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Lista de Abreviaturas

- Aé: anglo-arabe

- ATP: Adenosisn Trifosfato

- cAMP: adenosin monofosfato ciclico

- CCR2: C-C chemokine receptor type 2

- CCL2: chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) o monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1)
- CDE: Caballo de Deporte Espafiol

- CD14: cluster of differentiation 14

- CD62L: L-selectina

- Células NK: Natural Killer

- Células Th: Células T Helper

- CID: coagulacioén intravascular diseminada

- Colitis DD: Colitis Dorsal derecha

- CSFs: Colony Stimulation Factor o Factor estimulante de colonias)
- ¢Tnl: Troponina cardiaca I

- ¢TnT: Troponina cardiaca T

- CV: coeficiente de Variacion

- CX3CR1: chemokine receptor 1

- CXCL9: Chemokine (C-X-C motif) ligand 9

- CXCL14: Chemokine (C-X-C motif) ligand 14

- DDPB: desplazamiento Dorsal del Paladar Blando

- DDD: Desplazamiento Dorsal Derecho

- EDTA-K: tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid
- EPO: eosinofil-peroxidasa

- H: hembra

- ID: Intestino delgado

- IG: Intestino grueso



- IFN-y: Interferon gamma

- LBP: Lipolisacharid Binding Protein

- LDH: enzima Lactato deshidrogenasa

- LPS: endotoxinas o cadenas de lipopolisacaridos

- NAD: nicotinamida-adenina-dinucleotido

- M: Macho

- MC: Macho castrado

- MBP: proteina basica principal

- MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

- MIP -1a: macrophage inflammatory protein-1

- NK: Natural Killer

- NLRs: receptores NOD o “nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors”
- OCD: osteocondritis disecante

- PAI-1: inhibidor del activador del plasminogeno

- ppm: pulsaciones por minuto

- POC: Point-of-Care

- PR4: Pura raza Arabe

- PRE: Pura Raza Espafiola

- PSI: Pura Sangre Inglés

- PSL: Pura sangre Lusitano

- RAO: Recurrent Airways Obstruction. Obstruccion recurrentes de vias bajas.
- rpm: respiraciones por minuto

- SRIS: Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

- TGFB: “transforming growth factor-p” o factor de crecimiento transformante-3
- TLRs: receptores tipo toll o “toll-like receptors”

- TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa



1. Introduccion






A pesar de los avances experimentados por la medicina equina en los ultimos afos, y
al desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico precoz, los procesos infecciosos que
desencadenan una respuesta inflamatoria sistémica continuan representando la principal
causa de enfermedad y muerte en los caballos (Peek et al. 2006, Werners et al. 2005,
Cohen et al. 1994, Hoffman et al. 1992). La inflamacion sistémica del organismo en
respuesta a una invasion microbiana puede causar un rapido deterioro del individuo a

pesar de que se haya eliminado al patogeno.

Tradicionalmente se ha utilizado el recuento leucocitario y el analisis diferencial de
leucocitos en sangre periférica para valorar tanto procesos infecciosos como procesos
inflamatorios en los caballos. Sin embargo, su interpretacion no es facil, pues sus
modificaciones dependen de numerosos factores. Siguiendo los pasos de las
investigaciones mas recientes llevadas a cabo en medicina humana, desde hace algunos
afios se esta valorando en medicina veterinaria el valor diagnostico y prondstico de
diversas proteinas de fase aguda en sangre (Dondi et al. 2015, Andersen et al. 2011,
Krakowski et al. 2011, Busk 2010, Fazio et al. 2010). Sin embargo, en medicina equina,
su uso esta practicamente restringido a grandes hospitales y centros de investigacion, ya
que la metodologia necesaria no es la habitual en un laboratorio de andlisis clinicos y
los reactivos necesarios hacen que estas determinaciones resulten economicamente muy
caras. En este sentido, existen algunos estudios (Steinbicker et al. 2011, Sihler et al.
2010, Steinvil et al. 2010) que indican que el andlisis cuantitativo de hierro plasmatico
permite predecir en fases tempranas procesos inflamatorios, y de forma mas exacta que
el simple recuento leucocitario (Barrera et al. 2009). El hierro plasmadtico presenta
ademas la ventaja de que se puede realizar en analizadores de sangre convencionales y a
un precio asequible. La combinacion de los diferentes marcadores de inflamacion
permite marcar la diferencia entre procesos quirurgicos y médicos en pacientes equinos

a su llegada al hospital y tomar decisiones en funcion de la gravedad.

La troponina cardiaca I se ha empleado en medicina humana y veterinaria como
marcador de perfusion miocardica (Rossi et al. 2014). Actualmente es un parametro en
desarrollo en las Unidades de Cuidados Intensivos, ya que se ha podido demostrar su
valor diagnostico y pronostico en pacientes con sepsis o con endotoxemia (Resjo et al.
2011, Lim et al. 2006, Arlati et al. 2000), asi como en caballos con diferentes patologias
gastrointestinales (Nath et al. 2012, Radcliffe et al. 2012). En este sentido, muchos de

estos pacientes, que presentan cuadros graves de septicemia o endotoxemia, pueden



desarrollar problemas hemostaticos debido a alteraciones de la coagulacion. El Dimero
D, un producto de degradacién de la fibrina, aumenta de forma significativa en
pacientes criticos y en aquéllos que presentan peor pronostico (Shorr et al. 1999). Se
han observado incrementos de las concentraciones plasmaticas de este marcador en
caballos con alteraciones digestivas que desarrollan coagulacion intravascular
diseminada (CID) (Monreal et al. 2000, Welch et al 1992), en caballos con
endotoxemia grave (Cesarini et al. 2010, Dunkel et al. 2010) y en potros sépticos

(Armengou et al. 2008).

En definitiva, actualmente no contamos con ninglin pardmetro laboratorial que nos
permita diferenciar caballos con lesiones quirurgicas de aquéllos que requieren
exclusivamente tratamiento médico. Es por ello que parte de este trabajo va encaminado
a la busqueda de marcadores que nos permitan distinguir a los pacientes que requieren
cirugia, ya que el prondstico empeora cuanto mas tiempo se tarde en tomar una
decision. Ademas, los procedimientos quirurgicos en los pacientes equinos son mas
costosos que en otras especies, puesto que el tamafio de estos supone un gasto mayor en
material y en instrumental especifico. Es muy importante conocer el prondstico de estos
pacientes antes de someterlos a una cirugia, frecuentemente costosa y no exenta de
riesgos, para poder informar a los propietarios del posible desenlace. En estos casos los
marcadores de pronostico juegan un papel fundamental, ya que nos alertan del alto
riesgo que presentan estos caballos antes de ser sometidos a un procedimiento

quirdrgico.

La necesidad de buscar marcadores rapidos, fiables y que no impliquen gastos
econdémicos importantes para los propietarios, ha hecho que se desarrolle este trabajo,
en el que se incluyen la bisqueda de nuevos biomarcadores, la comparacion de estos
con otros mas tradicionales (como p. ¢j. el lactato) y la validacion de diferentes técnicas
y equipos para poder cuantificarlos. Ademas, la integracion de los parametros con mas
relevancia clinica en paneles o tablas de valoracién nos permitiria contribuir en el
desarrollo de sistemas informatizados, como ya existen en la Unidades de Cuidados

Intensivos en medicina humana, como el SOFA o el APACHE.



II. Revision bibliogrdfica






I1.1. LEUCOCITOS

1I.1.1. Recuento total y diferencial y causas que lo modifican

El estudio cuantitativo y cualitativo de la poblacion leucocitaria en la sangre
proporciona informacion muy importante en el diagnodstico de numerosos procesos
patologicos en el caballo, y tradicionalmente se ha utilizado en la evaluacién de la
inflamacion. Los leucocitos de la sangre periférica son parte integral del sistema inmune
innato y adaptativo. La inmunidad innata (inespecifica) la componen el complemento y
la mayoria de las células fagociticas (neutrofilos, monocitos y macréfagos). El sistema
inmune adaptativo se basa en la respuesta especifica de los linfocitos frente a antigenos

individuales (Carrick y Begg 2008).

Los leucocitos de la sangre incluyen: neutrofilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos y
monocitos. Son células que se mueven continuamente por el organismo a través del
torrente circulatorio y tienen habilidad para migrar a través de los tejidos. En general,
las células sanguineas de los mamiferos derivan de células madres que se encuentran
localizadas en la médula d6sea. La célula madre pluripotencial se puede diferenciar en
células madres mieloides o linfoides. Las mieloides son las precursoras de los
eritrocitos, plaquetas, monocitos, neutrdfilos, eosindfilos y basoéfilos. Las linfoides son
las precursoras de las células B, T y NK o Natural Killer (Tizard 2009). Estas células
pueden presentar dos tipos de alteraciones principalmente: cuantitativas y cualitativas.
En las primeras, y de forma general, se incluyen dos procesos, leucocitosis y

leucopenia.

La leucocitosis consiste en un aumento del nimero de leucocitos en la circulacion
periférica por encima de los rangos de referencia. Entre sus causas se incluyen
infecciones bacterianas y viricas, lesiones traumaticas, quemaduras, estrés,
administracion de corticoides (Burguez et al. 1983), procesos inmunomediados,
liberacion de epinefrina, exceso de produccion (neoplasias de médula dsea), migracion
anormal o imposibilidad de migrar (deficiencia en la adhesion) y alteraciones en su
capacidad funcional (Sellon 2004, Jackson 2007). El término leucopenia hace
referencia a un descenso en el niumero de leucocitos circulantes por debajo de los
limites considerados fisiologicos. Sus causas comprenden infecciones masivas
(bacterianas o viricas), endotoxemia, lesiones severas y fallo en la sintesis (alteraciones

de la médula d6sea) (Cowell y Tyler 2002, Blood y Radostits 1989).



11.1.2. Neutrofilos

Son las células nucleadas més abundantes de la sangre del caballo (Latimer y Prasse
2003, Stockham y Scott 2002). En caballos sanos, suponen el 50-70% del recuento
leucocitario total. Se distribuyen en dos reservas: circulante y marginal. Ambas reservas
son iguales en tamafo; sin embargo, cuando se realiza una extraccion de sangre
mediante venipuntura, s6lo se estan valorando los neutréfilos circulantes. Normalmente,
los neutréfilos circulan por la sangre durante 12 horas y después se marginan y migran a
los tejidos periféricos, donde mueren regulados mediante apoptosis y son fagocitados

por macrofagos tisulares.

Los neutréfilos circulantes son células redondeadas de aproximadamente 10-20 pm de
diametro (Figura 1). El citoplasma estd formado por granulos de pequefio tamafio que
contienen diferentes tipos de enzimas. Unos contienen mieloperoxidasas, lisozimas,

elastasas, B-glucoronidasas, y catepsinas B. Otros carecen de mieloperoxidasa, pero

contienen lisozimas, colagenasas y lactoferrina (Tizard 2013).
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Figura 1. Neutréfilos en la sangre de un caballo sano. Se puede observar el caracteristico nticleo

multilobulado y la cromatina intensamente tefiida. Tincién con Diff-Quick (X 100). Laboratorio de
Patologia Clinica del HCV de la UEx.
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Los neutréfilos maduros contienen aparato de Golgi, algunas mitocondrias,

pocos ribosomas y reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 2).



Figura 2: Imagen de un neutrdfilo visualizado mediante microscopia electronica en la que pueden
observarse los organulos citoplasmaticos y el ntcleo (http://www.cmif.osu.edu/Microscopy-TEM).

En el centro del citoplasma se observa un nucleo irregular multilobulado. Los
nutrofilos toxicos (Figura 3), especialmente los neutrofilos en banda (Figura 4) y los
metamielocitos, se pueden confundir con los monocitos, ya que presentan un nucleo
bilobulado y/o citoplasma ligeramente basofilo (Cowell ef al. 2002). En ocasiones
presentan un citoplasma espumoso y pueden contener cuerpos de Ddohle (particulas
azuladas, periféricas, que se corresponden con restos del RNA nuclear y que se forman
como consecuencia de una maduracion defectuosa secundaria a aumentos de las
demandas). La desviacion a la izquierda consiste en un incremento del nimero de

neutrofilos en banda y formas juveniles en la sangre periférica

Figura 3: Neutréfilos toxicos, con el nucleo bilobulado y el citoplasma ligeramente basofilo. Vacuolas
fagociticas que confieren al neutr6filo un aspecto espumoso. Ambas imagenes corresponden a un frotis
sanguineo de un caballo con endotoxemia. Tincion con Diff-Quick (X 100). Laboratorio de Patologia
Clinica del HCV de la UEx.



Los neutrofilos circulantes pueden adherirse temporalmente a las células endoteliales
vasculares y regresar a la reserva circulante o adherirse firmemente al endotelio y
migrar dentro de los tejidos. La marginaciéon se incrementa rdpidamente cuando son
estimulados por citoquinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (FNT) y la
IL-8, el Factor Activador Plaquetario (PAF) o productos bacterianos (p. ej.,
endotoxinas). Estos mediadores proinflamatorios estimulan la sintesis y la expresion de
la L-selectina sobre los neutrofilos y las E-selectina y P- selectina sobre las células
endoteliales y plaquetas. El principal papel de las selectinas es formar uniones mas

firmes entre los neutréfilos y el endotelio.

La neutrofilia hace referencia al incremento del nimero de neutréfilos en sangre por
encima de los valores normales. Entre las causas mas frecuentes se incluyen infecciones
bacterianas o viricas, dafio tisular, estados inflamatorios agudos o cronicos, estrés,
administraciéon de corticosteroides (Feedman et al. 2000, Burguez et al. 1983),
enfermedades inmunomediadas, migraciones anormales (déficit en la adhesion),
funcionamiento anormal (fallo en la fagocitosis) y exceso de produccion en la médula
6sea (neoplasia de médula 6sea). En general, la mayoria de los trastornos que producen

neutrofilia pueden asociarse alternativamente con neutropenia.

La neutropenia o descenso del nimero de neutréfilos circulantes por debajo de los
limites fisioldgicos, se produce normalmente por infecciones sobreagudas,
endotoxemia, lesiones graves y fallo en la produccién (radiacion, farmacos citotoxicos y
enfermedades de la médula dsea). Experimentalmente, la administracion de endotoxinas
en caballos provoca neutropenia en 90 minutos y se tardan de 6 a 18 horas en recuperar

los valores normales de neutréfilos circulantes (Ward et al. 1987).

Los neutréfilos constituyen la primera célula fagocitica que llega al foco de
inflamacion (forma parte de la primera linea defensiva) y es un componente clave del
sistema inmune innato. Son atraidos por agentes quimiotacticos, incluidos el
complemento C5a, IL-8, citoquinas (FNT), leucotrienos (p. ej. LTB4) y productos
microbianos (Brown et al. 2006), y migran a través de la matriz extracelular, tras
adherirse a los endotelios vasculares. Estos procesos son mediados por la expresion de
selectinas y moléculas de adhesion sobre la superficie de los neutrofilos y las células
endoteliales como consecuencia de la liberacion local de proteasas (Figura 4). La

fagocitosis de patogenos en el foco de inflamacion se lleva a cabo mediante un proceso

mn



denominado opsonizacion. Ademds, los neutrofilos que han sido activados por
citoquinas (FNT e IL-6) o productos bacterianos (endotoxinas), expresan un incremento
en el nimero de receptores con alta afinidad por la inmunoglobulina G (CD64, CD16 y
CD32), endotoxina (CD14) y el componente del complemento C3b, el cual favorece la
habilidad del neutrofilo para fagocitar patogenos (Wegenka et al. 1993). La fagocitosis
desencadena la fusion del fagosoma con los granulos citoplasmaticos y se liberan
mediadores proinflamatorios, incluyendo TNF, IL-1, IL-6, IL-8, y (MIP)-2 para atraer
mas neutrdfilos y monocitos (Cavaillon 1994). Los neutrdfilos que han fagocitado
organismos sufren apoptosis, son retirados por los macréfagos tisulares y la respuesta
inflamatoria se encamina a reducir la sintesis de IL-17 y del Factor estimulante de
colonias G (G-CSF). En procesos con respuesta inflamatoria muy intensa, los
monocitos o macrofagos son incapaces de retirar todos los neutréfilos apoptoticos, de
tal forma que estos liberan metabolitos toxicos dentro de los tejidos que exacerban la
respuesta inflamatoria. Su migracion esta estimulada por factores quimiotacticos, como

la LTB4, la IL-8 y la cistina-X-cistina (Cole ef al. 1996, Shimizu et al. 1993).
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Figura 4: Esquema que representa la adhesion y migracion de los neutrofilos en los endotelios vasculares
y a través de los tejidos, asi como su activacion en respuesta a un proceso inflamatorio
(http://epidemiologiamolecular.com/defensa-innata-patogenos-infecciosos/).

Un aumento en la demanda de los neutrofilos puede originar una deplecion de su
namero en la sangre (neutropenia). Muchas de las citoquinas que inician el incremento

en la demanda también producen proliferacion de las células progenitoras de neutrofilos
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en la médula d6sea. El nimero de neutréfilos presentes en la circulacion es un equilibrio
entre la demanda y el aporte. Las demandas en exceso pueden provocar una marcada
neutropenia, seguido de un incremento en el numero de neutrofilos circulantes
(neutrofilia). Si el exceso de demanda se mantiene, la neutropenia también se mantiene
y aumenta el nimero de neutrdfilos inmaduros en banda, produciendo una desviacion a
la izquierda. La neutropenia mantenida con desviacién a la izquierda se asocia a
prondstico grave o reservado (Brown et al. 2006). En contraste, demandas mantenidas
de bajo grado o inflamaciones cronicas, provocan un aumento de la sintesis en médula
6sea. Sin embargo, la médula 6sea equina responde rapidamente equilibrando la

demanda y es raro encontrar neutrofilia en presencia de inflamacién cronica.

11.1.3. Eosindfilos

Componen el 0-3% del recuento leucocitario total en caballos sanos. Normalmente se
asocian a infecciones parasitarias y respuestas de hipersensibilidad, y son capaces de
regular la muerte de los helmintos mediante anticuerpos, complemento y linfocitos T.
Son células polimorfonucleares, de tamafio ligeramente superior a los neutréfilos. Los
granulos citoplasmaticos se tifien intensamente con la eosina, por eso reciben este
nombre (Figura 5). Los eosindfilos, y los receptores para la potente quimocina
eosinofilica eotaxina, estdn presentes en grandes cantidades en el tracto gastrointestinal
equino, y el numero de eosinodfilos presentes puede estar relacionado con la carga

parasitaria por ciatostomos (Collobert-Laugier et al. 2002).

Figura 5: Eosinofilos en la sangre de un caballo sano. Se pueden observar eosinofilos con los
caracteristicos granulos citoplasmaticos intensamente teflidos con eosina. Tincién con Diff-Quick (X
100). Laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx.
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Se unen a la IgE y son activados por los complejos antigeno-IgE para liberar el
contenido de sus granulos. Existen dos tipos de granulos citoplasmaticos. Los granulos
primarios son de pequeilo tamafio y contienen arilsulfatasa, peroxidasa y fosfatasa
acida. Los granulos cristaloides son de gran tamafo, y estan formados por un nucleo
(que contiene la proteina basica principal o MBP) y una matriz periférica que contiene
eosinofil-peroxidasa (EPO), proteina eosinofilica catiénica y neurotoxina derivada de
los eosinoéfilos. Estas proteinas, localizadas dentro de los granulos, son citotoxicas para
los parasitos y para las células de los mamiferos, y cuando se liberan inducen una
respuesta inflamatoria. Los eosinofilos son primariamente células exociticas mas que
fagociticas: las sustancias quimicas citotoxicas almacenadas en los granulos se liberan
mediante activacion eosinofilica sobre la superficie de las células diana o parésitos
(Figura 6). La MBP de los granulos es también capaz de inducir la liberacion de
histamina de basofilos y mastocitos. A pesar de que los granulos eosinofilicos contienen
una significativa cantidad de peroxidasa, se diferencian de la neutrofilperoxidasa y es
ineficaz para destruir bacterias. Son bactericidas menos eficaces que los neutréfilos. Sin
embargo, tienen un papel crucial en los procesos alérgicos cutaneos (Hubert 2006,

Weston et al. 2006, Benarafa et al. 2002).

Los eosinofilos son liberados de la médula ésea bajo el control primario de la IL-5
(Sampson 2000) y estan presentes en la circulacion varios dias. Pasado este tiempo,
migran dentro de los tejidos, principalmente piel, tracto gastrointestinal y pulmones.
Ocasionalmente, se acumulan en gran cantidad en el tracto gastrointestinal del caballo y
pueden causar colico, diarrea o enteropatia granulomatosa con pérdida de proteinas. En
raras ocasiones, la infiltracion eosinofilica se dispersa a través de multitud de 6rganos,
en cuyo caso los caballos pueden presentar pérdida de peso, diarrea, lesiones en la piel y

disfuncion hepatica (Nimmo et al. 1985).
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Figura 6: Esquema que representa la adhesion y liberacion de enzimas citotoxicas de los eosinoéfilos frente
a los parasitos (http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio225/chap17/ss5.htm).

La eosinofilia, o aumento en el numero de eosindfilos circulantes por encima de los
valores de referencia, se debe a parasitismo, reacciones de hipersensibilidad (Simson y
Foster 2000), sindrome eosinofilico sistémico (Nimmo et al. 1985) y exceso de
produccion anormal (neoplasia mieloide). Se ha descrito eosinofilia mieloproliferativa
en el caballo (Morris et al. 1984) y también se ha observado una marcada eosinofilia en
caballos con linfosarcomas y carcinomas de células transicionales (Duckett y Mathews

1997).

La eosinopenia, o descenso del nimero de eosindfilos en sangre, se ha descrito en
personas que padecen Cushing (Uchida et al. 1995), formando parte del leucograma de
estrés (Jackson 2007), en crisis hipoglucémicas (Godlowski 1948), diabetes (Uchida et
al. 1995) y embolismo pulmonar (Fernex 1964).

11.1.4 Basofilos

Son células poco comunes en la sangre periférica del caballo. Constituyen el 0,5% de
los leucocitos en la sangre circulante. Reciben el nombre por la intensa afinidad de sus

granulos citoplasmaticos por los colorantes basicos, como la hematoxilina (Pohlman

11



2000). Los granulos contienen moléculas vasoactivas similares a las encontradas en los
mastocitos. Tienen un tamano aproximado de 10 pm de didmetro (Figura 7). Intervienen
en el desarrollo de la hipersensibilidad inmediata y retardada, a través de la liberacion
de mediadores como histamina. Pueden liberar heparina e inhibir la hemostasis, pero
también pueden ser una fuente de calicreina (Holgate 2000). Existe una pequeia
cantidad de basoéfilos almacenados en médula 6sea, que tarda 2-3 dias en producirlos y
liberarlos. Los basoéfilos tienen una vida media de 6 horas en el torrente circulatorio,
migran al interior de los tejidos, donde permanecen de 10 a 12 dias, y después mueren
(Pohlman 2000). El aumento de los basofilos circulantes puede producirse en procesos

alérgicos, inflamatorios o neoplésicos, o en asociacion con hiperlipemia.

Figura 7: Basofilos en la sangre de un caballo sano. Se pueden observar basofilos con los caracteristicos
granulos citoplasmaticos intensamente tefiidos con hematosilina. Tincion con Diff-Quick (X 100)
(http://fce-study.netdna-ssl.com/2/images/upload-flashcards/89/00/44/7890044 m.jpg).

11.1.5. Linfocitos

Los linfocitos componen el segundo gran grupo de leucocitos en sangre periférica. Son
las principales células del sistema inmune adaptativo. Son redondeados, de pequeio
tamano, y tienen un diametro aproximado de 7 a 15 pum (Figura 8). Existen
subpoblaciones que no pueden ser identificadas por su estructura, pero que pueden ser
identificadas por sus moléculas de superficie y por su comportamiento. Los patrones
que expresan las moléculas de superficie se denominan inmunofenotipo. Mediante su

andlisis es posible identificar las subpoblaciones de linfocitos.
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Figura 8: Linfocitos en la sangre de un caballo sano. Se observar linfocitos no reactivos. Tincién con
Diff-Quick (X 100). Laboratorio de Patologia Clinica del HCV de la UEx.
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Se dividen en grupos: linfocitos B, linfocitos T y células NK. A diferencia de otros
leucocitos circulantes, son capaces de proliferar. Cada clase de linfocito s6lo puede ser
diferenciada mediante la identificacion de marcadores de superficie celulares

especificos y de receptores que definen la funcion celular (Carrick et al. 2008).

Los linfocitos B se distinguen por la expresion de las moléculas de inmunoglobulinas
sobre su superficie celular. Representan el 15% de la poblacion de linfocitos circulantes
y predominan en la circulaciéon como células inactivas que expresan IgD e IgM en la
superficie celular (Lunn et al. 2004, Stobo 1988). Requieren un estimulo apropiado
mediante las células T colaboradoras. A pesar de que son principalmente células
efectoras del sistema inmune humoral, también tienen un papel como células
reguladoras (Ronacardlo y Battaglia 2007, Scharnagl y Klade 2007, Mizoguchi y Bhan
2006), ya que pueden producir citoquinas, como IL-10, que restaura el equilibrio entre
las células Thl y Th2 e inhiben directamente la cascada de la coagulacion. Ademas,
producen “transforming growth factor-p” o factor de crecimiento transformante-f3
(TGFp), el cual induce apoptosis sobre las células T-efectoras. Estas células B
reguladoras especificas también tienen otras propiedades, como producir anticuerpos
que se unen a factores de la inflamacion solubles, como el complemento, actuando
como células presentadoras de antigenos, y son capaces de aumentar la tasa de células

apoptdticas que pueden liberar componentes proinflamatorios y antigenos.

Las funciones de los linfocitos T son més complejas, y las diferentes subclases son
determinadas por marcadores celulares superficiales que cada tipo de célula expresa.

Estos marcadores de superficie son el reflejo de la funcidn de cada tipo de célula.
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Aproximadamente el 80% de los linfocitos circulantes son células T, y se caracterizan
por la expresion del complejo CD3. Ademas, el 90% expresan moléculas de CD4 o
CDS. Las células que poseen una molécula CD4 tienen un receptor para células T

(TCR) que reconoce al MHC clase I-asociado a antigenos (Figura 9).
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Figura 9: Esquema que muestra el reconocimineto de los antigenos por parte de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos (Felippe, 2016).

