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1. RESUMEN

La Enfermedad de Cushing (EC) se caracteriza por un estado de hipercortisolismo
cronico, que provoca alteraciones metabolicas y sistémicas. Estd asociada a gran
cantidad de comorbilidades entre ellas la hipertension arterial, de alta prevalencia, que
conduce, junto con el hipercortisolismo, a la enfermedad renal, y ambas tienen
repercusion en parametros de coagulacién, induciendo un estado de
hipercoagulabilidad con riesgo de trombosis.

Para el estudio de estas comorbilidades se evaluaron perros con EC, evidenciandose
disminucion del oxido nitrico (NO) correlacionado con el aumento del cortisol (r= -0.67;
P<0.0001), asociados al aumento de presion arterial [PS y cortisol (r=0.46; P=0.008)
PS y NO (r= - 0.87; P<0.0001)], con predominio de la presion diastodlica (PD). PD
correlaciono con cortisol (r=0.63; P<0.0001) de forma positiva y con el NO (r= -0.81;
P<0.0001) de forma inversa. Repercutiendo la PD, en parametros renales afectdndose
la tasa de filtrado glomerular (GFR) (r= - 0.58; P=0.007) y aumentando la proteinuria,
evidenciada por el aumento en la relacion proteina/creatinina en orina (UPC) (r= 0.8;
P<0.001). UPC es un indicador de dafio glomerular temprano. La utilizacién del indice
de resistencia (IR), relacionado al UPC y la presion arterial, posee gran valor
pronostico de afeccién renal. Para el posterior empleo de la terapia renoprotectora e
hipotensora mas efectiva, se realizé la comparacion entre 2 grandes grupos de perros
con EC segun valor de UPC, a su vez subdivididos segun presién arterial. Se compar6
enalapril vs doxazosina entre los distintos grupo, siendo mas efectiva la Dozaxosina en
reducir UPC (*P-valorg,sg= 0,01) y presion arterial (PS: P-valorg,sg = 0,01 y P-valorgysp-=
0,029; PD P-valorg,ss = 0,002).

Se pudo comprobar el estado de hipercoagulabilidad en perros con EC, a través de su
comparacion con un grupo control (perros sanos), encontrandose las concentraciones
de Factor de von-Willebrand (FvW) y el Inhibidor del Activador de Plasminogeno-1
(PAI-1) elevadas (P-valor=0,003 y P-valor=0,002 respectivamente), y disminuida la
actividad de Antitrombina Il (ATIII), la cual se asoci6 al aumento de UPC (r=-0,75; P-
valor <0,001) y presencia de Dimero-D + (DD) (r=-0,5; P-valor=0,008), habiendo
correlacion en ambos casos. Resultados de gran utilidad para su posterior utilizacion
como indicadores tempranos de riesgo de trombosis o0 Tromboembolismo pulmonar
(TEP), asociados a sintomatologia clinica e imagenes confirmatorias, para posterior

terapia profilactica.
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Se evaluaron las concentraciones de aldosterona y angiotensina Il (Ang 1) en perros
con EC comparandola con perros sanos, para explicar parte de los mecanismos
involucrados en el desarrollo de hipertensién. Los resultados arrojaron que la
aldosterona no estaria involucrada, ya que su concentracion fue la misma en controles
sanos que perros con EC (P-valor= 0,8), no asi la Ang Il que se la encontr
aumentada en los perros Cushing (P-valor< 0,0001).

Los datos aportados en esta tesis son de gran relevancia para ampliar el conocimiento
en la fisiopatologia de esta enfermedad y mejorar el diagnostico precoz de estas
comorbilidades e implementar terapias preventivas adecuadas en la clinica diaria que

mejoraran la calidad y sobrevida del paciente.

Palabras clave: Enfermedad de Cushing - Nefropatia — Hipertension -

Hipercoagulabilidad
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2. ABSTRACT

Cushing's disease (CD) is characterized by chronic hypercortisolism, which cause
metabolic and systemic alterations. It is associated to a lot of comorbidities,
hypertension is one of them, which leads along with hypercortisolism, to kidney
disease, and both have an impact on coagulation parameters which develops in an
hypercoagulability state with thrombosis risk.

