Group B C
Day 1 7 14 21
Urea (mg/dL) 22.69 £+ 7.67 28.26 + 4.96 26.75 + 8.49 24.55 + 4.68% 45.66 + 34.93 3431 + 835
ALT (UI/L) 31.8 + 28.8 43.7 + 4.03 104.4 + 27.77** 59.3 + 9.85 05.95 + 16.19%* 33.68 + 2.86
Creatinine (mg/dL) 0.82 £+ 0.07 0.69 + 0.07* 0.83 + 0.08 0.86 £ 0.14 0.97 + 0.71 0.96 + 0.12
TP (g/dL) 6.2 +£0.1 6.4 £0.2 6.2 £0.1 6.4+ 0.1 6.9 £ 0.1%* 6.4+ 0.1
Albumin (g/L) 0.37 + 0.01 0.38 + 0.02 0.38 + 0.02 0.37 + 0.02 0.39 + 0.01 0.36 + 0.01
Cholesterol (mg/dL)  210.65 + 27.08 280.04 + 48.23*% 32443 + 4543 237.50 + 39.48  315.53 £ 131.52**%  186.19 + 60.35
ALP (UI/L) 227.3 £ 27.97%* 360 + 46.14%* 456 £ 61.8%* 306.7 £ 36.6%% 49435 + 79.15%* 63.68 + 5.40
Calcium (mg/dL) 11.07 £ 0.78% 11.18 + 0.66* 11.09 + 0.71* 11.14 + 0.60* 9.49 + 0.44 9.95 + 1.29
Phosphorus (mmol/L) 3.96 + 0.19 4.00 £+ 0.19 4.00 £ 0.25 3.93 +0.22 431 £ 0.12 3.78 £ 0.15
UP/C 0.24 + 0.02 0.26 + 0.02 0.22 + 0.02 0.25 £ 0.02 0.35 £ 0.02%* 0.2 £0.02

Serum urea, ALT, total protein (TP), albumin, cholesterol, ALP, calcium, phosphorus, and UP/C (urinary protein/creatinine ratio) val-
ues in dogs aflected with steroid responsive meningitis arteritis (SRMA; group A, at days 1, 7, 14, and 21 after treatment onset, n = 10),
dogs with hyperadrenocorticism (PDH; group B, n = 20), and control dogs (group C, n = 16). Values are presented as mean + SEM.

Values marked with * differ statistically from the control group: *P < 0.05 and **P < 0.01.
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Fig 1. Serum cystatin C values in the three groups of dogs
included in the study. sCysC values were determined after a 12-
hour fasting in dogs affected with steroid responsive meningitis
arteritis (SRMA; group A at days 1, 7, 14, and 21 after prednisone
treatment onset, n = 10), dogs with hyperadrenocorticism (PDH;
group B, n = 20), and control dogs (group C, n = 16). Bars repre-
sent the mean and standard error of the mean. Values bearing **
differ statistically from the control group (P < 0.01).

high doses of glucocorticoids (4 mg/kg daily). In the
first part of this study. the hematologic findings
revealed an increase in the total WBC in SRMA-
affected dogs at day 0 compared to control (Table 1;
P < 0.01); this finding is related to neutrophilia, often
seen with the onset of the SRMA clinical signs. In addi-
tion, enhanced platelet counts were found in group B
and group A at day 14 compared to control (P < 0.05),
but they were not clinically relevant.

Corticoids are widely used in veterinary and human
medicine due to their potent anti-inflammatory and
immunosuppressive effects. Several studies have demon-
strated that cortisone administration induces a rise in
sCysC in humans.'>'*** These results parallel the ones

above described as a similar increase in sCysC takes
place in dogs after oral prednisone administration for
7 days at 4 mg/kg/24 hours; this finding is not related to
impaired glomerular filtration as serum creatinine, urea
and UP/C remain within reference ranges in all groups
(Table 2). As previously mentioned, sCysC has been
demonstrated to be an earlier indicator of decreased
glomerular  function compared to creatinine**
However, exogenous corticoid administration does not
seem to induce a raise in sCysC by decreasing the
GFR. Instead, other mechanisms have been proposed,
for example Bjarnadéttir et al., in 1995'% demonstrated
that in vitro addition of dexamethasone to HeLa cells
induced a dose-dependent increase Cys-C secretion in
culture after 40 hours. The authors suggested that the
increase observed in Cys-C was due to a corticoid-
related stimulatory effect on the Cys-C gene promoter,
thus increasing the transcription of the Cys-C gene. In
methylprednisolone-treated asthma patients, the raise
observed in sCysC has also been related to the patho-
genesis of the process, as it is actively secreted by
macrophagues in the alveolus.'® Although the patho-
logic causes, dosages. and administration schedule vary
between veterinary and human medicine, and with the
ones used in the present study, these results show that
sCysC significantly increases after exogenous glucocorti-
coid administration in dogs. These results showed that
sCysC significantly increased at day 7 (4 mg/kg/d pred-
nisone) and decreased to basal values at day 14 when
the dose was reduced to half (2 mg/kg/d prednisone)
and further decreased after treatment withdrawal
(Fig. 1). These results parallel those of Risch et al.'®
who demonstrated that in humans subjected to kidney
transplantation sCysC was higher in patients treated
with corticosteroids and raised with increasing glucocor-
ticoid doses. Similar results were reported by Poge
et al.*® who described that, in patients subjected to kid-
ney transplantation treated with 500 mg of methylpred-
nisolone, sCysC peaked after 24 hours and that this rise
was dose-dependent. Interestingly, these results demon-
strate that in dogs diagnosed with PDH in which
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endogenous corticosteroid production is altered (mean
pre-ACTH cortisol of 8.7 £ 1.2 pg/dL; n = 20), and
sCysC values are not significantly different than those
obtained in the control group (P > 0.05; Fig. 1). These
results are in agreement with a recent report by
Marynissen et al.’’ who demonstrated that in dogs
affected with  hyperadrenocorticism followed for
12 months, sCysC values were not significantly different
compared to healthy dogs. In view of these results and
previous publications,* it can be concluded that exoge-
nous administration of corticosteroids increases sCysC
in a dose-dependent fashion, but impaired endogenous
production of corticosteroids does not alter sCysC.
Hence, these results suggest that in dogs affected with
PDH, the endogenous corticosteroid production is not
sufficiently high to induce a raise in sCysC and that
there is a threshold below which glucocorticoids do not
alter this parameter (Fig. 1). In view of these results,
the high immunosuppressive corticosteroid doses used
in dogs (4 mg/kg) induce significant sCysC rise, while
low immunosuppresive doses (2 mg/kg) do not. How-
ever, it remains to be studied if corticosteroid influence
over sCysC is transitory in dogs, as previously observed
in human patients affected with lupus nephritis chroni-
cally treated with corticoids.*®

In conclusion, oral prednisone administration
increases sCysC in the canine species, and this rise
seems to be dose-dependent; however, altered sCysC
was not observed in dogs showing impaired endogenous
corticosteroid production due to PDH. Hence, these
results need to be considered when interpreting sCysC
values in dogs receiving corticosteroid therapy.

Footnotes

* Prednisona Alonga; sanofi-aventis, S.A., Barcelona, Spain
" Nuvacthen Depot; Sigma-Tau Laboratory, Madrid, Spain
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