Los linfocitos T + CD8 son predominantemente citotoxicos, y los T+CD4 son células
colaboradoras en la diferenciacion de las células B y estan involucradas en respuestas de
hipersensibilidad retardada. Pueden a su vez subclasificarse en células Thl y Th2 de
acuerdo con las citoquinas que cada tipo celular produce. Las células Thl producen
IFNy e IL-2, los cuales participan en la inmunidad mediada por células. Las células Th2
producen IL-4 e IL-5, las cuales son las citoquinas implicadas en la induccion de la
produccion de anticuerpos. Ademds hay otra subclase de linfocitos T que representan
aproximadamente el 10% de los linfocitos T circulantes y que no se limitan a reconocer
clases del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) y a expresar formas
diferentes de TCR. Estos linfocitos pueden ser CD8+ o CD4-/CD8- y son generalmente
responsables de la citotoxicidad no dependiente de anticuerpos. El 5% restante de
linfocitos circulantes no expresan ni CD3 ni inmunoglobulinas en su superficie. A estas
células se las denomina “natural killer” o “null cells” y son importantes linfocitos
citotoxicos. A pesar de que esta clasificacion de las células T es 1til y ayuda a definir su
papel, en muchas enfermedades el paradigma CD4+/CD8+ y Thl /Th2 puede ser
limitante y los actuales conceptos continuan evolucionando (Marasco y Sui 2007,

Ronacardlo y Battaglia 2007, Scharnagl y Klade 2007, Chaouat et al. 2004) .

El incremento del nimero de linfocitos circulantes por encima del rango de referencia
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(linfocitosis) en el caballo incluye excitacion, ejercicio, exceso de produccion anormal
(neoplasia linfoide) y, menos frecuentemente, estimulacion inmune. Los caballos
jovenes normalmente tienen un porcentaje mas alto de linfocitos circulantes que los

adultos (McFarlane et al. 2001, McFarlane et al. 1998).

Las causas de linfopenia (descenso del nimero de linfocitos circulantes por debajo de
los limites) incluyen la administracion de corticoides, estrés, infeccion viral,
endotoxemia, infecciones bacterianas sobreagudas e inmunodeficiencias (p. ej. la

inmunodeficiencia combinada severa y el sindrome del pony Fell).

11.1.6. Monocitos

Los monocitos representan normalmente menos del 10% de los leucocitos circulantes.
Estas células son las precursoras de los macrdéfagos tisulares y tienen actividad
fagocitaria primaria. Eliminan células seniles y apoptdticas. En este proceso participan
gran cantidad de receptores de membrana que reconocen proteinas especificas que se
expresan en la superficie de las células de edad avanzada. Son los leucocitos de mayor
tamafio en sangre circulante. El nticleo puede tener diferentes formas: oval, bilobulado,
en herradura, trilobulado o irregular (Figura 10). La cromatina estd menos condensada
que en los neutréfilos. Las vacuolas son poco frecuentes y son mas comunes en

muestras cuya preparacion se ha retrasado.

Figura 10: Monocitos en la sangre de un caballo sano. Tincién con Diff-Quick (X 100). Laboratorio de
Patologia Clinica del HCV de la UEx.

Los macrdfagos poseen tanto receptores tipo toll o “toll-like receptors” (TLRs) como
receptores NOD o “nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors”

(NLRs) por lo que son capaces de detectar invasiones de virus y bacterias. Responden

1R



mediante la produccion de citoquinas, siendo las mas importantes las 1L-17, 1L-22, el
IFN-y y el TNF-a (Figura 11). Los receptores de la superficie de los macréfagos que
son importantes en el reconocimiento de las células apoptoticas incluyen el receptor
scavenger-A, el receptor scavenger-B, CD14 y la vitronectina (Cavaillon y Minou

2005).
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Figura 11: Esquema que muestra la activacion, reclutamiento y amplificacion de la respuesta
inflamatoria mediada por los macrofagos, asi como las principales citoquinas involucradas (Costa, 2016).

Durante las infecciones, los monocitos tienen un papel fundamental por su capacidad
de destruir e ingerir microbios y secretar gran cantidad de mediadores de la inflamacion.
Al igual que los neutrofilos, los monocitos y macréfagos tienen la capacidad de
fagocitar patogenos y formar fagosomas, los cuales se fusionan con los lisosomas
citoplasmaticos que contienen componentes microbicidas. Los microorganismos y los
“patrones moleculares asociados a patdgenos” interactian con los receptores de la
superficie celular o con sefiales intracelulares, para inducir la sintesis de gran cantidad
de mediadores de la inflamacion, incluyendo eicosanoides, TNF, IL-1, IL-6 y IL-8. Son
también una fuente importante de CSFs (G-CSF, GM-CSF) y citoquinas (IL-1, IL-3 y
TNF) que regulan la hematopoyesis. Los monocitos y los macrofagos crean un vinculo
importante entre los sistemas de inmunidad innata y adquirida porque son las primeras
células presentadoras de antigenos, procesando sustancias extrafias y asociandolas con

el MHC, moléculas de clase I o de clase II. Esto permite al material extrafio inducir una
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activacion especifica de linfocitos-T, un componente critico del sistema de inmunidad
adquirida. En respuesta a esta activacion, los monocitos y macroéfagos expresan patrones

funcionales especializados que se engloban en dos categorias principales.

Tradicionalmente los monocitos activados y los macrofagos estan bajo la regulacion
del interferon-y y son conocidos como macréfagos M1. En contraste, los macrofagos
que son regulados por la IL-4, IL-13 y IL-10 son denominados Células Activadas
Alternativas o macrofagos M2. Los macréfagos activados tienden a producir citoquinas
proinflamatorias y estan involucradas en destruccion tisular y actividad antimicrobiana.
Los macroéfagos que se han activado de manera alternativa son responsables de la
presentacion de antigenos y de la cicatrizacion y reparacion de tejidos y heridas

(Mantavani et al. 2007).

Al contrario que los neutréfilos, hay un porcentaje minimo de monocitos almacenados
en la médula 6sea. Por consiguiente, en respuesta a la inflamacién se requiere la
replicacion de las células progenitoras en la médula 6sea y su respuesta es mucho mas
lenta que la de los neutrofilos, los cuales se liberan rapidamente al torrente sanguineo.
Los monocitos circulan por la sangre entre 1 y 3 dias. Existen dos poblaciones
separadas en la circulacion sanguinea, las cuales pueden ser identificadas por sus
receptores de membrana. Un grupo tiene baja expresion de quimocina CX3CRI y
elevada expresion de quimocina CCR2 y L-selectina CD62L. Migran a través de tejidos
inflamados. El segundo grupo tiene elevada la expresion de CX3CR1 y disminuida la de
CCR2 y CD62L. Estas células migran por el tejido normal y llegan a transformarse en
macrofagos residentes de vida larga, como células de Kupffer, macréfagos alveolares,
células de microglia y pericitos (Mantavani et al. 2007, Cavaillon y Minou 2005). Para
migrar a través de los tejidos, deben primero adherirse a la superficie del endotelio. La
adhesion molecular de la superficie de los monocitos y del endotelio es esencial en este
proceso. La adhesion al endotelio de los tejidos normales requiere la molécula de
adhesion integrina-f2, mientras que la adhesion al endotelio de tejido inflamado es
regulada mediante la adhesion intracelular de las moléculas 1 y 2, la molécula 1 de
adhesion vascular, el antigeno 4 retardado, la L-selectina y la molécula de adhesion
integrina-f2. La quimioatraccion en el tejido sano es regulada por las quimocinas MIP -
la, CXCL14 y CX3CL1. A diferencia de los quimioatractivos (CCL2 y CXCL9) son

responsables de la migracion de los monocitos dentro del tejido inflamado (Figura 12).
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La monocitosis se debe a inflamacion crénica y aguda, infecciones bacterianas
crénicas, estrés, administracion de corticosteroides, enfermedades autoinmunes y

exceso de produccion anormal (neoplasias de la médula dsea).

La monocitopenia, como los monocitos no siempre se observan durante el examen de

los frotis de sangre periférica en caballos sanos, puede ser un hallazgo normal.
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Figura 12: Esquema en el que se representan las diferentes funciones de los mocitos/macrofagos, asi
como las principales citoquinas implicada (Burmester y Pezzutto, 2003).

11.2. Papel de los leucocitos en el sindrome de respuesta inflamatoria sistemica (SRIS) y

en la endotoxemia

En infecciones graves o tras un dafio tisular masivo, se producen grandes cantidades
de citoquinas y oxidantes, que escapan al torrente circulatorio causando lo que se
conoce con el término de SRIS. Los caballos tienen un sistema inflamatorio
especialmente sensible frente a los productos de las paredes bacterianas Gram-
negativas, es decir, las endotoxinas o cadenas de lipopolisacaridos (LPS). Bajo
circunstancias normales, el intestino del caballo contiene numerosas poblaciones de
bacterias gram-negativas. Las endotoxinas procedentes de estas bacterias son liberadas
cuando éstas mueren o se multiplican rdpidamente, por lo que el lumen intestinal
contiene grandes cantidades de endotoxinas (MacKay 1992). La mucosa intestinal, que
estd formada por células epiteliales mucosales, anticuerpos y enzimas secretadas por
estas células y bacterias residentes adyacentes, actia como una barrera de forma
eficiente, restringiendo la presencia de endotoxinas al lumen intestinal (Moore 1981).
Las endotoxinas que consiguen atravesar la barrera intestinal se unen a proteinas

plasmaticas especificas (LBP, Lipolisacharid Binding Protein), son neutralizadas por
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anticuerpos circulantes o son retiradas de la circulacion por macrofagos tisulares (Figura
13), principalmente las células de Kupffer hepaticas (MacKay 1992, Moore 1981). Las
patologias que impiden el correcto funcionamiento de la barrera de la mucosa intestinal
permiten el paso de endotoxinas a la cavidad peritoneal y a la circulacion portal de
forma masiva (MacKay 1992, Moore 1981). Esta disfunciéon puede ocurrir como
consecuencia de un aporte sanguineo insuficiente (lesiones estrangulantes o isquémicas
del intestino), que causan una separacion de las células epiteliales de la mucosa de la
lamina propia subyacente, o en situaciones en las que existe inflamacion de la paredes
intestinales, principalmente en casos de colitis o enteritis (Steverin et al. 1994, Moore y

Morris 1992, Morris 1991, King y Gerring 1988).

Figura 13: Representacion grafica de una endotoxina (estructura de color marrén) y una proteina de
uniéon a LPS (estructura de color rojo). De fondo se pueden observar dos fagocitos mononucleares. En la
imagen B, se representa la union de la region del lipido B de la endotoxina con la LBP (*Moore 2001).

Las endotoxinas pueden ser detectadas en fluidos corporales mediante un test que se
basa en la respuesta de los lisatos procedentes de las células de la hemolinfa circulante
de los cangrejos de herradura, Limulus polyphemus (Levin y Bang 1964). Este test, a
pesar de que es extremadamente sensible para la deteccion de endotoxinas, requiere la
extraccion de sangre en condiciones estériles mediante jeringas libres de pirdgenos y el
procesado en tubos de heparina libres de endotoxinas, para a continuaciéon diluir y
calentar el plasma para reducir los efectos de las sustancias que puedan interferir con la
lectura, lo que hace su uso practicamente inviable en situaciones de emergencia. A pesar
de las diferencias en los limites de deteccion segun el laboratorio donde se ha realizado,
diferentes estudios han estimado que el 35-40% de los caballos que se reciben en los

hospitales veterinarios universitarios con alteraciones gastrointestinales presentan

M



endotoxemia (Steverink et al. 1994, Moore y Morris 1992, Henry y Moore 1991, Morris
1991, Fessler et al. 1989, King y Gerring 1988, Meyers et al. 1982).

Una vez que las endotoxinas han accedido al torrente sanguineo, pueden interactuar
con proteinas circulantes, células sanguineas o pueden ser retiradas de la circulacion por
los macrofagos tisulares del higado, bazo y pulmon. La region lipidica o lipido A de las
endotoxinas tiene naturaleza hidrofébica y es por ello que las endotoxinas tienden a
formar agregados en el plasma. Una vez formados, estos agregados interactiian con las
lipoproteinas de alta densidad y con las proteinas de uniéon LBPs, y se dispersan en
forma de mondmeros de endotoxinas (Wurfel y Wright 1997, Tobias et al. 1992, Wright
et al. 1992, Tobias et al. 1986). La unién entre las endotoxinas y las lipoproteinas de
alta densidad prolongan su vida media en la circulacion pero reducen su habilidad para
interactuar con las células proinflamatorias (Baumberger et al. 1991, Mathison et al.
1991, Vosbeck et al. 1990, Tobias et al. 1985, Ulevitch et al. 1984, Ulevitch et al. 1981,
Ulevitch et al. 1979). Sin embargo, las LBP retiran individualmente las moléculas de las
endotoxinas que forman parte de los agregados y, este hecho, facilita de forma
considerable la habilidad de estos mondmeros de interactuar con los fagocitos
mononucleares equinos (monocitos de sangre periférica, macrofagos). Estas proteinas
de unidn a polisacaridos, que sirven de enlace entre los agregados de endotoxinas y las
células inflamatorias, se sintetizan en el higado y, normalmente, circulan por el plasma
en pequeias cantidades. Las LBP forman parte de la respuesta inflamatoria de fase
aguda, por lo que estimulos como la cirugia, procesos inflamatorios o la propia
endotoxemia, pueden incrementar hasta 100 veces las concentraciones circulantes de
esta proteina (Khemlani et al. 1994, Tobias y Ulevitch 1993, Mathison et al. 1992,
Tobias et al. 1992, Wright et al. 1990).

Para que se produzca la unioén entre la endotoxina y las células inflamatorias del
hospedador, tiene que existir un receptor en la superficie de la membrana celular
denominado CD14, que se expresa en las células del sistema fagocitico mononuclear
(Tapping y Tobias 1997, Yang et al. 1996, Tobias y Ulevitch 1993, Marchant et al.
1992, Wright et al. 1990). La interaccion entre endotoxina, LBP y el receptor CD14
aumenta la sensibilidad de estas células a las endotoxinas y provoca la sintesis de
diferentes mediadores proinflamatorios. Ademads, existen evidencias de que las
endotoxinas y las LBP pueden interactuar con formas solubles del receptor CD14 que es

liberado por la superficie de las células fagociticas mononucleares. A través de estas
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interacciones, los complejos endotoxina-CD14 soluble interaccionan con células que no
poseen el receptor CD14, como por ejemplo, las células endoteliales, iniciando los
efectos inflamatorios también en estas células (Blondin ef al. 1997, Gebhard et al. 1997,
Martin et al. 1997, Tapping y Tobias 1997, Troelstra et al. 1997, Yang et al. 1996). A
pesar de que el receptor CD14 juega un papel central en la respuesta de las células
hospedadoras frente a las endotoxinas, este receptor no tiene la capacidad de transmitir
las sefiales de las endotoxinas al interior de la célula. En esencia, el CD14 es un receptor
superficial de las membranas celulares unido al exterior de la célula por puentes de
carbohidratos, por lo que no tiene porciones atravesando la membrana y por lo tanto no
puede iniciar las sefiales de transduccion que conllevan la sintesis de mediadores
proinflamatorios (Figura 14). Para que se produzcan estas sefales es necesaria la
presencia de los Toll receptors, que tienen porciones transmembrana y componentes
intracelulares que permiten la comunicacién entre el exterior y el interior celular
(*Ulevitch 1999, ®Ulevitch 1999, Wright 1999). Ademads, existen otros receptores
analogos, denominados Toll-like receptors, que son los responsables de la liberacion de
las sefiales procedentes de las endotoxinas desde el receptor CD14 hasta el interior de la
célula (Bihl et al. 2001, Visintin et al. 2001, Zhang y Ghosh 2001, Tapping et al. 2000,
Hoshino et al. 1999). Los receptores CD14 no son selectivos para las endotoxinas y
también pueden reconocer y unirse a componentes celulares de las bacterias gram-
positivas, como por ejemplo los peptidoglicanos. Cuando los receptores Toll-like tipo 2
liberan las sefiales al interior de la célula, inician por si mismas una serie de respuesta

celulares (Lorenz et al, 2000, Wang et al. 2000, Yoshimura et al. 1999).

Figura 14: Representacion grafica del complejo endotoxina-LBP unidos al receptor de membrana CD14
(estructura de color morado) en la superficie de un fagocito mononuclear. A la derecha del complejo,
aparece representado un receptor Toll-like tipo 4, con sus porciones intracelular y transmembrana. En la
Figura B se representa la transmision de la sefial iniciada tras la union de estas estructuras ("Moore 2001).
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Basandose en los resultados de diferentes estudios en monocitos y macréfagos de
diferentes especies, incluyendo el caballo, la unién de las endotoxinas a los receptores
de membrana CD14 causan la transmision de las sefiales al interior de la célula,
movilizacion de los mensajeros intracelulares e interacciones en el nucleo que inducen
la expresion de los genes que codifican sustancias proinflamatorias. Muchos de los
efectos deletéreos de las endotoxinas estdn mediados por citoquinas y sustancias
proinflamatorias sintetizadas y liberadas por los fagocitos mononucleares. Estas células
generan muchos de los mediadores de la inflamacion que han sido detectados en el
sistema circulatorio de los caballos a los que previamente se les habia administrado
endotoxinas de forma experimental, y también en caballos con alteraciones
gastrointestinales recibidos como pacientes en los hospitales (Bueno et al. 1999,
Hammond et al. 1999, Allen et al. 1993, Robinson et al. 1993, MacKay 1992, MacKay
y Lester 1992, Morris et al. 1992, Morris y Moore 1992, “Henry y Moore 1991, "Henry
y Moore 1991, MacKay et al. 1991, Morris et al. 1990, Clark y Moore 1989, Moore et
al. 1986). Dentro de los mediadores de la inflamacion que se han estudiado mas
ampliamente, se pueden citar el TNF, las interleukinas, los eiosanoides (metabolitos del

acido aracquidonico) y el factor tisular.

El TNF es una citoquina polipeptidica de pequeflo tamafio que se sintetiza por los
fagocitos mononucleares expuestos a las endotoxinas y otros estimulos
proinflamatorios. Su concentracion en el suero aumenta al poco tiempo de la
administraciéon de endotoxinas y son las responsables de iniciar una cascada de
respuestas como por ejemplo, hipotension, hemoconcentracion, acidosis metabolica y
CID (Allen et al. 1993, MacKay et al. 1991, Morris 1991, Morris et al. 1990). E1 TNF
provoca estos efectos por estimulacion de la sintesis de otros mediadores inflamatorios
(como las interleuquinas, eicosanoides y factor tisular), la respuesta de fase aguda y la
fiebre (Tracey et al. 1986). Se ha documentado una asociacion entre las concentraciones
elevadas de TNF en caballos y potros y el mal pronostico para la supervivencia (Barton
y Collatos 1999, Barton et al. 1998, Allen et al. 1993, Morris y Moore 1992, MacKay et
al. 1991, Morris 1991, Morris et al. 1990).

El 4cido aracquiddnico, que se encuentra en las membranas fosfolipidicas celulares,
es liberado por la fosfolipasa A2 y se metaboliza por la ciclooxigenasa o la
lipooxigenasa. Los metabolitos derivados del ciclo de la ciclooxigenasa que se han

estudiado mas ampliamente incluyen tromboxano A2, prostaglandina 12, prostaglandina
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E2 y prostaglandina F2. El tromboxano A2 causa vasoconstriccion por descenso de las
concentraciones del adenosin monofosfato ciclico (¢cAMP) en las células del musculo
liso, mientras que las prostaglandinas 12 y E2 causan vasodilatacion al aumentar la
concentracion del mismo. Muchos de los efectos hemodindmicos de la endotoxemia
estan mediados por estos metabolitos derivados del 4cido aracquidénico (Morris 1991,
Moore 1988, Moore et al. 1986, Bottoms et al. 1985, Moore et al. 1981). El
tromboxano A2, en concreto, estd asociado con el desarrollo de hipoxemia, disnea e
hipertension pulmonar, que se producen a los pocos minutos de haber administrado
endotoxinas. El aumento de las concentraciones plasmaticas de la prostaglandina 12 esta
asociado con la decoloracion de las membranas mucosas, prolongacion del tiempo de
relleno capilar y el inicio de la hipotension. El incremento en plasma de la
prostaglandina F2a, también se ha asociado con los abortos inducidos por endotoxinas

en yeguas en las primeras fases de la gestacion (Daels ef al. 1991, Kindahl et al. 1991).

El factor tisular o tromboplastina es una glicoproteina que se sintetiza en los
monocitos, macréfagos y, en menor grado, en las células endoteliales, como respuesta a
las endotoxinas. La mayor parte del factor tisular sintetizado por estas células
permanece en la superficie y puede estar expuesto al factor VII de la coagulacion. Como
resultado, se puede estimular la via extrinseca de la cascada de la coagulacion, causando
la estimulacion de células que pueden ser el foco de la formacion de microtrombos. Se
ha observado un incremento significativo de la actividad del factor tisular en caballos
con patologias gastrointestinales, asi como en aquellos a los que se les ha administrado
endotoxinas como parte de un estudio clinico (Grunig et al. 1991, Henry y Moore 1991,
Morris 1991, Henry y Moore 1988). La magnitud del incremento de la actividad del
factor tisular estd inversamente correlacionada con las posibilidades de sobrevivir del

animal (Henry y Moore 1991).

La mayoria de los pacientes criticos (colicos quirtrgicos, colitis y pleuroneumonias
severas) presentan endotoxinas o bacterias Gram negativas en la circulacion (Moore y
Barton 2003). Los monocitos circulantes, los macrofagos tisulares del M-1 y los
activados por la via clasica estdn disefiados para responder a las endotoxinas con la
produccion de citoquinas proinflamatorias y eicosanoides (Figura 15). A pesar de que
los monocitos y los macréfagos son criticamente importantes en el desarrollo de la
respuesta frente a las endotoxinas (células reguladoras) y en la activacion de los

neutrofilos (células efectoras), son también células que potencialmente pueden provocar
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dafio en los drganos (Brown et al. 2006). Este concepto se sustenta con la observacion
de neutrdfilos activados presentes en la sangre de todos los caballos examinados que
padecian enfermedades intestinales de tipo inflamatorio y en algunos con lesiones
estrangulantes (Weiss y Evanson 2003). La presencia de neutréfilos activados en la
sangre se correlaciona con mal prondstico. Estos neutréfilos se marginan en respuesta a
la endotoxemia, y la liberacion local de citoquinas estimula a las células a sintetizar mas
citoquinas proinflamatorias. Después de la exposicion a las endotoxinas, la migracion
de los neutrofilos a través del endotelio se retrasa y pueden ser secuestrados por las
propias células endoteliales activadas. La liberacion local de citoquinas proinflamatorias
y del contenido de los granulos citoplasmaticos de los neutréfilos degenerados en la
superficie endotelial inducen la dispersion del dafio vascular, un signo de SRIS (Brown

et al. 2006).

Como consecuencia de estos eventos, se desarrolla una hipoxia tisular global debida a
un desequilibrio entre la demanda y el aporte de oxigeno. Esta hipoxia resulta de una

combinacion de los siguientes procesos:

- Hipovolemia: descenso del gasto cardiaco, con una concomitante
disfuncion del ventriculo izquierdo y una vasoconstriccion arterial

sistémica (Lohmann y Barton ef al. 2009).

- Shock distributivo: pobre perfusion tisular compensada (Wood et al.

2008).

- Depresion miocardica secundaria a los efectos de los mediadores

inflamatorios y la apoptosis de los cardiomiocitos (Godin et al. 1996).

- Aumento de las demandas metabolicas (Burrows 1981).
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Figura 15: Esquema que muestra las diferentes fases de la endotoxemia, activacion de las células
efectoras y los diferentes mediadores de la inflamacion implicados.
(http://www .lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Endotoxemia&lang=2).

11.3. Hierro

El hierro es un nutriente esencial para los mamiferos, siendo el componente principal
del grupo hemo. Tiene funciones de transporte de oxigeno y almacenaje de proteinas
(hemoglobina y mioglobina). Ademas, forma parte del nicleo de diversas enzimas
redox, incluyendo enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial y reductasas de los
ribonucleodtidos que participan en la sintesis de desoxiribonucledtidos (Ganz y Nemeth
2005). Por lo tanto, tiene un papel fundamental en el metabolismo energético, la
proliferacion celular (Le y Richardson 2002) y la reparacion del ADN (Lukianova y
David 2005). Sin embargo, el hierro también puede dafiar los tejidos catalizando la
conversion del peréxido de hidrogeno a radicales libres, que atacan las membranas

celulares, las proteinas y el ADN (Andrews 1999).

La homeostasis del hierro sistémico extracelular viene determinada por la absorcion
del mismo por el duodeno, el reciclaje procedente de los eritrocitos degenerados
previamente fagocitados por los macréfagos, el almacenamiento en los hepatocitos y la
utilizacion por la médula 6sea (Shayeghi et al. 2005, Andrews 1999, Bothwell y Finch
1962).

El hierro se excreta via intestinal y por las células epiteliales (Donovan et al. 2005).

Dos terceras partes del recuento total de hierro en el organismo forman parte del grupo
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hemo, componente principal de la hemoglobina, que se encuentra en los precursores
eritroides y en los eritrocitos maduros (Bothwell et al. 1962). La vida media de los
eritrocitos es de 120 dias, y se ha calculado que 20 ml de eritrocitos contienen 20 mg de
hierro que es destruido diariamente. De esta manera, es necesario un aporte diario de 20
mg de hierro para producir la hemoglobina necesaria para la sintesis de nuevos
eritrocitos. El hierro que se absorbe via digestiva con la dieta sélo aporta 1-2 mg
diariamente, asi que el resto de las necesidades se cubren con el reciclaje procedente de
los eritrocitos degenerados. Este proceso se lleva a cabo en los macrofagos del sistema
reticular fagocitico, los cuales fagocitan y lisan los globulos rojos dafiados o seniles.
Una cuarta parte del total del hierro organico se almacena en los macréfagos y en los
hepatocitos en forma de reserva facilmente movilizable para la eritropoyesis (Ganz y

Nemeth 2006).

Una vez que el hierro procedente de la dieta se ha absorbido, necesita ser transportado
a través de multiples membranas celulares. Los enterocitos son capaces de absorber de
la dieta tanto el hierro procedente del grupo hemo como el no-hemo (Shayeghi et al.

2005).