Taken all this to account, CD’s dogs were studied. The results showed an important
decrease in nitric oxide (NO) correlated with the increase in cortisol (r = -0.67, P
<0.0001), and both were associated with an increase in blood pressure [(PS and
cortisol (r = 0.46, P = 0.008) PS and NO (r = - 0.87; P <0.0001)], specially with
diastolic pressure (PD). PD correlated with cortisol (r = 0.63, P <0.0001) positively and
with NO (r = -0.81; P <0.0001). All this has an impact in renal parameters affecting the
glomerular filtration rate (GFR) (r = - 0.58, P = 0.007) and increasing proteinuria,
evidenced by the increase in protein/creatinine ratio in urine (UPC) (r = 0.8, P <0.001),
which is an indicator of early glomerular damage. Using Resistance Index (IR) related
to the UPC and blood pressure have a high prognostic value of renal affection. To
decided what treatment is the most effective renoprotective and hypotensive therapy, a
comparison was made between 2 groups of CD’s dogs according to the UPC value,
they were also subdivided according to arterial pressure. enalapril vs doxazosina were
compared. The comparison was made between all the gropus. Dozaxosine was the
most effective in reducing UPC (*P-valueg,.se= 0,01) and blood pressure (PS: P-
valueg,se = 0,01 and P-valueg,sp- 0,029; PD P-valueg,sg = 0,002).

The hypercoagulability state in CD’s dogs was confirmed, a comparison between a
control group (healthy dogs) and cushing’s dogs was made, it was found in cushing’s
dogs a high concentrations of von-Willebrand Factor (FvW) and plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) (P-value = 0.003 and P-value = 0.002 respectively), and a decreased
in activity of Antithrombin 11l (ATIII), which was associated with an increase of UPC (r =
-0.75, P-value <0.001 ) and presence of D-Dimer + (DD) (r = -0.5, P-value = 0.008),
having a correlation in both cases. Those results have a great utility as early indicators
of thrombosis risk or pulmonary thromboembolism (TEP). Indicators associated with
clinical symptoms and a possitive lung thrombosis image are needed to confirm the
TEP.
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To explain one of the mechanisms involved in the development of hypertension, the
concentrations of aldosterone and angiotensin 1l (Ang Il) in CD’s dogs were compared
with a group of healthy dogs. The results showed that aldosterone would not be
involved, becuase the concentration was the same in healthy controls as CD’s dogs
(P-valor= 0,8), but Ang Il was found increased in cushing’'s dogs (P-valor< 0,0001),
which means that it has a rol in cushing's hypertension.

The resaults of this research thesis has a great relevance to expand the knowledge in
the pathophysiology of this disease. It will help to improve the early diagnosis of these
comorbidities and to implement appropriate preventive therapies in the daily clinic

which will improve the quality life and survival of the patient.

Keywords: Cushing's disease — Nephropathy — Hypertension — Hypercoagulability
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3. ABREVIATURAS

a-MSH: Hormona estimulante de melanocitos o melanotrofina
11B8-HSD 2: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2
ACTH: Adrenocorticotrofina

ADH: Hormona antidiurética

Ang: angiotensina/ Ang Il: angiotensina l

ATIII: Antitrombina 111

AT1 - AT2: Receptores de angiotensina

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

DD: Dimero-D

EC: Enfermedad de Cushing

ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina

eNOS: Oxido Nitrico sintetasa endotelial

FvW: Factor de von-Willebrand

GFR: Tasa de Filtrado Glomerular (GFR, del inglés glomerular filtration rate)
GR: Receptores de glucocorticoides

HAD: Hipercortisolismo Adrenal Dependiente

HHA: Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal

HPD: Hipercortisolismo Pituitario Dependiente

IECA: Inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotensina
IR: indice de Resistencia