El andlisis cuantitativo de la concentracion de hierro en plasma puede predecir en
estadios muy tempranos procesos inflamatorios. Las citoquinas inflamatorias,
incluyendo la IL-1, el TNF-a y el IFN-y, afectan la diferenciacion y proliferacion de la
formacién de colonias progenitoras de la serie eritroide. Las citoquinas y otros
mediadores de la inflamacion también pueden causar secuestro del hierro en las células
del sistema reticulo-endotelial. Sin embargo, actualmente se ha comprobado que la
heptacidina es la clave en la homeostasis del hierro. Este péptido actua uniéndose a la
ferroportina protagonizando la internalizacién y degradacion del hierro con la
consecuente pérdida del mismo exportado desde los enterocitos duodenales y las células
reticulo-endoteliales. Los niveles de heptacidina aparecen elevados en los pacientes con
inflamacion severa cuando se compara con el grupo control. Tradicionalmente se ha
considerado que el descenso del hierro plasmatico era consecuencia directa de procesos
anémicos (Knowles et al. 1980). Actualmente se sabe que el hierro participa en muchos
procesos y puede actuar de marcador negativo de la inflamacion, ya que el secuestro del
mismo en los macrofagos de la médula 6sea impide su utilizacion en la eritropoyesis
(Andrews 1999). En los pacientes de medicina humana se ha observado que cuando la

anemia es consecuencia de la falta de hierro tienen niveles elevados de receptores para
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la transferrina sérica y, sin embargo, los pacientes con anemia secundaria a un proceso
inflamatorio crénico no presentan esta elevacion (Ferguson et al. 1992). Los valores de
hierro sérico establecidos por el colegio europeo de medicina interna en caballos sanos

oscilan entre 72,54 ng/dLy 139,50 pg/dL.

11.4. Lactato

El acido (-lactico se produce a partir del 4cido pirtivico a través de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en condiciones de anaerobiosis celular. Se produce
constantemente durante el metabolismo y sobre todo durante el ejercicio, pero no
aumenta su concentracion hasta que el indice de produccion no supere al indice de

eliminacién de lactato.

El indice de eliminacion depende de varios factores, como por ejemplo:
transportadores monocarboxilatos, concentracion de LDH y capacidad oxidativa en los
tejidos. La concentracion de lactato en la sangre usualmente es de 1 o 2 mmol/L en
reposo, pero puede aumentar hasta 20 mmol/l durante un esfuerzo intenso (Jacobs 1981,
Sjodin et al. 1981). A pH fisioldgico se encuentra s6lo en su forma disociada, es decir,

como lactato y no como écido.

El aumento de la concentracion de lactato ocurre generalmente cuando la demanda de
energia en tejidos sobrepasa la disponibilidad de oxigeno en sangre. Bajo estas
condiciones la piruvato deshidrogenasa no alcanza a convertir el piruvato a Acetil-CoA
lo suficientemente rapido y el piruvato comienza a acumularse (Levraut et al. 1998).
Esto generalmente inhibiria la glucolisis y reduciria la produccion de adenosin trifosfato

(ATP), si no fuera porque la lactato-deshidrogenasa reduce el piruvato a lactato:

piruvato + NADH + H* --> lactato + NAD"

La funcién de la producciéon de lactato es oxidar NADH + H' para regenerar la
nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD") necesario para la glucélisis y entonces para

que continue la produccion de ATP.

El lactato producido sale de la célula muscular y circula mediante el torrente
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sanguineo hasta el higado, donde se wvuelve a transformar en glucosa por
gluconeogénesis. Al ciclo que comprende la glicolisis en la célula muscular y su
reciclaje por gluconeogénesis en el higado se conoce como ciclo de Cori (Figura 16). El
higado y el corazon tienen la facultad de oxidar el lactato de la sangre convirtiéndolo de

nuevo en piruvato.

Glucogeno

Figura 16: Esquema que representa el ciclo de Cori (https://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_ Cori).

El lactato plasmatico se estd empleando en la actualidad para valorar el grado de
isquemia y la perfusion tisular en pacientes criticos, tanto en medicina humana como
equina (Allen y Holm 2008, Thoefner 2000). Se ha demostrado su utilidad como
marcador de pronoéstico, tanto en caballos con alteraciones digestivas (Dunkel et al.
2013, Tennent-Brown et al. 2010, Delesalle et al. 2007) como en potros neonatos que
sufren procesos sépticos (Borchers et al. 2012, Castagnetti et al. 2010). También resulta
de utilidad para establecer la gravedad del proceso asi como evaluar la respuesta al
tratamiento en pacientes criticos (Tennent-Brown et al. 2007, Prittie 2006). La
concentracion de lactato plasmético y peritoneal es hoy en dia el marcador de eleccion
para determinar si un caballo requiere tratamiento médico o quirurgico (Peloso y Cohen

2012, Latson et al. 2005).
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Las células de los mamiferos producen L-lactato durante el metabolismo celular,
mientras que el D-lactato es un producto del metabolismo bacteriano de la glucosa.

Actualmente no existen en el mercado test de medicion rapidos de este ultimo.

Existen muchas causas del incremento en las concentraciones de L-lactato en sangre y
en otros fluidos bioldgicos y en funcidon de estas causas se han descrito dos tipos de
acidosis lactica. La acidosis lactica tipo A es el resultado de la hipoxia tisular,
secundariamente a la hipoperfusion, descenso de la concentracion de oxigeno en sangre
arterial o problemas tisulares en la movilizacioén del oxigeno. La hiperlactacidemia tipo
B es la consecuencia de disfunciones mitocondriales, alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos o descenso en la tasa de eliminacion del lactato (Allen y Holm 2008,
Prittie 2006). La causa mas comun e importante de hiperlactacidemia tiene su origen en
alteraciones de la perfusion e hipoxia tisular. Sin embargo, el incremento de la
concentracion plasmatica de lactato puede producirse en pacientes criticos que padecen
enfermedades donde el transporte del oxigeno a los tejidos se realiza de forma normal.
Cuando la produccion de lactato de los tejidos hipoxicos excede la tasa de eliminacion a

través de los rifiones y del higado, su concentracion aumenta en sangre (Prittie 2006).

La concentracion plasmatica de lactato también ha sido empleada como guia en
pacientes que requieren transfusiones de sangre completa. El lactato plasmatico es un
indicador muy sensible de la pérdida de sangre en el caballo y se han observado
incrementos en los animales que requieren transfusion (Hurcombe et al. 2007,

Magdesian et al. 2000).

Estudios clinicos y experimentales indican que la concentracion de lactato plasmatico
y peritoneal son herramientas muy valiosas para estimar la supervivencia de los caballos
con sintomatologia de colico. En un estudio, las posibilidades de no supervivencia en
caballos con colico fue de 1,33 y 1,46 veces superior por cada 1 mmol de lactato
incrementado en plasma y liquido peritoneal respectivamente (Delesalle ef al. 2007). En
este mismo trabajo se establecid un valor de corte del lactato plasmatico para la no
supervivencia superior a 8,6 mmol/L. Ademés, se ha observado un aumento
significativo de su concentracion en plasma en el momento de admision de caballos no
supervivientes a lesiones estrangulantes e inflamatorias de intestino grueso (Tennent-
Brown et al. 2010). Con referencia a los caballos con vélvulo de colon, Johnston y

colaboradores describen que las concentraciones plasmaticas de los caballos
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supervivientes volvieron a la normalidad a las 24 horas después de la cirugia (0,96+0,60
mmol/L), mientras que en que no sobrevivieron las concentraciones plasmaticas se
mantuvieron significativamente elevadas (3,24+3,08 mmol/L), confirmando el valor
prondstico de sus mediciones seriadas (Johnston et al. 2007). Es importante tener en
cuenta que los ponis y los caballos miniatura pueden tener concentraciones plasmaticas
de lactato elevadas en el momento de admision en comparacion con los caballos, lo que
limita el uso de este marcador para diferenciar lesiones estrangulantes versus no
estrangulantes, establecer tratamiento médico o quirrgico asi como el prondstico de

supervivencia (Dunkel et al. 2013).

Las determinaciones del lactato en sangre deben realizarse inmediatamente después de
la extracciéon, ya que el L-lactato continla aumentado como consecuencia del

metabolismo de los eritrocitos (Tennent-Brown et al. 2007).

IL.5. Troponina cardiaca I (cTnl)

Las troponinas son proteinas globulares de elevado peso molecular presentes en el
tejido muscular estriado y cardiaco. La c¢Tnl recibe esta denominacion porque parece
inhibir tanto la actividad de la miosina ATPasa como la union actinomiosina. La cTnl y
troponica cardiaca T (cTnT) tienen una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion
de necrosis celular miocardica, incluso cuando las lesiones son pequeias, y por lo tanto,
se consideran una herramienta valiosa en el manejo de diferentes pacientes criticos

(Lazzeri et al. 2008).

Las troponinas cardiacas pueden verse incrementadas por numerosas patologias que
afectan al miocardio, incluyendo alteraciones cardiacas (trombosis de las arterias
coronarias, dafio miocardico directo por trauma o inflamacion y fallo cardiaco
congestivo) asi como alteraciones no cardiacas (shock séptico, enfermedad renal,

intoxicaciones y trauma).

Actualmente, la concentracion plasmadtica de esta proteina se considera un marcador
de la funcion cardiaca, presentandose incrementos de la misma en casos de isquemia o
hipoxia miocérdica. El incremento de la c¢Tnl no solo ha sido descrito en casos de
sindromes coronarios agudos, sino que se ha observado en diversos grupos de pacientes

en la unidades de cuidados intensivos, como por ejemplo pacientes criticos con
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hipotension sistémica y condiciones tales como trauma, sepsis, embolismo pulmonar,
ictus, insuficiencia renal y enfermedad pulmonar obstructiva cronica (Arlati et al. 2000,
Spies et al. 1998). Hasta el 70% de los pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos con concentraciones elevadas de ¢Tnl no presentan enfermedades que limitan
el flujo arterial coronario (Lim et al. 2006). El incremento de sus valores plasmaticos

se considera un marcador de prondstico en pacientes humanos (Resjo et al. 2011).

En el caballo, el aumento de la concentracion plasmatica de cTnl ha sido asociado con
alteraciones gastrointestinales agudas y puede proporcionar cierta informacién para
establecer el diagndstico y el prondstico de estos pacientes (Diaz et al. 2014, Nath et al.
2012, Radcliffe et al. 2012). En el trabajo de Nath y colaboradores (2012), se observo
que gran numero de caballos con lesiones estrangulantes o inflamatorias presentaban
evidencias de lesiones miocardicas en la evaluacion inicial comparado con un grupo
control de caballos sanos. Ademas, estos hallazgos estaban directamente relacionados
con la gravedad de las lesiones y con la supervivencia, siendo los animales no

supervivientes los que tenian concentraciones plasmaticas mas elevadas de cTnl.

En pacientes criticos con enfermedades sistémicas graves, como por ejemplo cuadros
sépticos, el incremento de las troponinas cardiacas esta asociado con aumento de la
mortalidad (Reynolds et al. 2012, John et al. 2010). Sin embargo, en los estudios
realizados en potros sépticos, no se obtienen los mismos resultados que en pacientes
humanos con septicemia. En los potros diagnosticados con septicemia no se aprecia una
asociacion entre daino miocardico y supervivencia (Slack et al. 2005). En otros estudios
en animales con inflamacion sistémica, si que se ha encontrado asociacion entre las
concentraciones de troponina cardiaca y complicaciones o entre la ¢Tnl y el pronostico
(Langhorn et al. 2013, Gilliamet et al. 2012, Nath et al. 2012). En un estudio
experimental en el que se indujo endotoxemia a 8 caballos sanos se observd un
incremento significativo en las concentraciones de ¢Tnl y cuando se alcanzd el pico
maximo en las concentraciones aparecieron arritmias ventriculares (Nostell ez al. 2012).
Estos hallazgos sugieren que las lesiones miocardicas pueden aparecer antes de detectar
disfunciones en la actividad eléctrica cardiaca y que la medicion de las concentraciones
de cTnl puede proporcionar informacion anticipando este tipo de lesiones y facilitando

el diagndstico y tratamiento.

21



El intervalo de referencia para la concentracion plasmatica de cTnl en caballos sanos
es muy bajo, 0,0-0,06 ng/mL, usando un equipo de medicion rapida (Kraus et al. 2010).
Existe cierta controversia en referencia al valor de la concentracion de este parametro en
el momento de admision. Algunos trabajos citan que se deben interpretar estos
resultados con precauciéon porque un aumento no siempre estd relacionado con mal
prondstico o con un descenso en la supervivencia (Nath et al. 2012°, Kraus et al. 2010).
Sin embargo, otros autores sugieren que el incremento de las ¢Tnl en la evaluacion
inicial debe alertar a los clinicos de que estos pacientes estan predispuestos a sufrir un
mayor porcentaje de complicaciones, incluyendo la muerte o la eutanasia (Nath et al.
2012°, Radcliffe et al. 2012). Independientemente del significado de la concentracion
plasmatica en la evaluacion inicial, el incremento de la ¢Tnl en muestras seriadas
durante la hospitalizacion o tras la cirugia es considerada un valore fiable de la
progresion de la enfermedad e indicador de pronostico grave (Radcliffe et al. 2012,
Reynolds et al. 2012). Incluso incrementos moderados (rango medio = 0,97-1,90
ng/mL) en caballos sometidos a cirugia abdominal de urgencia pueden indicar un mal

pronostico para la supervivencia de estos pacientes (Radcliffe ef al. 2012).

11.6. Dimero D

El Dimero D es un producto resultante de la degradacion de la fibrina a través del
sistema fibrinolitico (Cesarini ef al. 2014). Su aumento en plasma indica una activacion
de la fibrindlisis debido a la excesiva formacion de fibrina en el arbol vascular (Monreal
2003). Las endotoxinas, inicialmente, inhiben el sistema fibrinolitico (Figura 17) a
través del incremento de la expresion del inhibidor del activador del plasmindgeno
(PAI-1) y en estados mas tardios promueven la fibrinolisis a través de la activacion de la
plasmina (Weiss y Rashid 1998, Levi ef al. 1997). En medicina humana, el Dimero D es
considerado un marcador muy sensible de la coagulacion intravascular diseminada
(CID), trombosis venosa profunda (Junod 2015), tromboembolismo pulmonar (Shapiro
y Bhatt 2016, Gruettner et al. 2015) y trombosis venosa asociada al uso de catéteres
(Prudhomme et al. 1992). También se han empleado en medicina humana para
identificar pacientes con riesgo de sufrir CID y para evaluar la respuesta al tratamiento
con terapia antitrombotica (Tripodi 2011, Adam et al. 2009). Su concentracion

plasmatica se considera el test mas sensible para diagnosticar enfermedades
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tromboembolicas y CID en humanos y ha sido demostrado que es un buen predictor de

mortalidad (Toh y Hoots 2007, Toh y Downey 2005).
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Figura 17: Esquema que representa la fibrinolisis y formacion de los productos de la degradacion de la
fibrina (http://www.lookfordiagnosis.com).

La activacion de la cascada de la coagulacion es un hallazgo comln en los caballos
que se reciben en los hospitales con trastornos gastrointestinales (Johnstone y Crane
2010, Zbanyszek et al. 2004, Dolente et al. 2002, Monreal et al. 2000, Collatos et al.
1995, Prasse et al. 1993, Welch et al. 1992, Darien et al. 1991, Johnstone IB y Crane
1986) y se ha observado que hasta el 44% de los que presentan dolor abdominal grave
experimentan CID (Monreal ef al. 2000, Welch et al. 1992). Se ha descrito que un alto
porcentaje de caballos que presentan colitis (por encima del 36%) y lesiones isquémicas
(més del 70%) padecen CID (Dallap et al. 2003, Dolente et al. 2002, Monreal et al.
2000). Aproximadamente el 40% de los caballos con patologias gastrointestinales
isquémicas o inflamatorias de pronostico reservado, presentan depdsitos masivos de
fibrina en diferentes organos, hallazgos consistentes con microtrombosis y CID
(Cotovio et al. 2007). Se ha podido comprobar que existe un aumento en la morbilidad
y mortalidad asociado con alteraciones en los sistemas de coagulacion y fibrinolitico en
los caballos que presentan enfermedades sistémicas (Dallap et al. 2003, Wada et al.
1995). En otros estudios, se ha comprobado que la deteccion rapida y el tratamiento
temprano de las coagulopatias en los pacientes equinos y humanos disminuyen la
morbilidad y mortalidad asociadas con el desarrollo fulminante de CID (Wada et al.

1999, Collatos et al. 1995, Orsini et al. 1988). En los pacientes equinos, el Dimero D ha

A



resultado ser una herramienta eficaz en la deteccién de estados de hipercoagulacion
tanto en caballos con célico como en potros sépticos durante la hospitalizacion (Dallap

et al. 2003, Welch et al. 1992, Pablo et al. 1983).

Las coagulopatias de consumo en el caballo pueden causar complicaciones tan graves
como CID o tromboembolismo pulmonar, aunque la complicacion mas frecuente y
menos grave de estos eventos tromboticos es la tromboflebitis (Norman et al. 2008,
Dolente et al. 2005, Traub-Dargatz y Dargatz 1994, Welch et al. 1992, Morris 1989).
La intensidad de los transtornos hemostaticos depende de la gravedad y la duracion de
las lesiones gastrointestinales asi como del grado de activacion en funcion de la
respuesta inflamatoria del hospedador (Woodward et al. 2003, Wood y Feddle 1997).
Los caballos con problemas inflamatorios graves y alteraciones isquémicas son los
pacientes que sufren con mas frecuencia coagulopatias (Cesarini et al. 2020, Delgado et
al. 2009, Monreal y Cesarini 2009, Dallap 2004). Estudios previos han establecido que
existe una asociacion entre la gravedad de la coagulopatia en los caballos con
enfermedades gastrointestinales y el descenso en la tasa de supervivencia (Cesarini et
al. 2010, Dunkel et al. 2010, Dallap et al. 2003, Dolente et al. 2002, Collatos et al,
1995, Prasse et al. 1993, Johnstone y Crane 1986). Ademas, los caballos que presentan
CID como complicacion de un colico tienen menos probabilidades de sobrevivir y la
estancia en el hospital se extiende méas que en aquellos caballos que no sufren

coagulopatias (Cesarini et al. 2010).

La mayoria de las alteraciones hemostaticas aumentan durante el primer dia de
hospitalizacion (casos con tratamiento médico) o después de la intervencion quirtrgica
(pacientes con isquemia intestinal) y normalmente los valores retornan a los limites de
referencia cuando el caballo es dado de alta (Feige et al. 2003, Johnstone y Crane
1986). Existen evidencias indirectas que sugieren que no so6lo el proceso digestivo
activa la cascada de la coagulacion por si mismo, sino que también los procedimientos
quirargicos pueden resultar en una marcada activacion del sistema de la coagulacion
(Feige et al. 2003, Collatos et al. 1995, Moore et al. 1995). En definitiva, el Dimero D
plasmatico es un indicador sensible y especifico de la presencia de CID en caballos con
colico y los valores elevados, por encima de 4.000 ng/mL, son indicativos de un

pronostico grave y porcentajes de supervivencia bajos (Cesarini et al. 2010).
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es profundizar en el estudio de la utilidad
de diferentes parametros laboratoriales en la evaluacion de la gravedad que presentan
los caballos remitidos a los Servicios de Urgencias, asi como analizar su valor

pronostico.

De forma mas concreta, esta Tesis Doctoral tiene los siguientes objetivos especificos:

1. Contribuir en la caracterizacion de parametros analiticos indicativos de

inflamacion y/o isquemia en el caballo.

2. Comparar los resultados obtenidos en la concentracion plasmatica de hierro

con otros indicadores hematolégicos y bioquimicos ya descritos.

3. Determinar si la concentracion plasmatica de hierro permiten diferenciar

procesos estrangulantes de lesiones inflamatorias.

4. Valorar el valor pronostico de la concentracion plasmatica de hierro en

caballos con colico.

5. Evaluar la utilidad de un sistema POC (Point-of-Care) para la medicion de

Troponina cardica I (cTnl) y Dimero D en caballos criticamente enfermos.

6. Valorar si el valor de la ¢cTnl como marcador de perfusion tisular y la
concentracion plasmatica de Dimero D como indicador de CID pueden estar

asociados con el pronostico de los caballos criticos.

7. Establecer el valor de la eosinopenia para diferenciar patologias asociadas a la
endotoxemia y/o SRIS de otras patologias no inflamatorias que causan dolor

abdominal en caballos criticos en el momento de la recepcion.
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IV.1. ESTUDIO I: VALORACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA
DE HIERRO Y DE LACTATO COMO MARCADORES DE INFLAMACION E
ISQUEMIA EN EL CABALLO.

1V.1.1. Animales

Este estudio fue llevado a cabo de acuerdo a las normativas relacionadas con el
bienestar animal de la Union Europea, de Espafia y de la Comunidad Auténoma de
Extremadura, con una evaluacién positiva por parte del Comité de FEtica de

Experimentacion Animal de la Universidad de Extremadura (N°Registro 152/2015).

Se han incluido 113 caballos, de edad superior a 2 afios, admitidos como pacientes en
el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Extremadura, durante los afios 2008

y 2009. Los animales se han distribuido en dos Grupos:

GRUPO A: caballos con enfermedades localizadas, 30 machos y 11 hembras, con una
media de edad de 6,34 + 4,65 afos, sin signos clinicos de afectacion sistémica (Tabla 1).
En este Grupo se incluyen animales con trastornos ortopédicos, laceraciones, problemas

genitourinarios, alteraciones de vias respiratorias altas y otros (Grafica 1).

GRUPO B: caballos con enfermedades sistémicas (Tabla 2). Se incluyen en este Grupo
los caballos que presentaban evidencias de SRIS, tal y como se encuentra definido en la
actualidad, modificado de medicina humana para ser empleado en pacientes equinos
(Lambert et al. 2016, Bone et al. 1992). El criterio de inclusion fue el padecimiento de

dos o mas de los siguientes signos clinicos:

- Fiebre (temperatura rectal superior a 38,5°C) o hipotermia (temperatura rectal

inferior a 37°C).

- Neutrofilia (recuento de neutrofilos superior a 12,5 x 10°cel/uL) o
neutropenia (recuento de neutréfilos inferior a 5 x 10°/ul) sin o con desviacion a la

izquierda.
- Taquicardia (frecuencia cardiaca superior a 50 ppm).
- Taquipnea (frecuencia respiratoria superior a 20 rpm).

- Incremento del numero de formas inmaduras de granulocitos (recuentos
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superiores al 10% de bastonados o neutréfilos en banda) o desviacion a la izquierda.

Este Grupo estd ampliamente representado por animales con patologias
gastrointestinales (Grafica 2). De ellos, 23 fueron machos y 18 hembras, con una edad

media de 8,77 = 5,2 afios.
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Tabla 1: Grupo A. a = afios; Aa = anglo-arabe; CDE= Caballo de Deporte Espafiol; DDPB=
desplazamiento dorsal del paladar blando; H= hembra; M= macho; MC= macho castrado; OCD =
osteocondritis disecante; PSI= Pura Sangre Inglés; PRa= Pura Raza Arabe= PRE = Pura Raza Espafiola;
PSL= Pura Sangre Lusitano.

1 3a M Cruzado Criptérquido 22 4a M PSL Fractura sesamoideos
2 3a H Cruzado Fractura condilar 23 9a H PR3 Wobbler

3 2a MC Cruzado Laceracion 24 43 H Cruzado  Subluxacion articular
4 8a H Cruzado Hematoma etmoidal 25 3 a M Cruzado  Funculitis

5 18a M Ad Cistitis 26 7a MC  Cruzado Fractura rudimentario
6 16a H Cruzada Laceracion 27 2a M PSL 0ocD

7 13a M PRE Laceracion 28 10a M PRE Luxacion

8 2a MC Cruzado Laceracién 29 3a M PRE Hematoma pene

9 20a MC PSI Laceracion 30 2a MC Cruzado  Artrosis

10 2a MC CDE Laceracion 31 2a MC Cruzado  Wobbler

11 3a MC Cruzado Laceracién 32 3a H PRE Artritis séptica

12 10a M PRE Criptérquido 33 5a M Cruzado Laceracion

13 7a H PR3 Laceracion 34 2a H CDE Tenosinovitis

14 11a H Frison OCD menudillo 35 9a M PRE Arpeo

15 13a MC Cruzado Infeccidn protesis 36 2 a M Cruzado  Artritis séptica

16 5a MC Cruzado Criptérquido 37 9a M PRE Arpeo

17 10a MC PRE Habronemiasis 38 5a MC Cruzado  Funiculitis

18 8a MC CDE Hemiplejia laringea39 5a M PRE Perforacion corneal
19 5a M PSL Higroma carpo 40 5a M PRE Criptérquido

20 4a H PSL Ulcera corneal 41 3a H PRE Fractura cerrada

21 4a M Cruzado Queloide
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Tabla 2: Grupo B. a= afios; Colitis DD = Colitis Dorsal Derecha; CDE = Caballo de Deporte Espaiol;
DDD = Desplazamiento Dorsal Derecho; H = Hembra; ID = Intestino Delgado; M = macho, MC =
Macho castrado; PR4 = Pura Raza Arabe; PRE = Pura Raza Espafiola; PSL = Pura Sangre Lusitano; PSI
= Pura Sangre Inglés; RAO = Recurrent Airways Obstruction

1 3a H Cruzado Colitis 22 4a MC  Cruzado Evisceracion

2 8a M PRE Impactacion arena 23 18a MC Cruzado Fecaloma colon menor
3 9a MC Cruzado Adelgazamiento crénico/ 24 2,5a H PRa lleitis por A. Magna

4 5a M PRE Impactacién colon menor |25 7 a H PR3 Rabdomiolisis postesfuerzo
5 30a M Ad  Desplazamientodecolon 26 7a H Aa Enteritis, neumonia
6 6a M PRE Hernia inguinal 27 4a H Cruzado Laminitis aguda

7 16a M PRE Hepatitis 28 ©6a H PRE Torsidn de colon

8 9a MC Cruzado Linfoma 29 12a H PRE Rotura de recto

9 5a M PSL Miopatia 30 7a H PRE Impactacién de colon
10 6a M PSL Miopatia 31 13a MC Cruzado Enteritis, peritonitis
11 4a H Cruzado Colitis 32 7a H PRE DDD, afectacién ID
12 5a M CDE Ulceras gastricas 33 11a MC Cruzado RAO

13 6a M PRE Peritonitis. ColitisDD ' 34 3a MC Cruzado Peritonitis

14 15a H PSI RAO 35 8a H PRE DDD, neumonia

15 13a MC PRE Enteritis 36 14a H PR4 Lipoma estrangulante
16 3a M PRE Obstruccidn esofadgica 37 8a MC PSI Adelgazamiento crdnico
17 16a M Cruzado Herniaestrangulada 38 8a H PRa Distocia

18 13a MC Cruzado Absceso 39 8a MC  Cruzado Enteritis. Neumonia
19 10a H PRE  Desplazamiento de colon ' 40 6a H PRE Impactacion

20 9a M PSL DDD 41 7a H PRE Laminitis aguda
21 8a H Cruzado Laminitis
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® Alteraciones genitourinarias
® Transtornos ortopédicos
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respiratorias altas
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Grafica 1: Distribucion de los caballos integrantes del Grupo A por Grupos de enfermedades.

Caballos GRUPO B
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B Laminitis
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Grafica 2: Distribucion de los caballos integrantes del Grupo B por Grupos de enfermedades.

En cada animal, y en el momento de admisién en el Hospital, se recogieron las
siguientes constantes: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura rectal.
En los animales que llegaron con constantes alteradas, se volvi6 a repetir la medida 10
minutos después, para descartar que el incremento de frecuencia cardiaca, respiratoria
y/o temperatura pudiera ser debida a estrés (transporte, animales no acostumbrados,

etc.).

Con el fin de comparar los resultados obtenidos, se procedi6 a la extraccion de sangre
a un Grupo Control (Grupo 0), formado por 31 caballos sanos, 13 machos y 18 hembras,

con edades comprendidas entre 3 y 17 afos (6,64 £ 2,64 afios). En todos ellos,
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procedentes de particulares, se procedié a realizar una exploracion fisica completa asi

como una analitica sanguinea consistente en hematologia y bioquimica plasmatica.

1V.1.2. Recogida y procesado de las muestras

La recogida de las muestras de sangre se realiz6 en el momento de la recepcion del
animal en el Hospital, y siempre previamente a la administracion del tratamiento. La
extraccion se llevo a cabo en la vena yugular, con la ayuda de vacutainers, utilizandose
tres tubos de recogida en cada caballo, conteniendo como anticoagulante,
respectivamente, EDTA-K o tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid (para la
hematologia), heparina de litio (para la bioquimica sanguinea) y citrato sodico (para la
determinacion de la concentracién plasmatica de fibrindgeno). Se excluyeron del
estudio aquellos animales que habian recibido tratamiento previo, exceptuando

sedacion/analgesia para el transporte con farmacos de rapida eliminacion.
En las muestras recogidas se realizaron las siguientes pruebas:

Hematologia: consistente en recuento de globulos rojos, valor hematocrito,
concentracion de hemoglobina, volumen corpuscular medio (MCV), concentracion de
hemoglobina corpuscular media (MCHC), hemoglobina corpuscular media (MCH),
recuento total y diferencial de leucocitos y concentracion plasmatica de fibrindgeno. Se
utilizd un analizador automatico de sangre de impedancia (Sysmex F-800¢), excepto
para el valor hematocrito, que se realizd mediante ultracentrifugacion (Jouan Hema-C-),
el recuento diferencial de leucocitos, que se realiz6 de forma manual (se contaron y
diferenciaron 100 leucocitos en extensiones de sangre tefiidas con Diff-Quick, Quimica
Clinica Aplicada S.A.), y para la concentracion plasmatica de fibrindgeno, que se

determiné mediante coagulometria (Hemofibrin-kit®, Laboratorio Gernon S.A.).

Bioquimica plasmética: se determind la concentraciéon plasmatica de hierro (Test

fotométrico colorimétrico para hierro con LCF, Lipid Clearing Factor, Human
diagnostics wordlwide Iron Liquicolor’, RAL S.A. Spain. EL), urea, creatinina, glucosa,
bilirrubina total, directa e indirecta, AST, GGT, calcio, fosforo, proteinas totales,
albumina y lactato (kits comerciales de Laboratorios Spinreact para analizador

automatico Saturno 100 Vet, Crony “ Instruments), sodio, potasio y cloro (Easy
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Electrolytes medica®).

1V.1.3. Estudio estadistico

Para el andlisis descriptivo de las variables se ha utilizado la plataforma de
distribucion (“Distribution platform’) de JMP6. Se ha realizado un andlisis descriptivo
de las variables en los diferentes Grupos de pacientes estudiados. Las variables

cuantitativas se han expresado segun la media y la desviacion estandar (DE).

El andlisis de la distribucion de una variable continua y entre distintos Grupos de
poblacion definidos por una variable categdrica X se realizd mediante la plataforma
“Oneway” de JMP6, que calcula el andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar si
hay diferencias entre las medias. El andlisis de la independencia se realizd con un test
paramétrico (Tukey-Kramer-HSD y T de Student). Se considerd que las diferencias
entre variables de diferentes Grupos eran estadisticamente significativas con un nivel de
significacion inferior o igual a 0,05. Ademads se realiz6 un andlisis de correlacion y la
correspondiente recta de regresion con la plataforma “Bivariate” de JMP6 para las

variables hierro y lactato.
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IV.2. ESTUDIO II: CONCENTRACION PLASMATICA DE HIERRO EN
CABALLOS CON ALTERACIONES GASTROINTESTINALES DE ORIGEN
INFLAMATORIO, OBSTRUCTIVO Y ESTRANGULANTE

1V.2.1. Animales

Se incluyen en este estudio 117 caballos mayores de 1 ano de edad que fueron
remitidos al Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Extremadura con
sintomatologia de cdlico, en el espacio comprendido desde Enero de 2010 hasta Enero
de 2014. Como criterios de exclusion se incluyeron: potros neonatos o caballos jovenes
de menos de 1 afio de edad, caballos remitidos al Servicio de Urgencias por otras
razones no relacionadas con alteraciones gastrointestinales y caballos que fueron

sacrificados por motivos econdmicos.

Ademas, se estudid un Grupo Control formado por 39 caballos procedentes de
particulares, y que fueron considerados sanos en base a su historia clinica, examen
fisico y ausencia de alteraciones en los analisis de sangre realizados (hematologia y

bioquimica).

Los caballos enfermos se agruparon, en funcion del tipo lesion, de la siguiente forma:

IL: lesiones inflamatorias del intestino grueso (12 caballos).
- OL: lesiones obstructivas de intestino grueso (43 caballos).

- SL: lesiones estrangulantes de intestino grueso (7 caballos).
- IS: lesiones inflamatorias de intestino delgado (15 caballos).

- SS: lesiones estrangulantes de intestino delgado (37 caballos).

OS: lesiones obstructivas de intestino delgado (3 caballos).

Estos animales fueron también agrupados en funcion del prondstico en supervivientes
(S), constituidos por 70 caballos, y no-supervivientes (NS), constituido por 47 caballos,

que murieron o fueron eutanasiados como consecuencia de la enfermedad.

Los caballos enfermos eran PRE (49 caballos), PSL (13 caballos), centroeuropeos (11
caballos), PR4 (5 caballos), PSI (1 caballo), Frisones (1 caballo), Hispano Bretones (1
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caballo) y cruzados (36 caballos). En el Grupo Control se incluyeron 25 caballos PRE,
11 caballos cruzados, 1 PSI, 1 caballo PSL y 1 caballo PRa.

La media de edad en los caballos del Grupo Control fue de 9,03 + 5,78 afios. La
correspondiente a los animales problema fue de 8,94 + 5,24 afios. Segin los Grupos
estudiados, en los caballos del Grupo con lesiones inflamatorias de intestino grueso (IL)
fue de 7,91 £ 5,37 afos, en los caballos con lesiones inflamatorias de intestino delgado
(IS) 9,93 + 5,23 anos, en los caballos con lesiones obstructivas de intestino grueso (OL)
8,39 + 4,41 anos, en los caballos con lesiones obstructivas de intestino delgado (OS)
6,67 + 3,21 afios, en los caballos con lesiones estrangulantes de intestino grueso (SL)
16,57 £ 7,21 afios y en los caballos con lesiones estrangulantes de intestino delgado

(SS) 8,16 + 4,31 aios.

En el Grupo SS se incluyeron 37 caballos, de los cuales 24 tuvieron un
diagnoéstico de hernia inguinal (24/37), 9 caballos presentaban volvulo de intestino
delgado (9/37), 2 caballos lipoma estrangulante (2/37) y 1 caballo presentaba una lesion
estrangulante de intestino delgado como consecuencia de un diverticulo de Meckel
(1/37). En el Grupo SL se incluyeron caballos con los siguientes procesos: 6 caballos
con torsion de colon mayor (6/7) y 1 caballo con un lipoma estrangulando el colon
menor (1/7). El Grupo OL estuvo compuesto por 13 caballos con desplazamiento dorsal
derecho (13/43), 26 caballos con impactaciones de colon mayor (26/43), 2 caballos con
impactacion de ciego (2/43), 1 caballo con desplazamiento dorsal izquierdo (1/43) y 1
caballo con un fecolito (1/43). En el Grupo OS se incluyeron 2 caballos con
impactacion primaria de ileon (2/3) y un caballo con ileitis causada por Anaplocephala
magna (1/3). Los procesos diagnosticados en el Grupo IL fueron los siguientes: 11
caballos con diagnoéstico de colitis (11/12) y 1 caballo con colitis dorsal derecha (1/12).

Todos los caballos incluidos en el Grupo IS tuvieron un diagnostico de enteritis (15/15).

II1.2.2. Muestras de sangre

Las muestras de sangre, que se obtuvieron en el momento de ingreso al Hospital
mediante vacutainer, fueron extraidas de la vena yugular y procesadas en tubos de
EDTA-K (tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA K3, BD Vacutainer,

Becton Dickinson), citrato sédico (BD Vacutainer, Becton Dickinson) y heparina sddica

%!



(BD Vacutainer, Becton Dickinson). Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Patologia Clinica del Hospital Clinico Veterinario de la UEx. La hematologia
(muestras con EDTA-K) fue realizada inmediatamente. Las muestras de sangre
heparinizada y citratada fueron centrifugadas a 2000 g durante 10 minutos para la

obtencion del plasma.

El examen clinico y laboratorial inicial en todos los pacientes del estudio incluyo:
ecografia abdominal, palpacion rectal, sondaje nasogastrico, abdominocentesis,

hematologia y bioquimica sanguinea.

El analisis hematologico se realiz6 en un analizador automatico para hematologia
(Mindray BC-5300 Vet Spinreact®), exceptuando el valor hematocrito, que se obtuvo
mediante ultracentrifugacion (ultracentrifugadora Jouan Hema-C). El fibrindgeno
plasmatico se determin6 mediante desnaturalizacion por calentamiento a 56°C en sangre
con EDTA-K como anticoagulante. Se utilizé la técnica de Millar, que aplica una
formula en la que se incluye la medida de la longitud del precipitado en el tubo del
hematocrito tratado con calor (Millar et a.l 1971, Blaisdell and Dodds 1977, Campbell
etal. 1981).

Los parametros bioquimicos analizados de proteinas plasmaticas, creatinina y lactato,
fueron determinados en analizador automatico para bioquimica sanguinea (Kits
comerciales para analizadores automaticos de Laboratories Spinreact S.L.®; Saturno
100 VetCrony ®). La concentracion plasmatica de hierro fue determinada mediante test
fotométrico colorimétrico para hierro sanguineo con LCF (Lipid Clearing Factor)

(Human diagnostics wordlwide Iron Liquicolor’, RAL S.A. Spain. EL).

1V.2.3.Método estadistico

Se realizo test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. En los datos
que no se distribuyeron de forma normal, se aplicaron pruebas no parametricas de
Kruskal-Wallis (parametros relativos a la clasificacion) y test de Mann-Whitney
(valores referentes al pronostico). Los resultados fueron expresados como media y
desviacion estandar. Aquellos valores con un nivel de significacion de p < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. El andlisis estadistico fue realizado

empleando la version 19.0 del programa SPSS para Macintosh.
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IV.3. ESTUDIO III: CONCENTRACION PLASMATICA DE TROPONINA
CARDIACA I (¢Tnl) Y DIMERO D COMO MARCADORES DE PRONOSTICO
EN CABALLOS CRITICOS

1V.3.1. Animales

Se han estudiado 21 caballos con signos de SRIS y/o endotoxemia, remitidos al
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Extremadura con diferentes
patologias digestivas. En todos los caballos se realizaron pruebas diagnosticas iniciales
que incluyeron: hematologia completa, bioquimica sanguinea, ecografia abdominal,
examen rectal, sondaje nasogastrico y abdominocentesis. Se consideraron caballos
endotoxicos aquellos que presentaban, al menos, dos de los siguientes signos clinicos:
taquicardia (igual o superior a 60 ppm), esclerdtica inyectada, aumento del tiempo de
relleno capilar (superior a 2 segundos), y presencia de halo endotdxico. Se consideraron
caballos con SRIS cuando presentaban dos o mas de las siguientes alteraciones: fiebre o
hipotermia (temperatura rectal superior a 38,5°C o inferior a 37°C), taquicardia
(frecuencia cardiaca superior a 50 ppm), taquipnea (frecuencia respiratoria superior a 20
respiraciones/minuto), leucocitosis o leucopenia (recuentos de globulos blancos
superiores a 12.500 o inferiores a 5.000 células/uL), o incremento del nimero de formas
inmaduras de granulocitos o desviacion a la izquierda (recuentos superiores al 10% de

bastonados o neutréfilos en banda).

En el Grupo Control se incluyeron 10 caballos sanos que pertenecian a propietarios
particulares y que se consideraron sanos en base a la historia clinica, examen fisico y

ausencia de alteraciones en el recuento sanguineo y en el perfil bioquimico.

Los caballos enfermos se clasificaron, en funciéon de su prondstico, en dos Subgrupos:
supervivientes (Subgrupo A) y no supervivientes (subgrupo B). Se definen como
supervivientes aquellos caballos que tras el tratamiento fueron dados de alta hospitalaria
sin complicaciones potenciales para su vida. Los caballos eutanasiados por motivos

econdmicos no fueron incluidos en este estudio.
En cuanto a la enfermedad diagnosticada, los caballos se dividieron en 3 Grupos:

- Enfermedades inflamatorias (I): 7 animales (4 caballos con enteritis y 3 caballos
con colitis).

- Enfermedades obstructivas (0): 5 animales (3 caballos con desplazamiento
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dorsal derecho, 1 caballo con impactacién de intestino delgado y 1 caballo con
un fecaloma en colon menor).

- Lesiones estrangulantes (S): 9 animales (4 caballos con hernias inguinales, 2
caballos con volvulo de intestino delgado y 1 caballo con atrapamiento del

intestino delgado en el foramen epiploico).

Todos los caballos incluidos en estos tres Grupos, cumplian la definicion de SRIS y/o

endotoxemia.

1V.3.2. Muestras de sangre

Las muestras de sangre, que se obtuvieron en el momento de ingreso al Hospital
mediante vacutainer, fueron extraidas de la vena yugular y procesadas en tubos de
EDTA-K (tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA K3, BD Vacutainer,
Becton Dickinson), citrato sédico (BD Vacutainer, Becton Dickinson), heparina sédica
(BD Vacutainer, Becton Dickinson) y tubos sin anticoagulante para la obtencién de
suero. Las muestras fueron remitidas al Laboratorio de Patologia Clinica del Hospital
Clinico Veterinario de la UEx. La hematologia fue realizada inmediatamente, igual que

la bioquimica sanguinea bdsica.

En el estudio se incluyeron el valor hematocrito, recuento total de leucocitos,
concentracion plasmatica del fibrindgeno, y concentracion en plasma de proteinas
totales y creatinina. Pardmetros clinicos como frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria y temperatura rectal también fueron analizados, ya que han sido

tradicionalmente usados como marcadores de la inflamacion y como factor prondstico.

Los parametros bioquimicos fueron valorados mediante un analizador automatico
(Kits comerciales para analizadores automdticos de Laboratories Spinreact S.L.®;

Saturno 100 VetCrony ®).

Para el recuento de células sanguineas se empled un analizador electrénico automatico
(Mindray BC-5300 Vet Spinreact®), exceptuando el valor hematocrito, que se obtuvo

mediante ultracentrifugacion (Jouan Hema-C®).

El fibrindgeno plasmatico fue recogido y procesado en tubos de vacutainer con

EDTA-K y analizado mediante desnaturalizacion por calentamiento a 56°C. Para
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establecer las concentraciones en forma numérica se aplicd la técnica de Millar, que
aplica una férmula en la que se incluye la medicion de la longitud del precipitado en el

tubo del hematocrito tratado con calor.

El plasma sobrante (obtenido mediante centrifugacion a 2000 g durante 10 minutos) y
el suero (obtenido mediante centrifugacion a 200 g durante 10 minutos) se recogieron
en tubos de eppendorf'y se congelaron a -20°C para la determinacién de ¢Tnl y Dimero

D.

Se procedi6 a estudiar dos muestras de sangre en cada animal, la obtenida en el
momento de ingreso en el Hospital (Muestra 1) y la ultima recogida en el momento del

alta hospitalaria o previa a la muerte/eutanasia (Muestra 2).

1V.3.3. Dimero D y cTnl

El Dimero D y cTnl fueron analizados mediante el analizador automatico AQT90
FLEX, tras validacion analitica previa (estudios de precision, linealidad y limites de

deteccion).

El coeficiente intraensayo de variacion (CVs) fué calculado tras el analisis de las 3
muestras con mayor concentracion de cTnl (procedentes de caballos con endotoxemia)

repetido 5 veces. El mismo protocolo fue empleado para el Dimero D.

La linealidad fue evaluada mediante la dilucion de dos muestras de plasma de caballos
con endotoxemia con concentraciones altas de c¢Tnl, y dos muestras con

concentraciones elevadas de Dimero D.

Los limites de deteccion fueron calculados para cada determinacion basandose en
datos de 12 determinaciones replicadas del cero estdndar (muestras tampones diluidas)

como valor medio y dos desviaciones estandar.

V.3.5. Analisis estadistico

Las medias aritméticas, desviaciones estandar y el Coeficiente de Variacion (CV)

intra ensayo, fueron calculados mediante procedimientos estadisticos descriptivos
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rutinarios. Se emple6 el test de Kolmogorov—Smirnov para la evaluacion de normalidad
y el test de Kruskal-Wallis para comparar las medias del Grupo Control y los caballos
criticamente enfermos, asi como para evaluar las diferencias entre los supervivientes y
los no-supervivientes. Para el estudio comparativo de medias entre la muestra 1 (en el
momento de admision) y la muestra 2 (antes del alta o de la muerte) entre
supervivientes y no supervivientes, se empleo el test de Mann-Whitney. El nivel de
significacion usado en cada caso fue de p < 0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados empleando los programas de Microsoft Excel 2000 y el SPSS 11.5 para
Macintosh (SPSS Inc.)
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IV.4. ESTUDIO IV: EVALUACION DE LA EOSINOPENIA COMO
MARCADOR DE ENDOTOXEMIA EN CABALLOS CRITICOS

1V.4.1. Animales

Se realizd un estudio prospectivo con 100 caballos. De ellos, 69 caballos fueron
pacientes remitidos al Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Extremadura
con diversas enfermedades sistémicas y 31 eran caballos sanos, procedentes de
particulares, utilizados como animales control. Los caballos menores de 2 afios fueron

excluidos del estudio.
Los caballos que presentaban enfermedades sistémicas se distribuyeron en:

- Grupo A: 27 caballos que cumplian dos o mas requisitos de la definicion de
SIRS. Ningun caballo de este Grupo tenia signos clinicos de endotoxemia
(criterios para definir el estado de endotoxemia descritos en el Estudio I).

- Grupo B: 42 caballos con endotoxemia (criterios para definir el estado de
endotoxemia descritos en el Estudio I).

- Grupo control: 31 caballos sanos sin signos clinicos de enfermedad y con

analiticas sanguineas dentro de los rangos fisioldgicos.

En el momento del ingreso en el Hospital, cada caballo fue evaluado clinicamente
recogiéndose los datos referentes a las constantes vitales (temperatura corporal,
frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria). En la historia clinica se incluyeron datos
relativos a la edad, sexo y raza. Antes de la administracion de medicamentos o
fluidoterapia se obtuvo una muestra de sangre procedente de la vena yugular para el
estudio hematoldgico y bioquimico. Los pardmetros sanguineos analizados fueron los
siguientes: valor hematocrito, recuento total y diferencial de leucocitos, concentracion
plasmatica de fibrindgeno, lactato, creatinina, urea, proteinas totales, albumina y

bilirrubina total.

Los pacientes fueron clasificados como sanos, con signos clinicos o laboratoriales de
SRIS pero sin signos de endotoxemia y con signos evidentes de endotoxemia y SRIS en

el momento de admision.

Las enfermedades predominantes fueron enteritis (9/69), desplazamientos de intestino
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grueso (8/69) y hernias inguinales (8/69). De los 69 caballos incluidos que presentaban
dolor colico, en 25 se diagnosticaron lesiones inflamatorias, en 18 lesiones

estrangulantes, en 18 lesiones obstructivas y 8 caballos presentaban otras patologias.

1V.4.2. Muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron recogidas en tubos con anticoagulante (EDTA-K:
tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA K3, BD Vacutainer, Becton
Dickinson). El recuento total de leucocitos fue realizado mediante contador electrénico
semiautomatico de células sanguineas (Sysmex F-800). El recuento de eosindfilos fue
realizado manualmente en extensiones en porta de sangre tefiidas con Diff-quick
(Quimica Clinica Aplicada S.A.), e identificando 200 leucocitos sobre la extension. El
porcentaje de eosinofilos fue multiplicado por el numero total de leucocitos, con el fin
de obtener el valor absoluto de este tipo de células (expresado en numero de
eosinéfilos/pl). Este recuento diferencial manual se realiza de forma rutinaria en todos
los pacientes que llegan al Hospital, para poder detectar alteraciones celulares
morfoldgicas que los equipos automdticos no son capaces de diferenciar. Se

consideraron eosinopenia los recuentos de eosinéfilos de 0 células/pl.

Para determinar las concentracion plasmaticas de lactato, las muestras de sangre se
recogieron en tubos de vacutainer con heparina sddica como anticoagulante y fueron
analizadas mediante immunoturbidimetria empleando un analizador automatico (Kit
comercial de Laboratories Spinreact S.L.®; Saturno 100 VetCrony ®). Los limites de

deteccion mediante esta técnica dados por el fabricante son de 0,1 mmol/L.

Para la medicion de la concentracion plasmatica de fibrindgeno, se emplearon tubos
de vacutainer con citrato sddico como anticoagulante. Previa centrifugacion de la sangre
a 2.000 g durante 10 minutos, se utilizd6 el plasma obtenido. La concentracion de
fibrindgeno se determiné en coagulémetro (CLOT-1 de Laboratorios RAL) mediante la

técnica de coagulacion de la trombina (Hemofibrin-kit”, Laboratorio Gernon S.A.).

1V.4.3. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacidon estdndar para las variables que se
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distribuyen de forma normal (T test). Para la comparacién de medias entre Grupos y

entre supervivientes y no supervivientes se empleo el test de Kruskal-Wallis con un

nivel de significacion p<0,05.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados empleando los programas de

Microsoft Excel 2000 y el SPSS 11.5 para Macintosh (SPSS Inc.)
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V. Resultados
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V.1. ESTUDIO I: VALORACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA
DE HIERRO Y DE LACTATO COMO MARCADORES DE INFLAMACION E
ISQUEMIA EN EL CABALLO.

V.1.1. Exploracion fisica

Los resultados medios obtenidos para los diferentes pardmetros evaluados en el

examen clinico, realizado en todos los animales a su llegada al Hospital, se reflejan en
la Tabla 3.

Tabla 3: Valor medio y desviacion estandar para los parametros clinicos evaluados en la exploracion

fisica.
PARAMETROS GRUPO 0 GRUPO A GRUPO B
FRECUENCIA CARDIACA (rpp) 38,45 + 4,46 46,62 + 9,04 55,80 = 16,05
FRECUENCIA RESPIRATORIA (rpm) 14,32 + 3,69 17,77 + 491 2497 + 12,80
TEMPERATURA RECTAL (°C) 37,42 + 0,32 37,92 + 0,40 37,88 + 0,81

Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los tres Grupos
estudiados para la frecuencia cardiaca, siendo la mas evidente la observada para el

Grupo de animales con enfermedades sistémicas (Grupo B) respecto al Grupo Control
(Grupo 0) (Tabla 4).

Tabla 4: Test de Tukey- Kramer HSD para la frecuencia cardiaca en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS B A (0)
B -6,025 2,898 10,860
A 2,898 -6,521 1,449
O 10,860 1,449 -6,929

La frecuencia respiratoria también fue significativamente mas elevada en los caballos

del Grupo con afectacion sistémica (Grupo B) (Tablas 3 y 5) respecto a la observada en

los Grupos Ay 0.
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Tabla 5: Test de Tukey-Kramer HSD para la frecuencia respiratoria en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS B A 0
B -4,5457 2,4677 5,7545
A 2,4677 -4,9199 -1,6273
o 5,7545 -1,6273 -5,2277

La temperatura rectal también fue significativamente mas elevada en los caballos

enfermos (Grupos A y B) respecto a los sanos (Grupo 0) (Tablas 3 y 6).

Tabla 6: Test de Tukey-Kramer HSD para la temperatura rectal en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS B A 0
B -4,5457 2,4677 5,7545
A 2,4677 -4,9199 -1,6273
O 5,7545 -1,6273 -5,2277

V.1.2. Valor hematocrito
A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos para el hematocrito en los
diferentes Grupos. Este parametro se ha utilizado tradicionalmente como marcador del

grado de deshidratacion en animales con alteraciones gastrointestinales.

Tabla 7: Valor medio y desviacion estandar para el valor hematocrito y la concentracion de
fibrindgeno plasmatico.

PARAMETROS GRUPO 0 GRUPO A GRUPO B
HEMATOCRITO (%) 34,61 = 5,52 32,19 = 7,41 35,39 = 10,74
FIBRINOGENO (mg/dL) 475,42+283,32 506,06+313,10 729,84+764,59

No se encontraron diferencias significativas entre los Grupos estudiados (Tablas 7 y

8).
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Tabla 8: Test de Tukey-Kramer HSD para el valor del hematocrito en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS B 0 A
B -4,4202 -3,9797 -1,3371
0 -3,9797 -5,0833 -2,4555
A -1,3371 -2,4555 -4,6530

V.1.3. Fibrinogeno

No existen diferencias significativas en la concentracion plasmatica de fibrindogeno
entre los tres Grupos (Tabla 9), siendo las medias obtenidas de 475,42 + 283,32 mg/dL
para el Grupo control, 506,06 = 313,10 mg/dL para el Grupo Ay 729,84 + 764,59 para

el Grupo B o caballos con patologias sistémicas (Tabla 7).