IRC: Insuficiencia Renal Cronica

MR: Receptores de mineralocorticoides

NO: Oxido Nitrico

PAI-1: Inhibidor del Activador de Plasminogeno-1

PD: Presion Diastolica

PS: Presion Sistolica

POMC: Proopiomelanocortina

PVN: Paraventricular

RCC: Relacién Cortisol/Creatinina en orina

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RT: Tiempo de Reactividad

SC: Sindrome de Cushing

SO: Nucleo Supradptico

SRA-A: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
TAC: Tomografia Axial Computada

TEP: Tromboembolismo pulmonar

UPC: Relacion Proteina /Creatinina en orina
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4. INTRODUCCION

4.1. Eje Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal: Generalida des

El eje Hipotadlamo-Hipofisario-Adrenal (HHA) es el encargado de la sintesis, regulacion
y liberaciébn de diversas hormonas producidas por las glandulas adrenales, mas
especificamente, por la corteza adrenal, donde la hormona efectora destacada es el
glucocorticoide. La desregulacion de dicho eje puede llevar a patologias y alteraciones
metabdlicas asociadas, como por ejemplo el Sindrome de Cushing (SC).

Existen finas interacciones entre los componentes que forman al eje HHA, quienes son
el hipotalamo, la hipdfisis y la corteza adrenal (Xiong & Zhang, 2013). Los
glucocorticoides producidos por esta ultima, son liberados a circulacion sistémica
como respuesta a estimulos estresores, ademas se encargan de realizar un feedback
negativo de autocontrol hacia los componentes del propio eje con el objetivo de
mantener niveles fisiolégicos de dicha hormona (Erdmann et al., 2008).

El hipotdlamo funciona como un centro integrador y regulador de la informacion y de
los estimulos que recibe del propio organismo como del exterior y actla en
consecuencia a través de la liberacion de hormonas regulando funciones enddcrinas.
Dichos estimulos pueden ser por ejemplo luz, temperatura, estimulos visuales y
auditivos, estimulos estresores, presion arterial, osmolaridad, PH, citoquinas e
interleuquinas, etc, generando respuestas autbnomas.

De esta integracion se produce la sintesis y liberacion de diversas hormonas: la
hormona liberadora de tirotrofina (TRH), la hormona liberadora de la hormona de
crecimiento (GHRH), la hormona inhibidora de la hormona de crecimiento (GHIH) o
somatostatina, la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona liberadora
de gonadotrofinas (GnRH) y la amina inhibidora de prolactina (dopamina) (Pérez
Castro et al., 2012; Scanes et al., 2005), que actian en la hipdfisis, via circulacion
portal, para la regulacion de los ejes hormonales correspondientes a dichas hormonas

secretadas.
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Existen dos nucleos de interés en el hipotalamo en relacion al eje HHA, los ndcleos
supradptico (SO) y nuacleo paraventricular (PVN). Estos producen oxitocina y la
hormona antidiurética (ADH) (Szarek et al., 2010). Estas hormonas son transportadas
via axonal hacia la hipdfisis, mas especificamente hacia la neurohipdfisis o Iébulo
posterior. Finalmente estas son vertidas hacia la circulacién sistémica a través del
sistema de vascularizacion de la neurohipéfisis (Norris, 2007).

Volviendo al eje HHA, cuando el hipotdlamo recibe estimulos estresores se produce la
sintesis y liberacién de CRH, siendo esta la hormona que da inicio o activacion al eje.
La CRH es liberada por el nacleo PVN, dicha hormona viaja via circulacion portal y
estimula la sintesis y secrecion de adrenocorticotrofina (ACTH) en células especificas
de la hipdfisis, las células corticotrofas (Bousquet et al., 1997; Handa & Weiser, 2014).
La ADH funciona como un coregulador y junto a la CRH estimulan la sintesis y
secrecion de ACTH en la hipdfisis (Erdmann et al., 2008).