Tabla 9: Test de Tukey-Kramer HSD para el valor del fibrindgeno plasmatico en los tres Grupos
estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos

GRUPOS B A 0
B -271,91 -46,50 -38,60
A -46,50 -268,65 -260,88
0 -38,60 -260,88 -312,71

V.1.4. Recuento leucocitario

Tabla 10: Valor medio y desviacion estandar correspondiente al recuento total y diferencial de leucocitos.
N. = neutréfilos.

PARAMETROS GRUPO 0 GRUPO A GRUPO B
LEUCOCITOS Cel/pL 8.314,84 + 2.409,10 9.445,24 +5.678,21 8.670,73 + 4.151,54
N. BASTONADOS Cel/uL 161,14 = 115,56 270,63 = 373,97 337,267 = 298,88
N.SEGMENTADOS Cel/uL 2.211,37 + 131,90 6.302,86 +4.370,56 6.055,39 + 4.140,47
EOSINOFILOS Cel/uL 351,47 + 408,23 281,47 = 455,14 227,53 293,08
LINFOCITOS Cel/pL 2.809,06 = 1.270,37 2.526,55 = 1.936,21 1.933,24 + 1.208,07
MONOCITOS Cel/pL 798,78 + 1.422,03 429,30 =374,28 305,46 + 281,46
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El recuento total de leucocitos (Graficas 3 y 4) no mostré diferencias estadisticas
significativas entre los tres Grupos (Tablas 10 y 11). Ademas, muchos de estos pacientes
mostraban cambios toxicos en los neutréfilos (neutrofilos espumosos y con cuerpos de
Dhole), pertenecientes al Grupo de caballos con afectaciones sistémicas (Grupo B). Asi
mismo, hubo un porcentaje de animales con leucocitosis que se corresponde con

caballos jovenes y con los que padecian procesos cronicos o excitacion.
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Grafica 3: Recuento total de leucocitos en los Grupos estudiados En las columnas de la derecha
se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y la comparacion con el test
de T de Student.

Tabla 11: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de leucocitos en los tres Grupos
estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre

Grupo.
GRUPOS A B (0)
A -2300,2 -1539,7 -1365,5
B -1539,7 -2328,1 -2152.9
o -1365,5 -2152,9 -2677,4

Al estudiar el recuento leucocitario diferencial, se observa que tampoco aparecen
diferencias estadisticamente significativas para el recuento de neutrofilos, tanto

segmentados como bastonados (Tablas 12 y 13) (Gréficas 4 y 5).
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Tabla 12: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de neutrdfilos bastonados en los tres
Grupos estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas
entre Grupo

GRUPOS B A 0
B 271,53 -228,55 -164,25
A -228,55 -317,08 -250,04
(0] -164,25 -250,04 -397,47
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Grifica 4: Grafica que representa el recuento de neutrofilos bastonados de los tres Grupos estudiados.
En las columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y
la comparacion con el test de T de Student.

Como se ha comentado anteriormente, el Grupo B estd compuesto por animales con
patologias muy diferentes (Tabla 2; Figuras 14 y 15), algunas de las cuales provocan
endotoxemia (p. €j. enteritis y colitis) con la consecuente neutropenia, y otros neutrofilia
(p. ¢j. infecciones crdnicas y abscesos). Ademas, muchos animales presentaban formas

agudas de la enfermedad y atin no se habia alterado el recuento leucocitario.

Tabla 13: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de neutrofilos segmentados en los tres
Grupos estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas

entre Grupo.
GRUPOS A B (0]
A -1977,7 -1742,3 -975,1
B -1742,3 -2001,7 -1233.,6
0) -975,1 -1233.,6 -2302,0
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Grifica 5: Grafica que representa el recuento de neutrofilos segmentados de los tres Grupos
estudiados. En las columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de
Tukey-Kramer y la comparacion con el test de T de Student. (p<0,05).

Si se observaron diferencias estadisticas para el recuento de linfocitos (Grafica 6)

entre el Grupo 0 y el Grupo B (Tabla 14), que presentd un valor medio mas bajo.
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Grafica 6: Grafica que representa el recuento de linfocitos de los tres Grupos estudiados. En las
columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y la
comparacion con el test de T de Student.
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Tabla 14: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de linfocitos en los tres Grupos
estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre

Grupos
GRUPOS (0] A B
0] -924,37 -579,21 9,65
A -579,21 -794,15 -205,67
B 9,65 -205,67 -803,78

También se ha detectado una diferencia estadisticamente significativa entre Grupos
para el recuento de eosindfilos (Grafica 7, Tabla 15), siendo la media del Grupo con
enfermedades sistémicas (Grupo B) menor que en el control (Grupo 0) y en el de

caballos con lesiones localizadas (Grupo A).

Tabla 15: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de eosinofilos en los tres Grupos estudiados.
Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS (0] A B
o -924,37 -579,21 9,65
A -579,21 -794,15 -205,67
B 9,65 -205,67 -803,78

2000+
1500 +

1000 +

— /S

Eosindfilos

—F < f~> &
I -
0 I 1 . .
A ] 0 All Pairs Each Pair
Tukey-Kramer Student's t
0,05 0,05
GRUPO

Grafica 7: Grafica que representa el recuento de eosinofilos de los tres Grupos estudiados. En las
columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y la
comparacion con el test de T de Student.
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En cuanto a los monocitos, por ultimo, no se encontraron diferencias significativas
entre Grupos (Grafica 8, Tabla 16). Los individuos que presentaban valores mas
elevados tenian abscesos (Figura 16) o padecian procesos cronicos de tipo tenosinovitis

o artritis sépticas (Figura 17), celulitis séptica o adelgazamiento cronico.

Tabla 16: Test de Tukey-Kramer HSD para el recuento de monocitos en los tres Grupos estudiados.
Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS (0] A B
(0] -558,72 -118,84 -5,44
A -118,84 -405,90 -294,56
B -5,44 -294,56 -430,52
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Grafica 8: Grafica que representa el recuento de monocitos de los tres Grupos. En las columnas
de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y la
comparacion con el test de T de Student (p<0,05).

Figuras 16 y 17: La Figura 16 se corresponde con un caballo que fue referido al Hospital debido a un
absceso localizado en el cuello (caballo N° 18; Grupo B). En la Figura 17 se observa gran distension
sinovial en un caballo con artritis séptica en la region del tarso (caballo N° 32; Grupo A.
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V.1.5. Bioquimica sanguinea

Tabla 17: Valor medio y desviacion estandar para la concentracion en sangre de proteinas totales,
albumina, creatinina y urea.

PARAMETROS GRUPO 0 GRUPO A GRUPO B
PROTEINAS TOTALES (g/dL) 7,23 0,76 6,84 = 0,79 6,82+ 1,23
ALBUMINA (g/dL) 4,13 = 0,45 3,86 = 0,25 3,67 0,39
CREATININA (mg/dL) 1,28 + 0,51 1,41 + 0,38 1,70 = 0,80
UREA (mg/dL) 40,08 = 8,78 31,81 = 8,36 46,07 = 25,11

No se han observado diferencias estadisticamente significativas para la concentracion
de proteinas totales entre los Grupos (Tablas 17 y 18), debido a la alta variabilidad en

los resultados obtenidos.

En el Grupo A, el valor méximo fue de 7,9 g/dL, en un caso de funiculitis (caballo N°
38; Tabla 1), y el minimo de 5,6 g/dL, correspondiente a una yegua con laceracion en la
region frontal (caballo N° 6; Tabla 1). En el Grupo B el valor maximo fue de 9,8 g/dL,
correspondiente a un paciente con peritonitis cronica que presentd hiperglobulinemia
manifiesta (caballo N° 34; Tabla 2). El valor minimo fue de 5 g/dL, observado en un
caso de enfermedad hepatica y lesiones del intestino delgado secundarias a un
desplazamiento de intestino delgado en el que parte del yeyuno estaba atrapado entre el
higado y la pared abdominal (caballo N° 7; Tabla 2) y en otro animal con peritonitis y

colitis dorsal derecha (caballo N° 13; Tabla 2).

Tabla 18: Test de Tukey-Kramer HSD para la concentracion plasmatica de proteinas totales en los
Grupos estudiados. Los resultados positivos indican diferencias significativas entre Grupos.

GRUPO 0 A B
0 -0,58960 -0,17347 -0,15069
A -0,17347 -0,53968 -0,51642
B -0,15069 -0,51642 -0,51905

Se observd una diferencia estadisticamente significativa para la concentracién en

plasma de albumina (Tabla 19) en el Grupo B respecto al Grupo 0.
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Tabla 19: Test de Tukey-Kramer HSD para la albiimina en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupos.

GRUPOS 0 A B
0 -0,41490 -0,14590 0,10360
A -0,14590 -0,41490 -0,16540
B 0,10360 -0,16540 -0,28631

En cuanto a los valores sanguineos de urea y creatinina, se ha observado un
incremento significativo (Tablas 17, 20 y 21) para los caballos con enfermedades
sistémicas respecto a los controles. La mayoria de estos pacientes presentaban cuadros

de coélico acompanados de deshidratacion e hipovolemia.

Tabla 20: Test de Tukey-Kramer HSD para la creatinina en los tres Grupos estudiados. Los
resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupo.

GRUPOS B A 0
B -0,32394 -0,05226 0,07010
A -0,05226 -0,34146 -0,21869
0 0,07010 -0,21869 -0,37405

Tabla 21: Test de Tukey-Kramer HSD para la urea en los tres Grupos estudiados. Los resultados
positivos indican diferencias estadisticamente significativas entre Grupo.

GRUPOS B 0 A
B -8,967 -3,688 5,054
0 -3,688 -10,354 -1,644
A 5,054 -1,644 9,452

V.1.6. Concentracion plasmdtica de hierro y lactato

La Tabla 22 refleja la media y la desviacion estandar para la concentracion plasmatica

de hierro y lactato en los diferentes Grupos:
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Tabla 22: Valor medio y desviacion estandar correspondiente a la concentracion plasmaticas de
hierro y de lactato

GRUPOS GRUPO 0 GRUPO A GRUPO B

HIERRO (pg/dL) 173,58 + 63,21 9522 + 107,92 86,37 = 60,31
LACTATO (mmol/L) 130,53 122+ 0,51 3,36 = 0,47

Los valores del hierro plasmatico obtenidos para los caballos enfermos (Grupos A 'y
B) fueron significativamente menores que los obtenidos en los animales del Grupo

Control (Tablas 22 y 23).

No existen diferencias significativas (Grafica 19) entre los valores obtenidos en los
caballos del Grupo con enfermedades sistémicas (Grupo A) y los del Grupo con lesiones

localizadas (Grupo B).
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Grafica 19: Grafica que representa el porcentaje de hierro de los tres Grupos estudiados. En las
columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y la
comparacion con el test de T de Student (p<0,05).

Tabla 23: Test de Tukey-Kramer HSD para la concentracion plasmatica de hierro en los tres
Grupos estudiados. Los resultados positivos indican diferencias significativas entre Grupos.

GRUPOS (0] A B
O -49,315 32,151 40,747
A 32,151 -42,881 -34,304
B 40,747 -34,304 -43.414
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En cuanto a la concentracion plasmatica de lactato, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tres Grupos (Grafica 20, Tablas 22 y 24),
correspondiendo el valor medio mas elevado a los caballos con afectaciones sistémicas

(Grupo B).
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Grafica 20: Grafica que representa el porcentaje de lactato de los tres Grupos estudiados. En
las columnas de la derecha se representan los resultados obtenidos con el test de Tukey-Kramer y
la comparacion con el test de T de Student (p<0,05).

En este estudio, los caballos que presentaban las concentraciones de lactato mas
elevadas se correspondieron con los que presentaban las patologias mas graves (torsion
de colon, peritonitis, enteritis y colitis) y exceptuando el caballo numero 28 del Grupo B
(Tabla 2), cuya concentracion de hierro era casi fisiologica (90 ug/dL), el resto de los
animales presentaban una relacion inversamente proporcional entre los valores de hierro

y lactato (Gréfica 25).

Tabla 24: Test de Tukey-Kramer HSD para la concentracion plasmatica de lactato en los tres
Grupos estudiados. Los resultados positivos indican diferencias estadisticamente significativas
entre Grupos.

GRUPOS B (0] A
B -1,5928 0,3516 0,4742
o 0,3516 -1,8093 -1,6892
A 0,4742 -1,6892 -1,7276
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Grafica 25: Comparacion de los valores de lactato e hierro para el Grupo control mediante analisis de
correlacion y recta de regresion.

Cuando se comparan los valores de hierro y lactato en sangre en cada animal de
forma conjunta, se observa que en los caballos sanos existe una tendencia a que, cuando
desciende la concentracion de hierro, aumenta la de lactato. En la Grafica 25 se puede

apreciar que los caballos que presentaban los valores mas elevados de lactato también

presentaban los valores de hierro en sangre mas bajos.
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Grafica 26: Comparacion de los valores de lactato e hierro para el Grupo A mediante analisis de
correlacion y recta de regresion.
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En el Grupo de animales con patologias localizadas (Grupo A), la tendencia no es tan
evidente como en el Grupo Control. La media de la concentraciéon de hierro era
estadisticamente menor que la de los animales del Grupo Control (Grafica 26); sin

embargo, no existieron diferencias estadisticamente significativas en los valores del

lactato.
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Grafica 27: Comparacion de los valores de lactato e hierro para el Grupo B mediante analisis de
correlacion y recta de regresion.

En el Grupo de animales con patologias sistémicas (Grupo B), tampoco existe una
tendencia evidente a la disminucion del hierro con el incremento del lactato. En este
Grupo se encuentran animales con valores muy elevados de lactato (un animal
presentd mas de 12 mmol/L a su llegada al Hospital), y sin embargo el hierro estaba
dentro de los limites fisiologicos. En la nube de puntos se observa que en la mayoria
de los animales que presentaban valores altos de lactato, el hierro estaba por debajo

de los limites establecidos como fisiologicos (Grafica 27).
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V.2. ESTUDIO II: CONCENTRACION PLASMATICA DE HIERRO EN
CABALLOS CON ALTERACIONES GASTROINTESTINALES DE ORIGEN
INFLAMATORIO, OBSTRUCTIVO Y ESTRANGULANTE

No se han observado diferencias estadisticamente significativas entre los Grupos

con alteraciones intestinales, aunque si la presentaron respecto al Control (Tabla 25).

Tabla 25: Valor medio con su correspondiente desviacion estandar de los parametros laboratoriales
evaluados obtenidos en la admision de los pacientes. WBC: recuento de leucocitos; C: Grupo control; IL:
procesos inflamatorios de intestino grueso; OL: procesos obstructivos de intestino grueso; SL: procesos
estrangulantes de intestino grueso; IS: procesos inflamatorios de intestino delgado; SS: procesos
estrangulantes de intestino delgado; OS: procesos obstructivos de intestino delgado.™": Diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).

GRUPO WBC FIBRINOGENO HIERRO LACTATO

(Cel/pL) (mmol/L) (ug/dL) (mmoL/L)
CONTROL | 832487 +2.062,43 217,95 + 102,27 156,89 + 47,51° 1,25 +0,58°
IL 4.410,00 £ 3.631,94 564,54 + 394,49" 65,55 + 43,08" 3,15+ 1,52
IS 8.208,67 % 3.360,60 453,33 + 324,84 84,93 + 61,25° 430 +2,63°
OL 8.128,41 +£2.722,85 477,27 + 299,50° 99,98 + 77,27 221+1,78
oS 9.166,67 + 901,85 733,33 +208,16" 100,67 + 71,59° 3,20 + 1,47
SL 9.192,86 + 3.947,60 614,28 +302,37° 73,00 + 64,59" 4,73 +2,84°
SS 7.957,03 + 4.988,44 510,81 +321,98" 61,51 + 46,74° 4,76 +2,46°

La concentracion plasmatica de hierro (Tabla 25) fue menor en los caballos del
Grupo SS (61,51 £ 46,74 ng/dL), seguido de los caballos del Grupo IL (65,55 + 43,08
pg/dL) y del Grupo SL (73,00 = 64,59 ng/dL) cuando se compara con los caballos
incluidos en el Grupo IS (84,93 + 61,25 pg/dL), OL (OL: 99,98 + 77,27 pg/dL) y OS
(OS: 100,67 £ 71,59 pg/dL). Todos los caballos incluidos en los Grupos con patologias
clinicas mostraron concentraciones plasmaticas de hierro inferiores al Grupo Control
(156,89 + 47,51 pg/dL). Ademads, los caballos no supervivientes mostraron
concentraciones plasmaticas de hierro significativamente menores que los

supervivientes (NS: 52,64 + 42,05 pg/dL; S: 100,09 + 69,34 ng/dL) (Tabla 26).

70



Tabla 26: Valor medio con su correspondiente desviacion estandar de los parametros laboratoriales
evaluados obtenidos en funcion de la evolucion de la enfermedad. WBC: recuento de leucocitos; NS: “no
supervivientes”; S: “supervivientes”, C: “Grupo Control”. b diferencias estadisticamente significativas

(p < 0.05).
EVOLUCION HIERRO LACTATO FIBRINOGENO WBC
(ng/dL) (mmol/L) (mmol/L) (Cel/uL)
NS 52,64 +47,51° 472 +2.36° 559,79 + 378,33 6.934,68 + 2.062,44
S 100,09 + 69,34° 2,79 £2,16° 472,86 + 304,99 8.423,14 +3.019,47
C 156,89 + 47,51° 1,25+ 0,58¢ 217,95 + 102,26 8.324,87 + 2.062,43

Se observaron concentraciones elevadas de lactato en todos los Grupos clinicos,
observandose las mayores concentraciones en los caballos incluidos en el Grupo SS
(4,76 £ 2,56 mmol/L) y SL (4,73 + 2,83 mmol/L), seguidos por los incluidos en el
Grupo IS (4,30 + 2,62 mmol/L) (Tabla 25).

Los caballos que no sobrevivieron mostraron concentraciones plasmaticas de
lactato significativamente superiores comparados con los supervivientes (NS: 4,72 +

2,36 mmol/L; S: 2,79 + 2,16 mmol/L) (Tabla 26).

La concentracion de fibrindgeno fue inferior en el Grupo IS (453,33 + 324,84
mmol/L), mientras que las concentraciones mas elevadas se observaron en los Grupos
OS (733,33 + 208,16 mmol/L), SL (614,28 + 302,37 mmol/L) y IL (564,54 + 394,49
mmol/L); sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas

(Tabla 25).

Considerando la evolucién, las concentraciones de fibrindgeno no fueron
significativamente diferentes entre supervivientes y no supervivientes (S: 472,86 +

304,99 mmol/L; NS: 559,79 + 378,33 mmol/L) (Tabla 26).

Con respecto al recuento de leucocitos (WBC), no se aprecian diferencias
significativas entre los Grupos (Tabla 25), a pesar de que el Grupo IL mostrd los
recuentos mas bajos (4.410,00 £ 3.631,94 cel/uL). Ademas, tampoco se observaron
diferencias significativas en los recuentos cuando se compararon los resultados en

funcion de la evolucion (Tabla 26).
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Ademas, se apreciaron diferencias significativas para el valor hematocrito siendo la
media mas elevada en el Grupo IS (50,99 + 9,49%) vy la inferior en el Grupo OL (36,83
+ 5,29%).

En cuanto a los resultados del resto de los pardmetros estudiados en funcion de la
patologia que presentaban en el momento de ingreso en el Hospital, existieron
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion plasmatica de proteinas
totales, observandose las mas elevadas en el Grupo OS (7,80 + 1,38 g/dL) e IS (7,45 +
1,23 g/dL), y la mas baja en el Grupo IL (5,99 + 1,02 g/dL). También se observaron
diferencias estadisticamente significativas para la frecuencia cardiaca, donde se
observaron los valores mas elevados en el Grupo SL (76,00 &+ 26,93 ppm) e IL (73,45 +
26,30 ppm), y los més bajos en el Grupo OL (57,73 + 14,41 ppm). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el resto de los pardmetros analizados
(Tabla 27).

Tabla 27: Valor medio con su correspondiente desviacion estandar obtenido en el momento de admision
de los diferentes parametros analizados en funcion de la clasificacion de las patologias diagnosticadas. IL:
procesos inflamatorios de intestino grueso, OL: procesos obstructivos de intestino grueso, SL: procesos
estrangulantes de intestino grueso, IS: procesos inflamatorios de intestino delgado, SS: procesos
estrangulantes de intestino delgado, y OS: procesos obstructivos de intestino delgado. FC: Frecuencia
Cardiaca; FR: Frecuencia Respiratoria; T*: Temperatura; Hto: hematocrito; PT: proteinas Totales. Las

unidades para cada parametro analizado fueron las siguientes: *: diferencias estadisticamente
significativas. (p < 0.05).

GRUPO FC FR T HTO PT
(ppm) (rpm) Q) (%) (g/dL)
IL 73,45+£26,31"  2582+11,36 38,30 + 0,60 47,88 £ 10,57 5,99 +1,02°
IS 68,93 17,55 27,20+ 13,02 38,35+0,72 50,99 + 9,49 7,45+1,23°
oL 57,73 £ 14,41 24.27+10,89 37,95+ 0,66 36,83 5,29 6,79 + 0,79
0s 64,00 £35,55 29,33 +26,63 37,99 0,18 39,07 7,18 7,80 + 1,38°
SL 76,00 +26,93" 30,86 + 17,85 37,73 £0,30 41,27 £ 6,07 6,20+ 1,14
SS 65,84+16,73 31,35+ 16,63 37,86 £ 1,15 47,72 + 9,81 6,71 + 1,60

En funcién de la evolucion clinica, se observaron diferencias significativas entre
Grupos para la frecuencia cardiaca (S: 58,14 + 14,49 ppm; NS: 73,87 £+ 20,78 ppm),
frecuencia respiratoria (S: 24,09 + 12,21 rpm; NS: 32,72 £ 15,31 rpm) y valor
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hematocrito (S: 39,96 + 8,15%; NS: 48,70 + 9,78%) en ¢l momento de admision (Tabla

28).

Tabla 28: Valor medio con su correspondiente desviacion estandar obtenido en funcidn de la evolucion.
NS: no supervivientes, S: supervivientes. Hto: hematocrito; PT: proteinas totales; FC: Frecuencia
Cardiaca; FR: Frecuencia Respiratoria; T*: Temperatura rectal. *®: diferencias estadisticamente

significativas. (p < 0,05).

PRONOSTICO HTO PT FC FR T
(%) (g/dL) (ppm) (rpm) °O)
NS 48,70 +£9,78" 6,66+ 1,40  73,87+20,78° 32,72+ 15,31* 38,11+ 1,04
S 39,96 +8,15°  6,82+1,15  58,14+1449°  24,09+1221° 37,92+ 1,04
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V.3. ESTUDIO III: CONCENTRACION PLASMATICA DE TROPONINA
CARDIACA I (¢Tnl) Y DIMERO D COMO MARCADORES DE PRONOSTICO
EN CABALLOS CRITICOS

El método evaluado mostré una buena linealidad y coeficiente de variacion intra-
analisis. Los limites de deteccion fueron suficientemente bajos para cuantificar
concentraciones de c¢Tnl y Dimero D en caballos sanos y enfermos. Los resultados
obtenidos del estudio de la precision se muestran en la Tabla 29. Para los valores de las
cTnl, la variacion intra-analisis mostrd un coeficiente de variacion (CV) de 1,7% para
muestras con altas concentraciones. Respecto al Dimero D, el CV intra-analisis
obtenido fue de 6,5% para muestras con altas concentraciones. El rango de mediciones
para el andlisis del Dimero D fue de 80 — 15.100 ng/mL y el limite de deteccion de 80
ng/mL. El rango de medidas para los andlisis de cTnl fue de 0,010 —1,2 pg/mL y el
limite de deteccion de 0,010 pg/mL. Los resultados obtenidos procedentes de las
diluciones de las muestras de plasma con concentraciones mas elevadas de cTnl y
Dimero D mostraron para ambos parametros ecuaciones de regresion lineal con un
coeficiente de correlacion en torno al 0,99 (Tabla 30; Figuras 18 y 19).

Tabla 29: Valores intra-ensayo obtenidos para los Dimero D y ¢Tnl en muestras de plasma con altas
concentraciones para ambos parametros.

Parametro Pool n=5 Intra ensayo
X SD CV%
Dimero D 3.460 3.460 65,57 6,5%
c¢Tnl 0,39 0,36 0,017 1,7%

Tabla 30: Valores medios obtenidos para las muestras de ¢Tnl y Dimero D en diferentes diluciones (1:2—
1:112 para cTnl y 1:2-1:56 para Dimero D).

DILUCIONES 1:2 1:4 1:8 1:16 1:24 1:48 1:56 1:112

c¢Tnl 0,31 0,14 0,074 0,029 0,021 0,012 0,014 <0,010
Dimero D 4.090 2210 1.110 579 298 147 <80
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y =1,0442x + 0,0017
R?=0,99602

cTnl observadas

cTnl esperadas
- J

Fig. 18: Estudio de linealidad mediante diluciones de dos muestras de plasma que contenian altas
concentraciones de cTnl .

y =0,9961x - 50,12
R? = 0,9984
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Fig. 19: Estudio de linealidad mediante diluciones de dos muestras de plasma que contenian altas
concentraciones del Dimero D.
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Tabla 31: Relacion de parametros clinicos y laboratoriales en el momento de admision. SIS: lesion
estrangulante de intestino delgado; SIO: lesion obstructiva de intestino delgado; RDD: desplazamiento
dorsal derecho con afectacion de intestino delgado; CT: Torsion de colon mayor.