La hipdfisis, esta alojada en la “silla turca” que es una depresion central del cuerpo del
hueso esfenoides del craneo. Recibe ese nombre porque vista lateralmente tiene el
aspecto tipico de silla de montar a caballo pero invertida. La hipofisis esta formada por
una parte anterior o adenohipdfisis, que a su vez se divide en tres partes: pars distalis,
pars intermedia y pars tuberalis (Amar & Weiss, 2003; Page, 1994) y por una parte
posterior o la neurohipdfisis. La pars intermedia se encuentra en el perro, pero no en
otros mamiferos. La neurohipdfisis, esta formada por la pars nervosa, eminencia

media y el tallo infundibular o infundibulo (Page, 1994). (Fig. 1)
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Quiasma optico ————

~Eminencia media

Lébulo anterior

(adenohipéfisis): Infundibulo

Pars tuberalis i .
Lébulo posterior

Pars distalis '-\“"} (neurchipofisis):
A

Pars 5
intermedia ,'L
(sdlo en — — Pars Nervosa
el perro) A

Fig. 1. Esquema de la hipdfisis y sus partes.
La hipdfisis esta formada por una parte anterior o adenohipofisis (pars distalis, pars intermedia y pars
tuberalis) y la neurohipofisis.

En la adenohipdfisis se encuentran diversos tipos celulares encargados de la
produccion de otras hormonas reguladoras de otros ejes hormonales y endocrinos
como las células somatotropas (productoras de hormona de crecimiento) y lactotropas
(productoras de prolactina) las tirotropas (células productoras de hormona tirotrofina
[TSH]), las gonadotropas (células productoras de hormona foliculoestimulante y
luteinizante [FSH y LH]) y las corticotropas (células productoras de hormonas ACTH)
(Norris, 2007). Los corticotropos son estimulados a producir ACTH a través de sus
receptores especificos de CRH y de mayor importancia, los receptores tipo 1 (R-
CRH1). La ACTH se forma a partir de su precursor POMC por posterior clivaje de la
enzima convertasa tipo 1 (PC1) (Tanaka, 2003).

Del procesamiento de la molécula precursora POMC, se obtienen varios fragmentos
N-terminales, la ACTH de 39 aminoacidos (1-39) y B-lipotropina (B-LPH) (Feldman &
Nelson, 2004) (Fig. 2).
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Genoma

l

mRNA

l

Pro-opiomelanocortina

A
“\
Fragmento N-terminal (1-131) ACTH (1-39) B-LPH (1-91)
ao-MSH CLIP v-LPH B-Endorfina
(1-13)  (18-39) (1-58) (61-91)
¥MSH Met-Enk
(41-58) (61-65)

Fig. 2. Procesamiento de la proopiomelanocortina (POM  C).
A partir del procesamiento de la molécula de POMC se obtienen varios fragmentos, entre ellos la ACTH y
de su clivaje la a-MSH. (Behrend, 2015).

En la pars intermedia se encuentran los melanotropos, que son células similares a los
corticotropos, que tienen la capacidad de sintetizar la hormona melanocitoestimulante
o melanotrofina alfa (a-MSH) a partir de su precursor: proopiomelanocortina (POMC).
La a-MSH finalmente se obtiene por el clivaje de la ACTH (1-39) por medio de la
enzima convertasa tipo 2 (PC2) (Gallelli et al., 2010; Tanaka, 2003). Esta hormona es
importante porque estimula los melanocitos, presentes en la piel, para sintetizar
melanina para de esta forma dar pigmento al pelo y la piel. La secrecion es estimulada
por la CRH y la sintesis esta regulada por accion inhibitoria de la dopamina, las
desregulaciones tienen implicancia clinica, generando aumento de ACTH (Castillo et
al., 2008).

Finalmente la ACTH, es liberada a circulacion general, actuando en receptores
especificos de la corteza de la glandula adrenal (receptor de melanocortina tipo 2
[MC2R]) (Bernichtein et al.,, 2008), para la posterior sintesis y secrecion de
glucocorticoides (como el cortisol y corticosterona) (Herman et al., 2003), molécula
efectora del eje HHA. En los perros, humanos y ovejas el cortisol es el mas
importante, y corticosterona en roedores (Papadimitriou & Priftis, 2009).

El cortisol ejerce su efecto en distintos tejidos, incluyendo tanto a la hipdéfisis como al
hipotalamo, donde, como se menciond anteriormente, ejercen accion inhibitoria del eje
HHA a través del “feedback negativo”, por lo tanto actda inhibiendo a la CRH como a
la ACTH (Bosje et al., 2002; Tsigos & Chrousos, 2002).
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Si bien la CRH es la principal hormona reguladora de la ACTH, la ADH y la oxitocina
se las ha nombrado como coreguladores (Schlosser et al., 1994), situacion similar
visto en aves por heterodimerizacion del receptor (Mikhailova et al., 2007). Por otro
lado, asi como se nombro que el hipotdlamo es un centro integrador y hay diversos
estimulos internos y externos que derivan en sintesis hormonal, también ocurre lo
mismo con la de ACTH, la cual esta estimulada por citoquinas proinflamatorias como
son las interleuquinas 1, 1B, 2 y 6, TNG-a y el factor inhibidor de leucemia (LIF),
catecolaminas y la angiotenina Il (Bousquet et al., 1997; Hanson et al., 2010; Li et al.,
1999; Mandrup-Poulsen et al., 1995; Rivier & Vale, 1983); e inhibida por la dopamina y
por la somatostatina (De Bruin et al., 2009; Ferone et al., 2009; Saiardi et al., 1997,
Theodoropoulou & Stalla, 2013).

Es de gran importancia mencionar que en el perro el ritmo secretor de ACTH y cortisol
son esporadicos y no cumplen un ritmo circadiano como ocurre en otras especias
como el humano (Castillo et al., 2009).

Finalmente las glandulas adrenales, que son las efectoras finales del eje HHA, se
ubican en la regién retroperitoneal en los polos craneales y medios de los rifiones
(Evans & de Lahunta, 2013). Estan en intima relacién a los vasos renales y dorso-
lateral a los grandes vasos: la arteria aorta abdominal con la glandula adrenal

izquierda y la vena cava con la glandula adrenal derecha. (Fig.3)

A. renal
Glandula adrenal

V. renal

Rinon
=N e Tl
=1 | y
'y L ‘I J
V. cava Ureter
A. aorta

Fig. 3. Ubicacién anatémica de las glandulas adren  ales (esquema).

Vista ventral.
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Las glandulas adrenales estan formadas por una corteza y una médula. La corteza es
amarillenta por a su alto contenido en lipidos, mientras que la medula es de color rojizo
por su gran irrigacion. Esta uUltima parte esta inervada por el sistema simpético y se
encarga de la sintesis de catecolaminas.

La corteza adrenal esté dividida en tres capas: la zona glomerular, la zona fascicular, y
la zona reticular (Ehrhart-Bornstei et al., 1998).

En la zona glomerular se sintetizan los mineralocorticoides, la aldosterona es la mas
caracteristica. Es la encargada del balance hidroelectrolitico del organismo. Su
sintesis es estimulada preferentemente por la concentracion de potasio o Ang Il, y por
la ACTH unicamente de forma aguda (Miller & Auchus, 2011). En la capa media y mas
extensa, la zona fascicular, se sintetizan los glucocorticoides, como el cortisol y la
corticosterona, y en la zona reticular se sintetizan los esteroides sexuales,
principalmente andrégenos (Pattison et al., 2007; Young et al., 2003). En las dos
tltimas capas el principal estimulo para la sintesis es la ACTH.

La presencia de la ACTH es la que permite el mayor ingreso de colesterol a las células
fasciculares y la posterior sintesis de las enzimas especificas para la esteroidogénesis
de dicha capa (Brown et al., 1979; Faust et al., 1977; Feldman & Nelson, 2004; Hough
et al., 2015).