PACIENTE DIAGNOSTICO EVOLUCION c¢Tnl DIMERO LACTATO FIBRINOGENO HTO WBC HR
(pg/mL) D (mmol/L) (mg/dL) (%) (cel/uL) (ppm)
(ng/mL)
1 Colitis Superviviente 0,99 1.090 3,2 215 44% 5.000 64
2 Enteritis Superviviente 0,62 793 7,2 1.200 46%  11.300 72
3 SIS Superviviente 0,01 412 8,6 850 46%  10.600 60
4 RDD Superviviente 0,014 2.340 3,1 900 43%  11.200 76
5 SIO Superviviente 0,01 107 2,1 901 38%  8.300 36
6 RDD Superviviente 0,01 979 6,2 130 38%  9.400 96
7 Enteritis Superviviente 0,064 1.090 1,8 122 45% 8.600 80
8 Fecolito Superviviente 0,031 3.930 1 630 33%  4.500 64
9 RDD Superviviente 0,12 214 5,8 203,1 35%  7.800 60
10 Enteritis No superviente 0,83 1.270 5,9 2114 47% 6.500 88
11 SIS No superviente 0,022 296 8,2 109,5 46%  4.600 64
12 Colitis No superviente 0,11 323 2 1.086,2 50% 1.800 80
13 SIS No superviente 0,021 1.710 8,5 192,2 47%  3.100 92
14 SIS No superviente 0,61 1.740 2,1 910 35%  7.300 80
15 SIS No superviente 0,013 5.210 10,3 1.354 44%  7.200 60
16 SIS No superviente 1 2.230 5,1 327 50%  18.300 71
17 Colitis No superviente 0,3 2.660 4,5 1.400 51%  8.800 80
18 SIS No superviente 0,01 234 6 843,8 28%  11.300 60
19 Enteritis No superviente 43 2.300 1,6 193,3 28%  12.700 64
20 SIS No superviente 0,014 261 5,1 44%  19.400 80
21 SIS No superviente 0,01 1.130 2,8 630 37%  12.100 60
22 Control 0,053 103 0,8 201 34%  7.400 36
23 Control 0,01 95 1,2 273 37%  7.500 40
24 Control 0,01 <80 1 165 32%  6.000 36
25 Control 0,01 164 1,1 170 24%  7.200 36
26 Control 0,01 <80 2,2 171,5 38%  8.600 44
27 Control 0,01 <80 1,4 160 30%  8.400 36
28 Control 0,011 140 1,1 156,4 34%  15.500 44
29 Control 0,01 137 0,8 210 38%  11.400 36
30 Control 0,01 <80 1,2 155 36%  10.500 40
31 Control 0,01 92 1,7 163,6 34%  7.600 36

La concentracion media de cTnl en plasma fue significativamente mas elevada en el

Grupo de animales enfermos en comparacion con los sanos (Grupo de caballos

enfermos: 0,51 + 0,97 pg/mL; Grupo Control: 0,01 + 0,97 pg/mL; Tablas 31 y 32). Sin

embargo, no

se encontraron diferencias

Q%

estadisticamente

significativas
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supervivientes y no supervivientes en el momento de admision (Supervivientes: 0,27 +
0,37 pg/mL; No supervivientes: 0,60 = 1,21 pg/mL; Grupo Control: 0,014 + 0,01
pug/mL; Figura 20).

Tabla 32: Concentracion de cTnl y Dimero D en el momento de la admision. D: Grupo de caballos con

enfermedad; C: Grupo Control. . diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05).

GRUPOS N MEDIA DESVIACION ESTANDAR

c¢Tnl (pg/mL) D 20 0,51370° 0,970260
C 10 0,01440° 0,013566
Dimero D (ng/mL) D 20 1.299,55% 1.318,065
C 10 105,10° 30,737
1,507
g 1,00
§
E
g
25*22 I

00 T T T
Control Death Discharged

Outcome

Fig 20: Concentracion de cTnl (ug/ml) en caballos sanos (n = 10) y en caballos con signos clinicos de
SRIS (n = 21), divididos en supervivientes y no supervivientes en el momento de admision. La linea en el
interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75" se reflejan en la caja y los percentiles 5™

y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterisco (p < 0,05).

Tampoco se observaron diferencias significativas entre los Grupos en funcion de la
naturaleza de la enfermedad (procesos inflamatorios, obstructivos o estrangulantes
(Figura 21). Tras la hospitalizacion, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas entre Grupos (I: 0,56 £ 1,48 pg/mL, S: 0,34 £ 0,77 pg/mL, O: 0,02 £ 0,01
pg/mL).
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Fig 21: Concentracion de cTnl (ug/ml) en funcion de la naturaleza de la enfermedad. C: Grupo Control,
I: enfermedades inflamatorias; O: enfermedades obstructivas; S: enfermedades estrangulantes. La linea en
el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25™ y 75" se reflejan en la caja y los percentiles
5t y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterisco (p < 0.05).

La concentracion media de Dimero D fue significativamente superior en los caballos
enfermos en comparacion con el Grupo Control (Grupo con enfermedades: 1.299,55 +
1.318,065 ng/mL; Grupo Control: 105,10 + 30,74 ng/mL; Tabla 32) pero no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre supervivientes y no supervivientes en el
momento de la admision (Supervivientes: 1.217,22 + 1.213,28 ng/mL; No
supervivientes: 1.613,67 £ 1.426,75 ng/mL; Grupo Control: 104,90 + 30,82 ng/mL;
Figura 22).
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Fig 22: Concentracion de Dimero D (ng/mL) en caballos sanos (n = 10) y en caballos con signos clinicos
de SRIS (n = 21) divididos en supervivientes y no supervivientes en el momento de admision. La linea en
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el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25™ y 75" se reflejan en la caja y los percentiles
5t y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterisco (p < 0.05).

El valor medio correspondiente a la concentracion de cTnl en el Grupo de
supervivientes (0,04 £ 0,06 ug/mL) en comparacion con los no supervivientes (0,70 +
1,47 pg/mL) no fue estadisticamente diferente en la Gltima muestra analizada (Figura
23, tablas 33, 34, 35 y 36). La media observada de la concentraciéon de Dimero en los
caballos supervivientes (958,80 = 686,65 ng/mL) tampoco fue significativamente
diferente a la de los no supervivientes (1.875,30 + 801,83 ng/mL) en la ultima muestra

analizada (Figura 24, Tablas 33, 34 y 35).
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Fig 23: Concentracion de cTnl (ug/mL) en caballos con signos clinicos de SRIS (n = 21) divididos entre
supervivientes y no supervivientes en la tltima muestra obtenida. La linea en el interior del recuadro
muestra la media, los percentiles 25™ y 75™ se reflejan en la caja y los percentiles 5™ y 95™ con los
bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterico (p < 0,05).
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Fig 24: Concentracion de Dimero D (ng/mL) en caballos con signos clinicos de SRIS (n = 21) divididos
entre supervivientes y no supervivientes en la Gltima muestra recogida. La linea en el interior del recuadro
muestra la media, los percentiles 25" y 75™ se reflejan en la caja y los percentiles 5™ y 95™ con los
bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterico (p < 0,05).

Tabla 33: Concentracion de ¢Tnl y Dimero D en el Grupo de no supervivientes.

EN ADMISION ULTIMA MUESTRA
c¢Tnl (ng/mL) 0,60+ 1,21 0,70 + 1,47
Dimero D (ng/mL) 1.613,67 + 1.426,75 1.875,30 + 801,83

Tabla 34: Concentracion de ¢cTnl y Dimero D en el Grupo de supervivientes.

EN ADMISION ULTIMA MUESTRA
c¢Tnl (ng/mL) 0,27 £ 0,37 0,04 £ 0,06
Dimero D (ng/mL) 1.217,22 £ 1.213,28 958,80 + 686,65

Tabla 35: Concentracion de cTnl y Dimero D en funcion de la evolucion en el momento de admision

CONTROL SUPERVIVIENTES NO SUPERVIVIENTES
c¢Tnl (pg/mL) 0,014 £ 0,01 0,27 £ 0,37 0,60 £ 1,21
Dimero D (ng/mL) 104,90 + 30,82 1.217,22 £1.213,28 1.613,67 £ 1.426,75
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de
Dimero D entre Grupos dependiendo del proceso diagnosticado (Figura 25, Tabla 36),
aunque se observo una diferencia estadisticamente significativa con el Grupo Control en
el momento del ingreso (Grupo Control: 104,90 + 30,82 ng/mL, I: 909,78 + 651,39
ng/mL, S: 1.483,00 + 1.762,68 ng/mL, O: 1.855,50 + 1.646,46 ng/mL). No existieron
diferencias estadisticas entre Grupos tras la hospitalizacion (I: 1.565,11 + 2.733,88
ng/mL, S: 1.288,14 £+ 8.19,24 ng/mL, O: 1.309,50 £ 842,10 ng/mL)
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Fig 25: Concentracion de Dimero D (ng/mL) en funcion de la naturaleza de la enfermedad. C: Grupo
Control, I: enfermedades inflamatorias; O: enfermedades obstructivas; S: enfermedades estrangulantes.
La linea en el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25™ y 75™ se reflejan en la caja y los
percentiles 5™ y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un asterisco. (p <
0.05). La linea en el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75™ se reflejan en la caja
y los percentiles 5™ y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con un circulo (p <
0,05).

Tabla 36: Concentracion de cTnl y Dimero D en el momento de admision en relacion con la enfermedad
diagnosticada. S: lesion estrangulante; O: lesion obstructiva e I: lesion inflamatoria.

GRUPO S GRUPO1 GRUPO 0
cTnl (ng/mL) 0,26 £ 0,39 0,83 +£1,35 0,24+ 1,44
Dimero D (ng/mL) 1.483,00 + 1.762,68 909,78 £ 651,39 1.855,50 = 1.646,46
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V4. ESTUDIO 1IV: EVALUACION DE LA EOSINOPENIA COMO
MARCADOR DE ENDOTOXEMIA EN CABALLOS CRITICOS

De los 25 caballos con lesiones inflamatorias, 9 fueron eutanasiados y 16
sobrevivieron. De los 18 caballos con lesiones estrangulantes, 8 sobrevivieron y 10
fueron eutanasiados. De los 18 caballos con lesiones obstructivas 16 sobrevivieron y 2
fueron eutanasiados. Finalmente, en el Grupo de caballos con lesiones no estrangulantes
ni inflamatorias, como por ejemplo, tlceras de estdbmago y otras patologias similares,

los 8 caballos sobrevivieron.

El porcentaje de supervivientes en el Grupo A (caballos con SRIS) fue de 81,48%
(22 supervivientes y 5 no supervivientes) y de 61,9% en el Grupo B, o caballos con
signos clinicos de endotoxemia (26 supervivientes y 16 no supervivientes). La tasa de

mortalidad en el Grupo A fue del 18,52 %, y del 38,1% en el Grupo B.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los caballos con SRIS
(Grupo A) y con endotoxemia (Grupo B) en el recuento de eosindfilos (Tabla 38,
Figuras 28 y 30). No existieron diferencias significativas entre Grupos en el recuento
total de globulos blancos (P < 0.05) siendo la media 8.228,46 + 422,55 cel/uL en el
Grupo A y de 7.562,86 = 771,510 cel/uL en el Grupo B (Tabla 38).

Los caballos incluidos en el Grupo B tuvieron un recuento de eosinéfilos
significativamente inferior que los incluidos en el Grupo A (Grupo A: 116,77 + 48,09
cel/uL; Grupo B: 3,03 £ 3,027 cel/uL). Asi mismo, también se observo una diferencia
estadistica significativa para el recuento de eosindfilos entre supervivientes y no
supervivientes, obteniéndose valores inferiores en el Grupo de no supervivientes (Figura
26). No se observaron diferencias entre ambos Grupos para el recuento total de

leucocitos (Tabla 39).

La concentracion plasmatica de lactato fue significativamente diferente entre los
caballos del Grupo A, es decir, aquellos con SRIS y los caballos del Grupo B o con
signos clinicos de endotoxemia (Grupo A: 2,78 £+ 0,31 mmol/L ; Grupo B: 5,4 + 0,9
mmol/L) (Figuras 29 y 31). Respecto a la superviviencia, se observo una diferencia
estadisticamente significativa entre supervivientes y no supervivientes (Figura 27),
siendo mas elevadas en el Grupo de no supervivientes (Grupo control: 1,59 + 1,1

mmol/L; Supervivientes: 2,24 + 2,02 mmol/L; No supervivientes: 4,38 & 3,4 mmol/L).
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Tabla 38: Resultados obtenidos para los diferentes parametros dependiendo del Grupo en el que fueron
incluidos. Grupo A: caballos con SRIS, Grupo B: caballos con endotoxemia. Los resultados se expresan
como media y desviacion estandar.

GRUPOS RECUENTO DE EOSINOFILOS LACTATO WBC
(cel/nl) (mmol/L) (cel/nL)
A 116,77 + 48,09 2,78 + 0,31 8.228,46 + 422,55
B 3,03 + 3,027 54+0,9 7.562,86 + 771,510

Tabla 39: Resultados obtenidos para los diferentes parametros en funcion de la supervivencia. Los
resultados se expresan como media y desviacion estandar.

GRUPO RECUENTO DE EOSINOFILOS LACTATO WBC
(Células/ pL) (mmol/L) (Cel/ pL)
CONTROL 238,10 + 372,82 1,59+1,03 8.314,84+2.409,09
SUPERVIVIENTES 70,35 + 188,88 2,2442,02 9.110,42+5.663,82
NO SUPERVIVIENTES 21,05 £ 66,14 4,38+3,43 7.125,00+£5.752,61
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Fig 26. Recuento de eosinéfilos en funcion de la evolucion. N: no supervivientes: S: Supervivientes. La
linea en el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75" se reflejan en la caja y los
percentiles 5™ y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con asterisco y circulos.
(p <0,05).
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Fig 27. Concentracion plasmatica de lactato en funcion de la evolucion. N: no supervivientes; S:
supervivientes. La linea en el interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25 y 75" se reflejan
en la caja y los percentiles 5™ y 95 con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con
asterisco y circulos (p < 0,05).
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Fig. 28. Recuento de eosinofilos en funcion de la presencia de SRIS. La linea en el interior del recuadro
muestra la media, los percentiles 25" y 75™ se reflejan en la caja y los percentiles 5™ y 95™ con los
bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con asteriscos y circulos (p < 0,05).
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Fig. 29. Concentracion plasmatica de lactato en funcion de la presencia de SRIS. La linea en el interior
del recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75" se reflejan en la caja y los percentiles 5™ y 95
con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con asteriscos y circulos (p < 0,05).
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Fig. 30. Recuento de eosinofilos en funcion de la presencia de endotoxemia. La linea en el interior del
recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75" se reflejan en la caja y los percentiles 5™ y 95" con
los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con asteriscos y circulos (p < 0,05).
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Fig. 31. Concentracion plasmatica de lactato en funcion de la presencia de endotoxemia. La linea en el
interior del recuadro muestra la media, los percentiles 25" y 75" se reflejan en la caja y los percentiles 5™
y 95™ con los bigotes. Los individuos fuera de rango se expresan con asteriscos y circulos (p < 0,05).
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VI.1. ESTUDIO I: VALORACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA
DE HIERRO Y DE LACTATO COMO MARCADORES DE INFLAMACION E
ISQUEMIA EN EL CABALLO.

VI 1.1. Valoracion de los parametros clinicos

Los caballos con enfermedades sistémicas presentaban frecuencias cardiacas mas
elevadas que el Grupo con patologias localizadas (Grupo B: 55,80 = 16,05 ppm; Grupo
A: 46,62 + 9,04 ppm; (Tabla 3), y las diferencias fueron mas evidentes al comparar
estos resultados con el Grupo Control (38,45 + 4,46). Las diferencias entre los valores
obtenidos para la frecuencia cardiaca se puede explicar por la liberacion de
catecolaminas por el dolor (Tousignant-Laflamme et al. 2005, Terkelsen et al. 2005), la
endotoxemia (Godin et al. 1996, Lee et al. 1988) y/o la hipovolemia (Convertino y
Baumgartner 1997, Triedman et al. 1993) que presentaban muchos de los pacientes

incluidos en este Grupo.

La frecuencia respiratoria también fue significativamente mas elevada en los caballos
del Grupo con afectacion sistémica (Grupo B: 24,97 + 12,80 rpm) respecto a la
observada en los Grupos A 'y 0 (Grupo A: 17,77 = 4,91 rpm y Grupo 0: 14,32 = 3,69
rpm). La presencia de problemas respiratorios primarios como RAO y neumonia,
incrementan la frecuencia respiratoria de manera significativa. Otras causas de
taquipnea en los caballos incluidos en este Grupo fueron: hipertermia (secundaria a
fiebre, ejercicio y transporte), dolor (secundario a crisis abdominales, laminitis y
miopatias), acidosis metabdlica (en enterocolitis), shock (hipovolémico, cardiaco y
endotoxico), anemia, dilatacion gastrica y distension abdominal. Estos resultados

coinciden con los aportados por Wilson y Lofstedt, en 2009.

La temperatura rectal también fue significativamente mas elevada en los caballos
enfermos (Grupos A y B) respecto a los sanos (Grupo 0). Este resultado puede atribuirse
al transporte (Carlson 1985), ya que los caballos de los Grupos A y B necesitaron ser
transportados antes de la toma de muestras. Los caballos del Grupo Control (Grupo 0)
no necesitaron transportarse antes de tomar las muestras y las constantes fisicas; sin
embargo, los animales de los Grupos A y B fueron examinados tras viajar desde sus
respectivos lugares de origen y quizas el tiempo esperado para la toma de constantes no

fue suficiente para que la temperatura volviera a la normalidad. Ademas, no se ha tenido
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en cuenta la época del afio en la que se tomaron las muestras, ya que en primavera
(temporada reproductiva) y en verano el porcentaje de animales que presentan
incremento de la temperatura rectal es mayor (Roth et al. 2006). Otra explicacion es que
muchos de los animales del Grupo B presentaban enfermedades sistémicas que cursan
con fiebre (su presencia fue uno de los criterios de inclusion en este Grupo). Asi mismo,
algunos de los animales del Grupo A, presentaban patologias que pueden producir
hipertermia o fiebre como por ejemplo artritis sépticas, algunas laceraciones y cistitis.
La temperatura rectal también fue significativamente mas elevada en los caballos

enfermos (Grupos A y B) respecto a los sanos (Grupo 0).

VI.1.2. Valoracion del hematocrito

El valor hematocrito se ha utilizado tradicionalmente como marcador del grado de
deshidratacion en animales con alteraciones gastrointestinales (Reeves ef al. 1989). No
se encontraron diferencias significativas entre los Grupos estudiados. Este hallazgo
contradice lo aportado por Ihler ef al. en 2004, que afirman que el hematocrito es uno de
los parametros a tener en cuenta como valor prondstico en los animales cuando llegan al
Hospital. A pesar de que el hematocrito representa el estatus cardiovascular del paciente
(de gran importancia, sobretodo en animales con c6lico) es un pardmetro muy variable

en el caballo, y depende de la raza, grado de estrés y nivel de entrenamiento.

Probablemente, los valores obtenidos para el hematocrito en nuestra poblacion
(predominantemente representada por caballos PRE y PSL) sean significativamente
menos elevados que en otras regiones, donde los pacientes atendidos son

predominantemente PSI, con valores normales mas elevados (Mufioz et al. 2002,

Andrews et al. 1995, Rose et al. 1983, Engelhardt 1977).

El hecho de que la extraccion de las muestras se realizara en el momento de la llegada
del animal al Hospital puede contribuir a justificar que los animales del Grupo A
tuvieran valores similares como consecuencia del estrés y la consecuente contraccion
esplénica. Aunque los animales del Grupo Control no fueron transportados, pudieron
padecer estrés en el momento de la recogida de muestras como consecuencia de la

manipulacion.

La desviacion estandar de los Grupos A y B es manifiestamente mas amplia que la del
Grupo 0, de hasta 10,74 % en el Grupo B, lo que indica una variabilidad considerable

para este parametro en los animales enfermos. A titulo de ejemplo, en el Grupo Control
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el valor maximo obtenido fue de 48,3% en un semental cruzado sano. En el Grupo A,
fue del 46,7%, correspondiente al caballo numero 37, un caballo entero, PRE, remitido
al Hospital para someterse a una cirugia electiva como consecuencia de arpeo bilateral.
En el Grupo B el valor méximo lo presenta el caballo nimero 31 (enteritis proximal y

peritonitis), con un hematocrito del 64,55%.

VI 1.3. Valoracion del fibrinogeno

No existen diferencias significativas en la concentracion de fibrindgeno entre los tres
Grupos. Estos datos coinciden parcialmente con los obtenidos por Borges et al. (2007),
ya que estos autores tampoco encontraron diferencias entre caballos con lesiones
localizadas y caballos sanos. Sin embargo concluyeron que el incremento de la
concentracion de fibrindgeno en caballos con enfermedades inflamatorias sistémicas
estd asociado a un mal pronostico y que la concentracion plasmatica de hierro refleja
mejor inflamatorios agudos. En un trabajo mas reciente, se ha demostrado que el
entrenamiento puede aumentar las concentraciones plasmaticas de fibrindgeno y de

haptoglobina, aunque no modifica el recuento de leucocitos (Fazio et al. 2010).

Durante las ultimas décadas el fibrinogeno ha sido utilizado para diagnosticar y
monitorizar diversas condiciones inflamatorias en el caballo (Newquist y Baxter 2009).
Sin embargo, y como se describe y se discute mas adelante, con los resultados obtenidos
parece que el descenso de la concentracion plasmatica de hierro refleja de manera mas
precisa procesos inflamatorios agudos, subagudos y crénicos. En un estudio realizado
por Hobo et al. en 2007, se evaluaron las concentraciones de amiloide A sérico y
fibrindgeno en caballos sanos y posteriormente se infectaron de manera experimental
con Streptococcus zooepidemicus para monitorizar la progresion de la neumonia. Los
resultados indican que el amiloide A sérico responde mas rapidamente que el
fibrindégeno a los cambios en los signos clinicos de la neumonia. También se han
comparado las concentraciones plasmaticas de hierro, fibrindgeno, amiloide A sérico y
recuento leucocitario en animales que fueron sometidos a una cirugia menor
(castracion). Las muestras se tomaron antes del procedimiento y los dias 3 y 8 después
de la cirugia. Los resultados muestran que el amiloide A sérico y el hierro reflejan mejor
el desarrollo de la inflamacion y sus valores se correlacionan con la gravedad de la
inflamacion desde el punto de vista clinico. Sin embargo, el resto de los marcadores de

inflamacion e infeccion tradicionalmente empleados en clinica equina (por ejemplo el
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recuento leucocitario o la fiebre) no fueron ttiles para monitorizar la recuperacion de
estos animales (Jacobsen et al. 2005). En otro trabajo, se compara la respuesta de
diversas proteinas de fase aguda (incluyendo el fibrindgeno, el amiloide A sérico y la
haptoglobina) entre caballos clinicamente normales y dos Grupos de animales, uno de
ellos sometidos a cirugias electivas y otro sometido a cirugias no electivas. Las
concentracion séricas de fibrindgeno se incrementd6 mdas lentamente después de la
cirugia que las de amiloide A sérico. Ademads, las concentracion de fibrindgeno no
comenzo a descender hasta pasadas las 72 horas post-cirugia (Pollock et al. 2005). Estos
estudios sugieren que, aunque la determinacion de la concentracion de fibrindgeno en
plasma se ha utilizado tradicionalmente para detectar enfermedades inflamatorias en el
caballo, es una proteina de fase aguda relativamente lenta, y es cuestionable su valor en
procesos subagudos. No obstante, y aunque no existan diferencias estadisticamente
significativas, existe una evidente tendencia en el Grupo B a presentar valores mas

altos.

VI.1.4. Valoracion del recuento leucocitario

El recuento total de leucocitos no mostr6é diferencias significativas entre los tres
Grupos estudiados. La interpretacion del resultado obtenido se explica en el tiempo de
reaccion frente a la inflamacion por parte de los globulos blancos. Varios animales
llegaron al Hospital con cuadros agudos, de pocas horas de duracion, lo que explica su
escasa respuesta leucocitaria (Delano et al. 2011, Vestweber 2007, Athens et al. 1961).
En los casos de alteraciones crénicas (peritonitis, neumonias, adelgazamiento crénico
progresivo) el recuento total no estaba afectado, ya que el recuento de neutréfilos
(células blancas predominantes) no se observo alterado en la mayoria de estos animales.
Algunos caballos del Grupo B mostraron leucopenia como consecuencia de
endotoxemia. Ademads, muchos de estos pacientes mostraban cambios toxicos en los
neutrofilos (neutréfilos en banda, espumosos y cuerpos de Dhoéle), lo que coincide con
lo aportado por otros autores (Ward et al. 1987, Carakostas et al. 1981). Asi mismo,
hubo un porcentaje del 46,34% de animales jovenes (caballos con edades inferiores a
los 5 fios de edad) con leucocitosis (McFarlane et al. 2001, McFarlane ef al. 1998) y un
porcentaje del 39,02% que padecian procesos cronicos o excitacion (Bakovi¢ et al.
2005, Steward y McKenzie 2002) lo cual justifica los valores elevados en recuento de

leucocitos. En un estudio realizado por Jacobsen et al. en 2009, se compararon las
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concentraciones en sangre de proteina amiloide A, fibrinégeno, hierro y recuento
leucocitario en caballos sometidos a diferentes procesos quirdrgicos, y se observo que el
recuento leucocitario no se modificaba entre los Grupos, pero que existian diferencias
significativas en los diferentes marcadores de la inflamaciéon dependiendo de la

intensidad del trauma quirtrgico.

Al estudiar el recuento leucocitario diferencial, se observa que tampoco aparecen
diferencias estadisticamente significativas para el recuento de neutrofilos, tanto

segmentados como bastonados.

Como se ha comentado anteriormente, el Grupo B estd compuesto por animales con
patologias muy diferentes, algunas de las cuales provocan endotoxemia (p. €j. enteritis y
colitis) con la consecuente neutropenia, y otros neutrofilia (p. ej. infecciones cronicas y
abscesos). Ademas, varios animales presentaban formas agudas de la enfermedad, en las
que aun no se habia alterado el recuento leucocitario. Estos resultados ponen de
manifiesto la limitada utilidad diagnoéstica del recuento de neutrdfilos en determinadas
algunas ocasiones para establecer un estado de SRIS, y en la necesidad de incluir otros

pardmetros para ello.