La esteroidogénesis de los tejidos como de la corteza adrenal se produce a partir del
colesterol, ya sea de reservas intracelulares, lipoproteinas plasméticas o de sintesis,
pero en la corteza adrenal predominan las lipoproteinas y las reservas intracelulares.
El proceso de sintesis convierte el colesterol en pregnenolona, que es el primer paso y
esta dado por la primer enzima del circuito, la citocromo P450 (P450scc; CYP11A),
este es un paso importante ya que es limitante y determina la velocidad de
esteroidogénesis. Todo este proceso en la corteza adrenal es llevada a cabo por la
familia de enzimas de la citocromo P450 oxigenasa (hay 5 formas) y por la enzima 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). En cada capa de la corteza se da la
expresion de estas enzimas de forma particular y esto es lo que determina la

formacion de cada hormona en cada capa (Feldman & Nelson, 2004; Miller, 2007).
(Fig. 4)
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Fig. 4. Esquema de la esteroidogénesis en cortezaa drenal a partir de colesterol.

La esteroidogénesis es llevada a cabo por el complejo enzimatico de la citocromo P450 oxigenasa (hay 5
formas: P450scc, P450cl7, P450c21, P450cllb, P45011AS) y por la enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p-HSD). En cada capa se expresan enzimas especificas para la sintesis de hormonas
correspondientes a cada capa. Las hormonas producidas son cortisol (en perros y primates) y
corticosterona (en roedores), aldosterona y androstenediona. (Feldman & Nelson, 2004; Pagotto, 2012)

Una vez sintetizados los glucocorticoides, estos son liberados a la circulacion
sistémica para ejercer sus efectos en los tejidos a través de sus receptores
intracelulares de corticosteroides (receptores tipo | y tipo Il, también conocidos como
receptores de mineralocorticoides (MR) y de glucocorticoides (GR), respectivamente)
(Ahima et al., 1991; Ahima & Harlan, 1990; Cintra et al., 1994; McGimsey et al., 1991,
Morimoto et al., 1996). Los efectos principales de dicha hormona son sobre el
metabolismo de los hidratos de carbono, los lipidos y proteinas, también tiene efecto
sobre el sistema cardiovascular, el sistema enddcrino, el sistema muasculo esquelético,
el sistema inmune, el sistema hematopoyético, los huesos, el metabolismo fosfo-
calcico, etc.

A nivel central también tiene efectos sobre los que ejerce su feedback negativo para
regular la sintesis de CRH y ADH, y en hipdfisis regulando la sintesis de ACTH
(Bradbur et al., 1994; Burgess & Handa, 1992; Sawchenko, 1987).
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En la siguiente figura se esquematiza de forma resumida el funcionamiento del eje
HHA ante estimulos estresores como también ante las diferentes moléculas que tienen
impacto en el mismo, generando un efecto estimulante del mismo. Se visualiza
también el efecto de control o feedback negativo que ejerce la concentracion de
cortisol para mantener niveles fisiolégicos adecuados para el organismo, como

también el efecto inhibitorio de otras moléculas. (Fig. 5).
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IL-1B, 1,2, 4, 5,
NF-a, LIF,

Dopamina, HIPOFISIS «— reedback
Somatostatina negativo
ﬂ ACTH
GLANDULA
ADRENAL

|-|:> CORTISOL

Fig. 5. Esquema basico del eje HHA y sus regulacion es fisioldgicas (resumido).

4.2.  Sindrome de Cushing

El Sindrome de Cushing (SC) es una enfermedad insidiosa, sistémica y de curso lento
causada por el exceso de cortisol circulantes de forma cronica, ya sea, por produccién
enddgena por la corteza de la glandula adrenal o de forma exdgena, como ser
tratamientos crénicos con corticoides como por ejemplo en alergias, enfermedades
autoinmunes o inflamatorias, neoplasias, etc, considerada ésta Gltima como una causa
“iatrogénica” de dicha enfermedad. (Kooistra et al., 2009; Pivonello et al., 2007).

En 1932 el neurocirujano, Harvey Cushing describié 8 personas con un disturbio que el
sugiri6 como “el resultado del basofilismo pituitario” ya que 6 de esos 8 pacientes

presentaban adenoma de hipdfisis basofilos y con signos clinicos de excesiva
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produccién de cortisol adrenocortical. Este sindrome finalmente recibié su nombre, por
ser quien lo describi6é por primera vez en humanos (Kooistra & Galac, 2012).