Se observaron diferencias estadisticas para el recuento de linfocitos entre el Grupo 0 y
el Grupo B, que present6 un valor medio mas bajo. Estos resultados coinciden con los
descritos por otros autores, que asocian la linfopenia con la administracion de
glucocorticoides, estrés, infecciones virales e inmunodeficiencia combinada de los
potros arabes (Lunn y Horohov 2009, Cowell et al. 2002). En el presente trabajo se
puede atribuir al estrés combinado con el dolor, ya que se excluyeron los potros
menores de 2 afios del estudio, los animales con posibles infecciones viricas y aquéllos
que habian recibido previamente algin tratamiento. El estrés en los caballos que
padecen alteraciones gastrointestinales parece ser un marcador de valor pronostico. En
un estudio realizado en 2005 por Hindchcliff et al., determinaron que el riesgo de
muerte en caballos afectados de colico era mayor en aquellos con concentraciones
elevadas de epinefrina y cortisol. Por lo tanto, la presencia de un leucograma de estrés
en animales criticos podria emplearse como marcador de pronostico en estos casos. Otra
posibilidad que se debe tener en cuenta es que los animales que padecian lesiones
estrangulantes o inflamatorias del tracto gastrointestinal tuvieran cierto grado de

linfangiectasia, lo que provocaria la salida a la cavidad abdominal de proteinas y
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linfocitos (los caballos con lesiones estrangulantes y colitis/enteritis mostraron
hipoproteinemia después de corregir la deshidrataciéon). En medicina humana se
describe la linfopenia en trastornos agudos gastrointestinales como apendicitis (Cunha
et al. 2010), colitis necrotizante (Snyder ef al. 2010) y otras alteraciones
gastrointestinales (Charlett et al. 2009). Otros autores han observado linfopenia en un
caso de ulceras gastroduodenales en un potro (Coleman 2008), en un caballo arabe con
una lesion estrangulante de intestino delgado (Pratt et al. 2008), en un caballo con
enteritis (Wolf 1983), en caballos con perforaciones de intestino por ingerir alambres
metalicos (Saulez et al. 2009) y en infecciones por Salmonella (Cullinane et al. 2006,

Goetz y Coffman 1984).

También se ha detectado diferencia estadisticamente significativa entre Grupos para el
recuento de eosinofilos, siendo la media del Grupo con enfermedades sistémicas (Grupo
B) menor que en el control (Grupo 0) y en el de caballos con lesiones localizadas
(Grupo A). Esto coincide con los resultados obtenidos en Unidades de Cuidados
Intensivos de medicina humana, donde se esté utilizando la eosinopenia como marcador
de prondstico en pacientes criticos (Lopez de Toro et al. 2010, Shaaban et al. 2010;
Smithson et al. 2009). De manera individual se observaron recuentos elevados de
eosindfilos en el caballo nimero 17 del Grupo A, que sufria habronemiasis localizada
en las extremidades, y en el caballo nimero 7 del Grupo B, en el que se observaron
diversos trayectos parasitarios en el higado mediante laparoscopia. Aunque es dificil
valorar los resultados, dado que los recuentos de eosinéfilos en el caballo suelen ser
muy bajos, en este caso las diferencias entre Grupos pudieron radicar bien en la
elevacion de la media por los individuos con recuentos mas altos (animales del Grupo
A) o bien por la disminucion del recuento en el Grupo de animales con enfermedades

sistémicas (Grupo B).

En cuanto a los monocitos, por ultimo, no se encontraron diferencias significativas

entre Grupos.

VI 1.5. Valoracion de la bioquimica sanguinea

No se han observado diferencias estadisticamente significativas para la concentracion
de proteinas totales entre los Grupos, debido a la alta variabilidad en los resultados
obtenidos. Su interpretacion, ademas, resulta complicada en algunos casos. Asi, se han

encontrado valores elevados debidos a deshidratacion en varios animales del Grupo B
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secundaria a diversas patologias digestivas (Boscan y Steffey 2007, Ashworth y Jester
1944). En otros casos, sin embargo, debido a las pérdidas de proteinas via intestinal, la
concentracion plasmatica se compensa y pueden mantenerse dentro de limites
fisiologicos, a pesar de padecer hipoproteinemia. De hecho, tras recibir fluidoterapia,
estos animales mostraron valores bajos para este parametro. También se observaron

hiperproteinemias individuales en animales con infecciones cronicas.

Se observd una diferencia estadisticamente significativa para la concentracion en
plasma de albumina en el Grupo B respecto al Grupo 0, lo que puede atribuirse a que
algunos de estos animales presentaban endotoxemia, la cual cursa con disminucion
plasmatica de albumina, bien por aumento en las pérdidas (colitis, enteritis y lesiones
necrotizantes de intestino) o por falta de su produccion (alteraciones hepaticas). La
albumina proporciona informacion sobre la presion oncética del paciente (Canaan-Kuhl
et al. 1993) y debe tenerse en cuenta antes de decidir la fluidoterapia que se va a
administrar. Ademas, el descenso en los valores plasméaticos de albiimina se ha asociado
a procesos sépticos (Wildi et al, 2011), enfermedades inflamatorias (Don y Kaysen

2004) y a mal prondstico (Leite et al. 2016, Qian y Liu. 2012).

En cuanto a los valores sanguineos de urea y de creatinina, se ha observado un
incremento significativo para los caballos con enfermedades sistémicas respecto a los
controles. La mayoria de estos pacientes presentaban cuadros de colico acompafiados de
deshidratacion e hipovolemia (Braun y Lefebvre 2008, Arosalo ef al. 2007, Divers et al.
1987, Narayanan y Appleton 1980). Ademas, la alimentacion y los procesos digestivos
alterados de los animales que presentaban colico también pueden modificar los valores

plasmaticos de la urea (Khol-Parisini et al. 2007; Fonnesbeck y Symons, 1969).

VI 1.6. Valoracion del hierro y lactato

Los valores del hierro plasmatico obtenidos para los caballos enfermos (Grupos A'y
B) fueron significativamente menores que los obtenidos en los animales del Grupo
Control. Este hallazgo contrasta con lo aportado por Borges et al. en 2007, que no
obtuvieron valores de hierro plasmatico por debajo de los limites establecidos como
normales en animales con alteraciones localizadas. Los resultados obtenidos en el
presente estudio ponen de manifiesto la sensibilidad del hierro como marcador de la
inflamacion en fases agudas, capaz de reaccionar aunque el trauma sea de poca

magnitud y no tenga repercusiones sistémicas.
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Algunos de los animales que presentaban alteraciones sistémicas padecian procesos
infecciosos graves, que justificaria los niveles bajos de hierro plasmatico por la
utilizacion de los microorganismos implicados para su propio metabolismo (Caballos
18, 26, 31 y 39 del Grupo B). Sin embargo, la mayoria presentaban procesos
inflamatorios de diversa indole, de caracter agudo o subagudo, siendo la concentracion
plasmatica de hierro marcadamente inferior en aquellos animales que presentaban los
signos clinicos mas graves de endotoxemia (Caballos 6, 11, 13, 15, 17, 22, 26, 28, 29,
35, 36 y 39 del Grupo B).

El hierro es requerido por diversas bacterias para su crecimiento y supervivencia
(Ratledge y Dover 2005, Jordan et al. 2003). Las nuevas tendencias en medicina
humana para combatir la resistencia a los antibidticos, se encaminan a bloquear la
captacion del hierro almacenado en las fuentes del hospedador (transferrina, ferritina y
estructuras con grupo hemo) por las bacterias (Ratledge 2007, Ratledge y Dover 2005).
Algunos de los animales que presentaban alteraciones sistémicas padecian procesos
infecciosos graves, que justificaria los niveles bajos de hierro plasmatico por la
utilizacion de los microorganismos implicados para su propio metabolismo. Sin
embargo, la mayoria presentaban procesos inflamatorios de diversa indole, de caracter
agudo o subagudo. Como marcador de la inflamacién, el hierro es un marcador
negativo, ya que su biodisponibilidad se reduce tanto en el compartimento extracelular
como en el intracelular y es secuestrado por las células del sistema reticuloendotelial en
procesos inflamatorios. Esto justificaria los valores obtenidos en los animales con
alteraciones sistémicas atribuibles a procesos inflamatorios, siendo la concentracion
plasmatica de hierro marcadamente inferior en aquellos animales que presentaban los

signos clinicos mas graves de endotoxemia.

En medicina humana se ha observado descenso del hierro plasmatico y de la
hepcidina en enfermedades cronicas, alteraciones renales y procesos inflamatorios
agudos (Cheng et al. 2010, Andrews 1999). Ademas, existen evidencias clinicas que
sugieren que inflamaciones cronicas de poca intensidad y el propio metabolismo del
hierro pueden estar involucrados en la patogénesis de enfermedades de tipo insulino-
resistente (Insenser et al. 2010). Se ha observado descenso de hierro plasmatico en
pacientes con alteraciones localizadas de tipo inflamatorio, como la artritis (Aalto et al.
2011; Masson 2011; Grom y Mellins 2010). Estos datos justificarian los valores de

hierro disminuidos en los animales del Grupo con lesiones localizadas.
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No existen diferencias significativas entre los valores obtenidos en los caballos del
Grupo con patologias sistémicas (Grupo A) y los obtenidos en los caballos del Grupo
con lesiones localizadas (Grupo B), por lo que se puede presuponer que el hierro no es

un buen marcador de la gravedad del proceso.

En cuanto a la concentracion plasmatica de lactato, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tres Grupos siendo el valor medio mas elevado
el correspondiente al Grupo de caballos con afectaciones sistémicas (Grupo B). Esta
determinacion ha sido empleada en medicina deportiva equina para evaluar el
entrenamiento y la intensidad del ejercicio (Beneke er al. 2010, Lindner 2010,
Escribano et al. 2008), como marcador de gravedad en personas hospitalizadas en
unidades de cuidados intensivos (Guinat ef al. 2010), en potros neonatos con septicemia
(Castagnetti et al. 2010, Saulez et al. 2007), en liquido peritoneal como indicador de
isquemia y pronostico (Latson et al. 2005), como parametro de gravedad (Johnston et
al. 2007), para monitorizar caballos hospitalizados (Tennent-Brown et al. 2010,
Wotman et al. 2009, Tennent-Brown et al. 2007) y como pardmetro de evolucion de

pacientes criticos (Jansen et al. 2009).

El aumento del lactato en plasma indica hipoxia tisular, muchas veces relacionada con
hipovolemia (por ejemplo, en casos de shock hipovolémico como consecuencia de
hemorragias intensas). En los caballos es frecuente encontrar valores elevados en
patologias digestivas ya que a menudo presentan cuadros de deshidratacion. Es
importante comparar los valores de lactato con el hematocrito, proteinas totales y
pardmetros renales, para diferenciar si su elevacion es secundaria al grado de
deshidratacion o a la acidosis metabdlica. En este estudio, los caballos que presentaban
las concentraciones de lactato mas elevadas se correspondieron con los que presentaban
las patologias mas graves (torsion de colon, peritonitis, enteritis y colitis) y exceptuando
el caballo nimero 28 del Grupo B, cuya concentracion de hierro era casi fisiologica (90
(g/dl), el resto de los animales presentaban una relacion inversamente proporcional

entre los valores de hierro y lactato.

A pesar de que las concentraciones de lactato aumentan con la hipovolemia, se
considera un buen marcador de hipoxia tisular, que permite monitorizar a pacientes
criticos. En potros sépticos, en los cuales existen alteraciones en la perfusion, permite

conocer la gravedad del proceso. Se considera que un potro tiene posibilidades de
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sobrevivir si las concentracion de lactato disminuye en las primeras 24-48 horas tras el
ingreso (Wotman et al. 2009, Corley et al. 2005). El lactato también se ha empleado en
el caballo como marcador de isquemia, siendo de especial interés el valor de la
concentracion en liquido peritoneal en caballos con lesiones estrangulantes (Latson et

al. 2005).

Las concentraciones elevadas de lactato que presentaban los caballos del Grupo B
(con afectacion sistémica) se justifican por el elevado porcentaje de caballos con

patologias gastrointestinales que llegaron al Hospital con signos de endotoxemia.

Cuando se comparan los valores de hierro y lactato en sangre en cada animal de forma
conjunta, se observa que en los caballos sanos existe una tendencia a que, cuando
desciende la concentracion de hierro, aumenta la de lactato. Se puede apreciar que los
caballos que presentaban los valores mas elevados de lactato, eran los mismos que
tenian los valores minimos de hierro sérico. Estos datos pueden explicarse por el grado
de entrenamiento que recibian estos animales, ya que los caballos con los valores mas
dispares se corresponden con sementales sometidos a un ejercicio de moderado a
intenso. En medicina humana se ha observado que los valores hematicos, incluyendo la
concentracion de hierro y ferritina sérica, disminuyen con el entrenamiento (Ricci et al.

1988).

En el Grupo de animales con patologias localizadas (Grupo A), la tendencia no es tan
evidente como en Grupo Control. Estos resultados son los esperados, ya que la media de
la concentracion de hierro era estadisticamente menor que la de los animales del Grupo
Control; sin embargo, no existieron diferencias estadisticamente significativas en los

valores del lactato.

En el Grupo de animales con patologias sistémicas (Grupo B), tampoco existe una
tendencia evidente a la disminucion del hierro con el incremento del lactato. En este
Grupo se encuentran animales con valores muy elevados de lactato (un animal presentd
mas de 12 mmol/L a su llegada al Hospital y se pudo confirmar este valor en analiticas

posteriores), y sin embargo el hierro estaba dentro de los limites fisioldgicos.

El hecho de que existan variaciones entre Grupos en las concentraciones plasmaticas
del lactato, hierro y de los parametros renales, pero no en el hematocrito y proteinas

totales (marcadores tradicionales del grado de deshidratacion) indican la necesidad de
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emplear nuevos marcadores que permitan establecer la gravedad y el prondstico de estos
pacientes. Ademads, en las regiones en las que la piroplasmosis es una enfermedad
endémica, el hematocrito puede parecer normal, a pesar de que el animal padezca una
deshidratacion grave (Knowles et al. 1980). Incluir el lactato y el hierro sérico en los
analisis rutinarios permite conocer la presencia de alteracion sistémica en animales que
no tienen signos clinicos de SRIS (hierro) y la gravedad de los pacientes (lactato) asi

como la necesidad de cuidados intensivos.
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VI.2. ESTUDIO II: CONCENTRACION PLASMATICA DE HIERRO EN
CABALLOS CON ALTERACIONES GASTROINTESTINALES DE ORIGEN
INFLAMATORIO, OBSTRUCTIVO Y ESTRANGULANTE

VI.2.1. Valoracion de los parametros clinicos

La frecuencia cardiaca fue mas elevada en los caballos con lesiones estrangulantes e
inflamatorias de intestino grueso, y estos resultados pueden ser explicados por el grado
de dolor, hipovolemia y/o distension abdominal en caballos con colitis o torsiéon de
colon, como se ha demostrado en estudios previos (Bertin et al. 2013, Gémez et al.
2013, Moore et al. 1994). Los caballos con lesiones obstructivas de intestino grueso
fueron los que presentaron frecuencias cardiacas mas bajas, lo cual coincide con los
resultados obtenidos para otras variables como la frecuencia respiratoria y el valor
hematocrito. Estos resultados indican que los caballos con lesiones obstructivas de
colon suelen llegar al Hospital en mejores condiciones cardiovasculares y
hemodindmicas, lo cual también explica porqué los caballos con este tipo de patologias

tienen mejor prondstico (Jennings et al. 2014).

En cuanto a la supervivencia, se observd que los caballos que no sobrevivieron
presentaron frecuencias respiratorias y valores de hematocritos mas elevados. El
incremento de la frecuencia respiratoria en los caballos que no sobrevivieron puede
explicarse por el grado de distension abdominal (el aumento de la timpanizacion
incrementa la frecuencia cardiaca y empeora el prondstico), el grado de dolor, la
presencia de fiebre o hipertermia y/o la presencia de anormalidades electroliticas

(Hassel et al. 2009).

V1.2.2. Valoracion del hematocrito

Los caballos con lesiones estrangulantes e inflamatorias de intestino delgado y
aquéllos con lesiones inflamatorias de intestino grueso exhibieron valores de
hematocritos mas elevados, posiblemente debido a la endotoxemia, a pesar de que estos
resultados no se vieron reflejados en el recuento de globulos blancos. Seria interesante
evaluar los cambios en el recuento de leucocitos durante el periodo de hospitalizacion y
valorar si existe relacion entre los valores en admision de otros parametros, ya que en

este trabajo solo se tuvieron en cuenta los valores en el momento del ingreso.



Los parametros que proporcionan datos referentes a la supervivencia incluyen la
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y valor hematocrito. La frecuencia cardiaca
y el valor hematocrito estdn intimamente relacionados y cuando aumentan
significativamente pueden indicar deshidratacion y mal prondstico, como se ha visto en

otros estudios (Hassel et al. 2009).

VI.2.3. Valoracion del fibrinogeno

Los caballos con lesiones obstructivas fueron los que presentaron concentraciones
mas elevadas de fibrindgeno, atribuido a que los veterinarios referentes remitieron los
caballos al Hospital después de tratarlos durante varios dias en condiciones ambulantes,
aunque las diferencias no fueron significativas. El fibrindgeno es una proteina de fase
aguda que se produce en el higado y sus niveles plasmaticos se elevan durante los
procesos de inflamacion sistémica (Canseco et al. 2006, Andrews et al. 1994,).
Especificamente, las concentraciones plasmadticas de fibrindgeno comienzan a elevarse
a las 24 o 72 horas tras la iniciacion de la respuesta inflamatoria, y pueden mantenerse
elevadas hasta 7 dias después de haber superado el evento inflamatorio (Crisman et al.
2008). Asi podemos considerar que en nuestra poblacion, el fibrindgeno no parece ser

de utilidad para determinar el pronostico

VI1.2.4. Valoracion del recuento leucocitario

El recuento de leucocitos tampoco resultd ser un parametro de utilidad para
diferenciar a los caballos sanos de aquéllos con diferentes patologias gastrointestinales.
Adicionalmente, el recuento de globulos blancos tampoco mostré variaciones en
funcion de la supervivencia. El recuento total de leucocitos disminuye en caballos con
endotoxemia y la leucopenia (especificamente, la neutropenia) ha sido asociada con mal
pronostico en caballos con patologias gastrointestinales (Southwood et al. 2009). La
falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de este trabajo en
relacion con el recuento de leucocitos puede deberse a que solo se tuvieron en cuenta las
muestras en el momento de ingreso y no durante la hospitalizacion. Algunos caballos
desarrollan leucopenia tras ser sometidos a procedimientos quirtirgicos en los que se

manipulan porciones afectadas del intestino, que causa la movilizacion de las



endotoxinas y como consecuencia activacion de la inflamacion sistémica (Salciccia et

al. 2013, Cook et al. 2008).

VI.2.5. Valoracion de las proteinas totales

La concentracion de proteinas totales se mostro mas elevada en caballos con lesiones
obstructivas y estrangulantes de intestino delgado, posiblemente debido al grado de
deshidratacion o como consecuencia del aumento de los componentes de las proteinas
totales como las proteinas de fase aguda o las inmunoglobulinas. Sin embargo, no
existieron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de proteinas en

funcion de la evolucion.

VI.2.6. Valoracion del hierro y lactato

Los caballos con enfermedades intestinales mostraron concentraciones de hierro
plasmatico inferiores en el momento de admision que las de los caballos incluidos en el
Grupo Control. Ademads, la concentracion plasmatica de hierro en el momento del
ingreso fue significativamente superior en los caballos que sobrevivieron comparado
con los no supervivientes. Corradini ef al., en 2014, demostraron que esta concentracion
en caballos con respuesta inflamatoria sistémica era inferior que en caballos con
lesiones inflamatorias localizadas, lo cual coincide con los resultados obtenidos por
Borges et al. en 2007. El descenso del hierro en el momento del ingreso en los caballos
no supervivientes puede reflejar la gravedad de la enfermedad, como también se ha
demostrado en los caballos con grados elevados de SRIS y, como consecuencia, es
indicativo de peor pronostico (Corradini et al. 2014). Asi pues, podria ser interesante
evaluar la concentracion de hierro conjuntamente con otros marcadores de gravedad y
de prondstico, como por ejemplo el cortisol (Mair et al. 2014), para determinar si existe
correlacion entre el grado de inflamacion y la cantidad de hierro secuestrado. En
estudios previos se ha demostrado una significativa correlacion entre los cambios en las
concentraciones plasmaticas de hierro durante la hospitalizacion entre los supervivientes
y los no supervivientes (Corradini et al. 2014). En el presente trabajo se han encontrado
hallazgos similares, a pesar de que solo se incluyeron los valores en el momento del

ingreso.



Respecto a los resultados obtenidos en funcion del tipo de patologia diagnosticada, la
concentracion plasmatica de hierro no parece variar en funcion de la naturaleza de las
lesiones (obstructivas, inflamatorias y estrangulantes), a pesar de que los caballos con
lesiones estrangulantes de intestino delgado mostraron concentraciones plasmaticas
inferiores que los que padecian otras alteraciones inflamatorias. Todos los caballos con
trastornos digestivos mostraron una concentracion inferior al Grupo Control, siendo los

caballos con lesiones obstructivas los que presentaban los valores mas altos.

Al comparar los resultados obtenidos para la concentracion plasmatica de lactato se
observa que los caballos con lesiones estrangulantes mostraron concentraciones
superiores que aquellos con lesiones obstructivas. Como se ha explicado anteriormente,
el lactato es producido por las células sometidas a condiciones anaerobias, y la
hiperlactacidemia que aparece en los caballos que padecen trastornos gastrointestinales
puede ser el resultado de la hipoperfusion tisular y de la hipoxia asociada al shock,
anemia grave, distrés respiratorio y estatus hipermetabdlicos. El lactato ha sido
extensamente investigado en potros neonatos en estado critico (Borchers et al. 2012,
Wotman et a/ 2009) y en caballos adultos se ha demostrado que es de gran utilidad para
determinar la gravedad de la enfermedad y monitorizar la respuesta al tratamiento
(Tennent-Brown et al. 2010, Tennent-Brown et al. 2007). En concordancia con otros
trabajos (Tennent-Brown 2012, Tennent-Brown et al. 2010), los niveles de lactato en el
presente estudio fueron de utilidad para diferenciar caballos con lesiones estrangulantes
frente a aquellos que padecian otras patologias, como por ejemplo, lesiones
obstructivas. Por ello, el lactato se muestra mas fiable como marcador de diagnostico
que el hierro plasmatico, ya que este Gltimo no permite diferenciar entre procesos
estrangulantes y obstructivos. Todos los caballos enfermos mostraron concentraciones
plasmaticas de lactato superiores a los caballos incluidos en el Grupo Control, y
aquéllos que no sobrevivieron presentaron concentraciones superiores en el momento de
admision que los supervivientes, resultados similares a los obtenidos para la

concentracion de hierro plasmatico.

En la poblacion estudiada, la concentracion plasmaticas de hierro resulté ser un
marcador de pronostico 1util, aunque no fue lo suficientemente sensibles como para
diferenciar los diferentes tipos de lesiones, posiblemente porque se trata de un marcador
muy sensible de procesos inflamatorios y porque todos los casos incluidos en este

trabajo presentaban cierto grado de inflamacion sistémica, entendiendo como respuesta



inflamatoria la presencia de dos o mas de los siguientes sintomas: fiebre (temperatura
rectal > 38,9°C), neutrofilia o neutropenia (recuentos de neutréfilos > 6.600 o < 2.700
cel/uL, respectivamente), incremento del nimero de granulocitos inmaduros (> 10% de
bastonados), y cambios toxicos en los neutréfilos (Borges et al. 2007). En contraste, los
niveles de lactato fueron de gran utilidad para distinguir lesiones obstructivas de
lesiones inflamatorias o estrangulantes, y resultd de utilidad como marcador de

pronostico.

En general, los caballos con alteraciones inflamatorias de intestino grueso y delgado
y lesiones estrangulantes de intestino delgado, fueron los que presentaron alteraciones
bioquimicas y hematologicas mas pronunciadas. En particular, los caballos con lesiones
estrangulantes de intestino grueso mostraron una frecuencia cardiaca mas elevada,
posiblemente debido a la gravedad del dolor abdominal y la distension. Sin embargo,
dada la naturaleza hiperaguda de las torsiones de colon, estos caballos no tuvieron
suficiente tiempo para desarrollar alteraciones en los pardmetros laboratoriales. Un
hallazgo comtn fue que los caballos con lesiones estrangulantes de intestino delgado
presentaron concentraciones de hierro inferiores y concentraciones de lactato mas
elevadas que los caballos con lesiones inflamatorias de intestino delgado. Aunque este
dato debe interpretarse con precaucion, puede servir de guia en el diagndstico de

enfermedades de intestino delgado.

Una limitacion de este estudio es el escaso numero de pacientes con lesiones
obstructivas de intestino delgado y con lesiones estrangulantes de intestino grueso, lo
cual puede haber sesgado los resultados. Otra limitacion es que no se ha incluido el
tiempo transcurrido desde que los caballos mostraron signos de dolor abdominal y hasta
que fueron recibidos en el Hospital. Este periodo de tiempo puede haber influido en que
algunos caballos con lesiones graves, pero que fueron remitidos rapidamente, mostraran
menos variacion en los parametros sanguineos que caballos con lesiones menos graves

pero que fueron enviados tras un periodo de tiempo mas prolongado.



VI.3. ESTUDIO III: CONCENTRACION PLASMATICA DE TROPONINA
CARDIACA I (¢Tnl) Y DIMERO D COMO MARCADORES DE PRONOSTICO
EN CABALLOS CRITICOS

VI.3.1. Evaluacion de la utilidad del sistema POC para la medicion de cTnl y Dimero D

en caballos criticos.

La validacion del método analitico es un paso esencial antes de establecer nuevos
protocolos en el laboratorio o en diferentes especies animales. Los estudios de
validacion deben asegurar que los métodos analiticos sean capaces de detectar los
correspondientes analisis proporcionando resultados repetibles y certeros, y que sean de
utilidad para diferenciar entre animales sanos y con patologias. En este trabajo, se
evalia el equipo AQT90 FLEX que integra un sistema point-of-care (POC)
comercialmente disponible para las determinaciones de ¢cTnl y Dimero D en suero de
caballos. El método mostrd una buena linealidad y coeficiente de variacion intraensayo.
Las concentraciones medias de ¢Tnl y Dimero D en las muestras de plasma de los
caballos sanos fueron superiores a los limites de deteccion del método validado (Limite
de deteccion inferior para la cTnl: <0,010 pg/ml; Limite de deteccion inferior para el
Dimero D: <80 ng/mL) y ningin caballo del Grupo de los enfermos tuvo
concentraciones en el limite inferior. Los resultados obtenidos para la validacion del
AQT90 FLEX fueron lo suficientemente adecuados para garantizar su uso rutinario en

la clinica equina.

VI.3.2. Determinacion de la utilidad de estos parametros en la identificacion de

pacientes criticos.

Las cTnl han sido empleadas previamente como marcadores de respuesta inflamatoria
sistémica en caballos criticos ("Nath es al. 2012) y como marcadores de prondstico
después de cirugias abdominales de emergencia (Radcliffe er al. 2012). El descenso de
la funcién miocéardica ha sido ampliamente descrito en pacientes humanos con sepsis
(Landesburg et al. 2012, Maeder et al. 2006). La disfuncion del ventriculo izquierdo en
personas con sepsis, determinada mediante ecocardiografia, se correlaciona con

elevadas concentraciones de cTnl (Resjo et al. 2011).



En el presente estudio existieron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones plasmaticas de ¢Tnl y Dimero D en el momento de admision entre los
caballos enfermos y el Grupo Control. Todos los caballos incluidos en el Grupo con
enfermedades mostraron signos clinicos de endotoxemia y/o SRIS, por lo que parece
claro que pueda existir cierto grado de hipoperfusién miocéardica en estos pacientes. De
esta forma, parece que la combinacion de estos dos pardmetros en el momento del

ingreso puede ser de utilidad para identificar caballos criticos.

V1.3.3. Determinacion de la utilidad de estos parametros como marcadores de

pronostico en caballos con patologias gastrointestinales.

Los caballos con lesiones intestinales estrangulantes o inflamatorias mostraron una
concentracion en sangre elevada de cTnl, comparado con el Grupo Control, aunque
dicho valor no estuvo asociado a mortalidad o al grado de gravedad de la enfermedad.
La concentracion media de Dimero D fue significativamente superior en los caballos
enfermos en comparacion con el Grupo Control pero estos valores tampoco estuvieron
asociados a la supervivencia. Ademas no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de Dimero D entre Grupos dependiendo del proceso

diagnosticado

Después del tratamiento y de la hospitalizacion, no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los Grupos con SRIS/endotoxemia para las
concentraciones de ¢Tnl o Dimero D. Estos resultados pueden ser explicados, por un
lado, por la sensibilidad de estos pardmetros, que pueden haber sido corregidos con el
tratamiento y, por otro lado, por la gran variabilidad de los valores obtenidos dentro del
mismo Grupo. Podria ser interesante realizar futuros trabajos englobando los caballos
criticos en Grupos mds homogéneos para valorar la variabilidad de estos parametros
durante la hospitalizacion. Este resultado puede ser también explicado por el hecho de
que solo se incluyeron caballos criticos, y que la concentracion plasmatica de estos
pardmetros va disminuyendo lentamente. La concentracion plasmatica de cTnl y
Dimero D no parecen ser de utilidad para evaluar la respuesta al tratamiento en caballos

admitidos en condiciones criticas.



VI.3.4. Concentracion plasmdatica de cTnl y Dimero D después del tratamiento como

marcadores de gravedad.

Las concentraciones elevadas de cTnl pueden reflejar necrosis celular por isquemia
miocardica (Mehta et al. 2004) debido a la hipoperfusion sistémica, trombosis
microvascular, o ambas. En este estudio no aparecieron diferencias significativas en las
concentraciones de cTnl entre los Grupos en funcidon de la naturaleza de sus lesiones,
pero los caballos con lesiones inflamatorias, como colitis o enteritis, fueron los que
presentaron concentraciones mas altas. Aquellos con lesiones estrangulantes de
intestino delgado tuvieron concentraciones inferiores de c¢Tnl. La alta proporcion de
sementales con hernias inguinales pueden explicar estos resultados. Los caballos Pura
Raza Espaioles presentan predisposicion genética a padecer hernias inguinales (Mufioz
et al. 2008) y la porcion de intestino delgado sin perfusion queda aislada del resto del
cuerpo en la bolsa escrotal. La raza mas representada en este trabajo fue precisamente
los Pura Raza Espafiola (PRE) y las hernias inguinales la patologia estrangulante de
intestino delgado més comun. Una posible explicacion para esta falta de aumento en los
caballos no supervivientes puede ser que llegaran al Hospital con sintomas de pocas
horas de duracion. Ademads, en el caso de las hernias inguinales, la endotoxemia se
desarrolla durante la hospitalizacion, y no siempre llegan al Hospital con signos clinicos
o laboratoriales de endotoxemia. Esta es una de las razones por las que las cTnl no
parecen ser un buen marcador de prondstico en el momento de admision en el caso de
caballos con hernias inguinales, porque el secuestro del asa estrangulada en una
cavidad, como es en este caso la bolsa escrotal, previene la liberacion de endotoxinas
del intestino dafado al torrente circulatorio, aunque la liberacién de estas endotoxinas

puede ocurrir durante la reduccion de la hernia (Mair y Edwards 2003).

Normalmente, las coagulopatias en caballos con patologias gastrointestinales son
estados de hipercoagulabilidad que pueden progresar a coagulopatias de consumo
(CID). Ademas, la gravedad de las coagulopatias en trastornos gastrointestinales esta
asociada a mal prondstico (Dolente et al. 2002, Prasse et al. 1993, Johnstone y Crane
1986). En estudios previos, se ha observado que los caballos con enteritis y peritonitis
son diagnosticados con mayor prevalencia de formas subclinicas de CID en el momento
de admisidn, y junto con las lesiones isquémicas (especialmente aquéllas que requieren
reseccion), son los pacientes que presentan con mas frecuencia activacion de la cascada

de la coagulacion (Cesarini et al. 2010, Stokol et al. 2005, Monreal et al. 2000). La



ausencia de correlacion entre las concentraciones plasmaticas de fibrindgeno y Dimero
D en el momento de admision puede ser explicada porque el fibridgeno tarda en
aumentar en sangre en los pacientes criticos de 24 a 48 horas (Kamath y Lip 2003). En
concordancia con investigaciones previas (Dunkel et al. 2010), se ha observado que las
concentraciones plasmaticas de Dimero D en caballos con SRIS en el momento del
ingreso fueron superiores a las del grupo control. Ademas, los caballos con
concentraciones superiores a 4.000 ng/mL tienen peor prondstico (Cesarini ef al. 2010).
En este trabajo no se han alcanzado diferencias significativas entre los dos Grupos de
caballos con SRIS en términos de supervivencia. A pesar de que las concentraciones
plasmaticas de Dimero D en la Gltima muestra analizada fueron superiores en los
caballos que no sobrevivieron en comparacion con los supervivientes, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Respecto a las concentraciones plasmaticas de
Dimero D y fibrindgeno en funcion de la patologia, no existieron diferencias
significativas entre Grupos, siendo el Grupo con lesiones obstructivas el que mostrd
concentraciones mas altas en ambos parametros en el momento de admision. Muchos de
los caballos con lesiones obstructivas se presentaron en el Hospital, tras ser atendidos en
el campo durante varios dias por el veterinario referente, y a pesar de que este dato no
estd reflejado en el estudio, esto puede explicar el ligero aumento de estos valores.
Después de la hospitalizacion, tampoco existieron diferencias significativas en estos

parametros en funcion de la patologia diagnosticada.

Los parametros que variaron durante el periodo de hospitalizacion significativamente
fueron la concentracion de lactato plasmatico, el valor hematocrito y los parametros
clinicos temperatura rectal y frecuencia cardiaca. Sin embargo, en el Grupo de los
caballos no supervivientes, el Unico pardmetro que se modifico durante la
hospitalizacion fue la concentracion de proteinas totales, las cuales estaban mas
elevadas en el momento del ingreso. Ademas, se puede considerar que los caballos que
responden al tratamiento son aquéllos cuyos parametros laboratoriales y clinicos
mejoran durante la hospitalizacion y son por tanto los que tienen un mejor prondstico,
como ya se ha demostrado en otros estudios (Tennet-Brown 2012, Southwood et al.

2009, Magdesian 2004).

A pesar de que no existieron diferencias significativas en las concentraciones de cTnl
entre los Grupos de supervivientes y no supervivientes, los valores mas altos fueron

observados en el Grupo de no supervivientes. Hay que tener en cuenta que todos los



caballos se mantuvieron hospitalizados por diferentes periodos de tiempo y tuvieron
diferentes grados de endotoxemia que fue variando durante la hospitalizacién. Por
ejemplo, los caballos con hernias inguinales tuvieron signos clinicos mas graves
después de la movilizacion del segmento intestinal afectado y mostraron marcada
leucopenia pasadas las 24 horas de la cirugia. Algunos de estos caballos con hernias
inguinales presentaron mejor condicion clinica en el momento de la admision que los
que fueron remitidos con patologias inflamatorias, los cuales se estabilizaron en las
primeras 24 horas de hospitalizacion. Seria interesante valorar las variaciones
plasmaticas de estos parametros durante la hospitalizacion porque la administracion de
fluidos y vasopresores pueden influir en los resultados. Los resultados obtenidos
muestran que este parametro puede resultar de utilidad para identificar caballos criticos,
pero se deben realizar més estudios en los que se incluyan mayor nimero de animales
para evaluar su utilidad como marcador de pronoéstico. En este trabajo, no se observaron
diferencias significativas en la tasa de supervivencia en funcion de las concentraciones
de Dimero D porque solo se incluyeron caballos criticos y en estudios previos donde se
obtuvieron diferencias se habian incluido caballos con patologias menos graves

(Cesarini et al. 2010).

Las limitaciones de este trabajo incluyen el escaso nimero de animales incluidos,
resultando en intervalos de confianza amplios. A pesar de que los resultados obtenidos
muestran que las ¢Tnl y el Dimero D pueden ser empleados como marcadores de
estados inflamatorios sistémicos, el uso de estos parametros como indicadores de
pronostico en caballos con patologias digestivas, debe interpretarse con cuidado. Otra
limitacion del trabajo es que no se pudo realizar examen post-morten en todos los
caballos eutanasiados o muertos por decision del propietario, por lo que resulta
imposible confirmar las causas del deterioro sistémico y el grado de dafo miocéardico

mediante histopatologia en estos pacientes.

El equipo AQT90 FLEX es suficientemente preciso y fiable para ser empleado en

Unidades de Cuidados Intensivos equinas.



VL4. ESTUDIO IV: EVALUACION DE LA EOSINOPENIA COMO
MARCADOR DE ENDOTOXEMIA EN CABALLOS CRITICOS

En esta parte del trabajo, se valora la capacidad de la eosinopenia para diferenciar
caballos criticos con patologias gastrointestinales de otros con patologias digestivas que
no causan SRIS o endotoxemia. La eosinopenia forma parte del leucograma de estrés, y
los efectos deletéreos de la endotoxemia causan en el hospedador una respuesta de los
mediadores inflamatorios endogenos, incluyendo citoquinas, eicosanoides, la activacion
del complemento y hormonas de estrés (Bone 1991). Otros indicadores de estrés como
el cortisol, la “heat shock protein 72 (HSP72) y las beta-endorfinas han sido usados
como marcadores de prondstico pero, a dia de hoy, el lactato sigue siendo el parametro
mas util como marcador usado en solitario en caballos con patologias abdominales
(Niinistd et al. 2010). El riesgo de muerte parece ser también mayor en los caballos
afectados de lesiones gastrointestinales con altas concentraciones circulantes de
epinefrina y cortisol, indicando el grado de activacion del sistema simpatico en los

caballos con colico (Hinchcliff ez al. 2005).

La eosinopenia ha sido empleada en medicina humana como marcador de sepsis
(Terradas et al. 2012, Wibrow et al. 2011, Abidi ef al. 2008) para predecir la mortalidad
(Yip y Ho 2013, Kim et al. 2013) en pacientes con dolor abdominal (*Deibener-
Kaminsky e al. 2011), y como marcador de pronéstico (*Deibener-Kaminsky et al.
2011, Shaaban et al. 2010). Los mecanismos de control de la eosinopenia en estados de
inflamacién aguda, también considerado como estrés agudo, incluyen la mediacion
adrenal de los glucocorticoides y de la epinefrina (Bass et al. 1980). Adicionalmente, la
respuesta eosinopénica inicial frente a las infecciones agudas puede interpretarse como
el resultado del secuestro periférico de los eosinofilos circulantes. Las sustancias
quimiotacticas liberadas durante la inflamacion aguda pueden colaborar en la migracion
y secuestro de los eosindfilos junto con la respuesta inflamatoria por si misma,
presumiblemente (Hubert 2006, Benafara et al. 2002). Las principales sustancias
quimiotacticas incluyen el C5a y fragmentos de fibrina que han sido detectados en la
circulacion durante los estados de inflamacion aguda (Bass ef al. 1980). Si tenemos en
cuenta el hipotético mecanismo de eosinopenia de la migracién de los eosinéfilos al
foco de inflamacion, se pueden explicar las diferencias en los recuentos entre los

diferentes Grupos obtenidos en este trabajo.
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Es facilmente explicable que los animales con mayor grado de estrés y, por
consiguiente, con concentraciones mas elevadas de catecolaminas, presenten los
recuentos de eosindfilos mas bajos. Como ya se ha demostrado en estudios previos
(Hinchcliff et al. 2005), el cortisol es un buen marcador de prondstico, siendo sus
concentraciones mas elevadas en los caballos no supervivientes o con las patologias
mas graves. La medicion del cortisol en la clinica equina no se emplea de forma
rutinaria, dada su complejidad y su coste econémico, y s6lo se ha empleado en estudios
experimentales. Por lo tanto, el recuento de eosinofilos (que se realiza de forma
rutinaria en la clinica equina, tanto manual como automaticamente), puede ser una
buena alternativa, ya que parece que existe una relacion entre el recuento de éstos y el

nivel de cortisol circulante.

Las limitaciones de este estudio son el escaso numero de animales incluidos y la
heterogeneidad de las patologias incluidas. Se requieren mas estudios para evaluar la
progresion de la eosinopenia en los pacientes criticos hospitalizados y para establecer
un valor de corte para este marcador. Hay que tener cierta precaucion al interpretar estos
resultados, ya que en condiciones normales, el recuento de eosinéfilos es bastante bajo,
por lo que se deben interpretar los valores obtenidos junto con otros parametros mas
estudiados como el lactato. Ademads, gracias a su morfologia caracteristica, los
eosinéfilos de los caballos son muy féciles de distinguir, lo que hace de este método una
alternativa eficaz para este tipo de recuentos. Los resultados obtenidos muestran que la
eosinopenia puede ser usada como marcador en el diagnostico de endotoxemia o SRIS

en el momento de admision y puede ser de utilidad para aproximar la evolucion.
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VII. Conclusiones

1. La disminucion de la concentracion de hierro plasmatico en el caballo es util en el
diagnostico de enfermedades inflamatorias, si bien no discrimina entre enfermedades

localizadas y sistémicas.

2. De los marcadores tradicionales estudiados, recuento total de leucocitos, hematocrito,
concentracion plasmatica de proteinas totales, concentracion plasmatica de albumina y
concentracion plasmatica de lactato, este Ultimo es el mas fiable como indicador de

gravedad, permitiendo identificar caballos criticos.

3. El equipo AQT90 FLEX es suficientemente preciso y fiable para ser empleado en la

medicion en plasma de cTnl y Dimero D en Unidades de Cuidados Intensivos equinas.

4. La medida de la concentracion plasmatica de cTnl y de Dimero D resulta de utilidad
en la identificacion de pacientes criticos en el momento del ingreso, aunque se requieren

mas estudios para valorar su utilidad en la monitorizacion durante la hospitalizacion.

5. El recuento de eosinofilos tiene valor discriminativo para identificar caballos con
SRIS y endotoxemia. La eosinopenia puede considerarse como indicador de mal

pronostico en caballos criticos.

6. La concentracion plasmatica de hierro y de lactato, en combinaciéon con otros
métodos complementarios (por ejemplo, ecografia abdominal y examen rectal),
contribuyen a determinar la naturaleza de la lesion intestinal. Estos biomarcadores,
junto con la concentracion plasmatica de ¢Tnl, Dimero D y el recuento de eosinéfilos,

contribuyen a establecer un pronostico.
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VII. Conclusions

1. The decrease in plasma iron concentration in the horse is useful in the diagnosis of
inflammatory diseases, although it does not discriminate between localized and

systemic disorders.

2. Of the traditional markers studied, WBC, hematocrit, total proteins, albumin and
lactate, the latter is the most reliable as an indicator of severity, allowing the

identification of critical horses.

3. The AQT90 FLEX equipment is sufficiently precise and reliable to be used in the

plasma measurement of cTnl and D-dimers in equine Intensive Care Units.

4. Measurement of plasma concentration of ¢Tnl and D-Dimers is useful in the
identification of critically ill patients on admission, although more studies are needed to

assess the usefulness of monitorization.

5. The eosinophil count has discriminative value to identify horses with SIRS and
endotoxemia. Eosinopenia can be considered an indicator of poor prognosis in critical

horses.

6. The plasma concentration of iron and lactate, in combination with other
complementary methods (eg, abdominal ultrasound and rectal examination), help to
determine the nature of the intestinal lesion. These biomarkers, together with the plasma

concentration of ¢cTnl, D-dimer and eosinophil count, help to establish a prognosis.
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VIII. Resumen
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En medicina veterinaria se estan extrapolando diversos marcadores de inflamacion
para su uso clinico. En el caballo, dada su alta susceptibilidad a las endotoxinas, es
de vital importancia encontrar marcadores que permitan su tratamiento antes de que
desarrollen signos clinicos irreversibles en muchas ocasiones. Con el fin de
contribuir al desarrollo de estos marcadores, se han realizado cuatro estudios

clinicos.

En el primero se han analizado 82 caballos adultos, con enfermedades localizadas
(Grupo A) y sistémicas (Grupo B). Ademas se incluyé un Grupo Control (Grupo 0)
compuesto por 31 animales sanos. Los parametros evaluados fueron: parametros
clinicos (frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura rectal),
pardmetros bioquimicos (albumina, creatinina, urea, proteinas totales, hierro y lactato
plasmaticos) y hematologia (hematocrito y recuento leucocitario total y diferencial).
Los resultados obtenidos muestran que la concentracion plasmatica de hierro refleja
de manera mas sensible el estado de inflamacion que el recuento total de leucocitos.
La concentracién plasmatica de lactato permite identificar caballos criticos que

requieren hospitalizacion.

El segundo estudio se orienta en la busqueda de marcadores que permitan diferenciar
lesiones intestinales estrangulantes, obstructivas e inflamatorias con el objetivo de
identificar pardmetros que permitan diferenciar pacientes que necesitan cirugia. Se
incluyeron 117 caballos mayores de 1 afio de edad, con signos de dolor abdominal en el
momento del ingreso, y 39 caballos sanos como Grupo Control. Los caballos enfermos
se dividieron en funcidon de la naturaleza de la lesion y también se clasificaron en
funcién de la evolucion. Se evalud la concentracion plasmatica de hierro, lactato,
fibrindgeno, recuento de leucocitos y varios parametros clinicos. Los resultados
obtenidos fueron: en el momento de admision, los caballos con lesiones estrangulantes
(61,51 + 46,74 ng/dL) e inflamatorias (65,55 + 43,08 ng/dL) mostraron la concentracion
plasmatica de hierro mdas baja. Todos los enfermos mostraron concentraciones
significativamente inferiores de hierro plasmatico que los sanos (156,89 + 47,51 ug/dL).
Los no supervivientes presentaron una concentracion de hierro inferior (52,64 + 42,05
pg/dL) a los supervivientes (100,09 + 69,34 pg/dL). La concentracion plasmatica de
hierro no es util para determinar la naturaleza del dolor abdominal, aunque puede ser

empleada como marcador pronostico.
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Los objetivos del tercer estudio fueron, por un lado, validar un sistema POC en la
medida de c¢Tnl y Dimero D en plasma de caballos y, por otro, determinar si las
concentraciones de estos parametros pueden ser de utilidad para distinguir animales
sanos de enfermos, como marcadores de prondstico o para monitorizar el tratamiento de
caballos hospitalizados. Se obtuvieron aumentos significativos (P < 0,05) para ambos
parametros en caballos enfermos en el momento de admision, a pesar que las
diferencias no fueron estadisticamente significativas en funcion de la evolucion (cTnl:
control: 0,014 = 0,01 pg/mL, supervivientes: 0,27 + 0,37 pg/mL, no-supervivientes:
0,60 + 1,21 pg/mL; Dimero D: control: 104,90 + 30,82 ng/mL, supervivientes: 1.217,22
+ 1.213,28 ng/mL, no-supervivientes: 1.613,67 + 1.426,75 ng/mL). Después del
tratamiento hospitalario no existieron diferencias significativas en las concentraciones
de cTnl y Dimero D entre supervivientes (cTnl: 0,04 + 0,06 pg/mL; Dimero D: 958,80
+ 686,65 ng/mL) y no-supervivientes (cTnl: 0,70 = 1,47 pg/mL; Dimero D: 1.875,30 +
801,83 ng/mL). Teniendo en cuenta la naturaleza de las lesiones (inflamatoria,
obstructiva o estrangulante) no existieron diferencias significativas para los dos
parametros en el momento de la admision (¢Tnl: I: 0,83 + 1,35 pg/mL, S: 0,26 + 0,39
pug/mL, O: 0,24 = 0,44 pg/mL; Dimero D: I: 909,78 + 651,39 ng/mL, S: 1.483,00 +
1.762,68 ng/mL, O: 1.855,50 + 1.646,46 ng/mL) ni tras la hospitalizacion (cTnl: I: 0,56
+ 1,48 pg/mL, S: 0,34 + 0,77 pg/mL, O: 0,02 £ 0,01 pg/mL; Dimero D: I: 1.565,11 +
2.733,88 ng/mL, S: 1.288,14 + 819,24 ng/mL, O: 1.309,50 + 842,10 ng/mL). El sistema
POC para la medicion de cTnl y Dimero D puede ser de utilidad en la clinica equina, ya
que es una herramienta practica, simple y minimamente invasiva para evaluar caballos

criticos en el momento del ingreso.

El cuarto trabajo consistid en evaluar el recuento de eosinéfilos como marcador de
SRIS en caballos criticos. Para ello se incluyeron 63 caballos adultos con dolor
abdominal divididos en dos Grupos, en funcion de la presencia o ausencia de respuesta
inflamatoria sistémica. El recuento de eosindfilos se realizd en el momento del ingreso.
Los resultados del recuento de eosinéfilos y de las concentracion plasmatica de lactato
difieren entre los dos Grupos, siendo el recuento de eosinofilos significativamente
menor en el Grupo de los caballos con SRIS. El recuento de eosindfilos tuvo el mismo
valor discriminativo que el lactato y también puede usarse como marcador de
pronostico El valor predictivo negativo de la eosinopenia puede resultar de utilidad

como marcador de prondstico.
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IX. Summary
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In veterinary medicine, several markers of inflammation are being extrapolated for
clinical use. In the horse, given its high susceptibility to endotoxins, it is vital to find
markers that allow its treatment before they develop irreversible clinical signs. In
order to contribute to the development of these markers, four clinical studies have

been performed.

In the first one, 82 adult horses with localized diseases (Group A) and systemic
diseases (Group B) were analyzed. In addition, a control group (Group 0) was
composed of 31 healthy animals. The parameters evaluated were: clinical parameters
(heart rate, respiratory rate and rectal temperature), biochemical parameters
(albumin, creatinine, urea, total proteins, plasma iron and lactate) and hematology
(hematocrit and total and differential leukocyte counts). The results show that the
plasma concentration of iron reflects in a more sensitive way the state of
inflammation than the total white blood cell count. The plasma concentration of

lactate allows to identify critical horses that require hospitalization.

The second study is focused on the search for markers that allow the differentiation
of intestinal, strangulating, obstructive and inflammatory lesions in order to identify
parameters that allow differentiating patients who need surgery. We included 117
horses older than 1 year of age, with signs of abdominal pain on admission and 39
healthy horses as a control group. Sick horses were divided according to the nature
of the injury and were also classified according to the outcome. Plasma
concentrations of iron, lactate, fibrinogen, leukocyte count and various clinical
parameters were evaluated. The results obtained were: at the time of admission,
horses with strangulating lesions (61.51 + 46.74 pg / dL) and inflammatory (65.55 +
43.08 pg / dL) showed the lowest plasma iron concentration. All patients showed
significantly lower concentrations of plasma iron than healthy ones (156.89 + 47.51
ng / dL). Non-survivors presented a lower iron concentration (52.64 + 42.05 pg / dL)
to the survivors (100.09 + 69.34 ng / dL). Plasma iron concentration is not useful in
determining the nature of abdominal pain, although it may be used as a prognostic

marker.

The objectives of the third study were, on the one hand, to validate a POC system

in the measure of ¢cTnl and D-dimer in horses’ plasma and, on the other, to determine
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if the concentrations of these parameters can be useful to distinguish healthy animals
from diseased, as prognostic markers or to monitor the treatment of hospitalized
horses. Significant increases (P <0.05) were obtained for both parameters in sick
horses on admission, although the differences were not statistically significant for the
outcome (cTnl: control: 0.014 £+ 0.01 pg / mL, Survivors: 0.27 + 0.37 pg / mL, non-
survivors: 0.60 £ 1.21 pg / mL, D-dimer: control: 104.90 + 30.82 ng / mL, survivors:
1,217.22 + 1213.28 ng / mL, non-survivors: 1613.67 + 1426.75 ng / mL). After the
treatment there were no significant differences in cTnl and D-dimer concentrations
between survivors (cTnl: 0.04 + 0.06 pg / mL; D-dimer: 958.80 + 686.65 ng / mL)
and non-survivors (CTnl: 0.70 + 1.47 pg / mL; D-dimer: 1,875.30 + 801.83 ng / mL).
Considering the nature of the lesions (inflammatory, obstructive or strangulating),
there were no significant differences for the two parameters at the time of admission
(cTnl: I: 0.83 £ 1.35 pg / mL, S: 0.26 £ 0.39 pg / mL, O: 0.24 + 0.44 pg / mL D-
dimer: I: 909.78 £ 651.39 ng / mL, S: 1,483.00 = 1,762.68 ng / mL, (CTnl: I: 0.56 £
1.48 pg / mL, S: 0.34 £ 0.77 pg / mL, OR: 0.855 + 1.646.46 ng / mL) D: D: I
1565.11 +2,733.88 ng / mL, S: 1.288,14 + 819.24 ng / mL, O: 1.309.50 + 842.10 ng
/mL ). The POC system for the measurement of ¢Tnl and D-dimer can be useful in
the equine clinic, since it is a practical, simple and minimally invasive tool to

evaluate critical horses at the time of entry.

The fourth research consisted in evaluating the eosinophil count as a marker of
SIRS in critical horses. For this, 63 adult horses with abdominal pain were divided
into two groups, depending on the presence or absence of systemic inflammatory
response. The eosinophil count was performed at the time of admission. The results
of the eosinophil count and the lactate plasma concentration differ between the two
groups, with eosinophil counts being significantly lower in the SIRS horses group.

The eosinophil count had the same discriminative value as lactate.
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