Esta es una enfermedad muy comdn en perros y esta caracterizada por una serie de
alteraciones fisicas y bioquimicas producto de la exposiciébn cronica a las altas
concentraciones de corticoides sin importar la causa (endégena o exdgena). Dichas
alteraciones son las responsables del cuadro clinico tipico de este sindrome (Kooistra
& Galac, 2012). Las alteraciones clinicas son similares en perros y humanos, por dicha
razon el perro es tomado como modelo de estudio para este sindrome (Kooistra et al.,
2009; Smets et al., 2010).

A diferencia de lo que ocurre en los perros, en el humano la prevalencia es muy baja y
de diagnostico dificil y tardio, la incidencia puede llegar a ser de 1 0 2 casos al afio. En
gatos también es muy poco frecuente (Behrend, 2015; Kooistra & Galac, 2012;
Kooistra et al., 2009).

En perros existe una presentacion oligosintomatica o subclinica del SC. Esto puede
deberse tanto al tipo de adenoma hipofisario productor de ACTH de funcionalidad baja
o errdtica, presencia de carcinoma adrenal con pobre diferenciacién o por estar ante

un caso incipiente de la enfermedad (Castillo et al., 2006).

4.2.1. Clasificaciéon del SC enddgeno

4.2.2. Sindrome de Cushing ACTH-dependiente o
Enfermedad de Cushing

El SC ACTH-dependiente es comunmente llamado Enfermedad de Cushing (EC), es la
forma de SC mas prevalente en perros ya que representa el 80-85% de los casos y se
debe a la produccién excesiva de ACTH por parte de adenomas hipofisarios

funcionales, en su mayoria los corticotropinomas.

Estos adenomas se pueden originar en el I6bulo anterior o en la pars intermedia de la
hipdfisis, ya que ambos tejidos poseen células productoras de POMC (Galac, 2010;
Kooistra et al., 2009). Los de la pars distalis, se los conoce como corticotropinomas y

representan el 70-75% de los adenomas, mientras que el 20-25% restante, se
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producen en el I6bulo intermedio (Bosje et al., 2002; Kooistra & Galac, 2012; Kooistra
et al.,, 1997). En gatos, si bien la frecuencia es muy baja, la forma méas frecuente
también son los corticotropinomas (Kooistra et al., 2009).

Segun el tamafio tumoral, se los puede clasificar como macro y microadenomas (Asa
& Ezzat, 1998; Thapar et al., 1993), intra y extraselares segun si se proyectan o no por
encima de la linea imaginaria que une los bordes de la silla turca (Gallelli et al., 2010)
(Fig. 6 y 7). Estos tumores son benignos, en su mayoria son de crecimiento lento, no
producen metastasis. En caso de tumores de gran tamafio se pueden producir signos
neuroldgicos o de pérdida o disminucién de la vision por compresion de estructuras
vecinas, por ejemplo el quiasma éptico (Gittoes, 2005).

Esta descripto que los tumores del I6bulo intermedio suelen ser de mayor tamafio y
gue tienen un mecanismo de control hipotalamico particular. La pars intermedia esta
bajo el control directo por tono dopaminérgico inhibitorio que tiende a suprimir la
expresion de los receptores de GR, trayendo resistencia a la hora del diagnostico por
supresion con dexametasona (Kooistra & Galac, 2012). También hay resistencia a esa
forma de diagnostico en casos de perros con macroadenomas (Bosje et al., 2002;
Kooistra et al., 1997).

Poder conocer el origen y el area del tumor, como el tamafio del mismo, reside en
caracteristicas particulares a nivel molecular segun el tipo celular y expresion de
receptores, que van a tener repercusion a la hora de realizar el diagnostico y
sobretodo en la respuesta al tratamiento o resistencia al mismo (Castillo et al., 2008;
Péez-Pereda et al., 2001).
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Adenoma intraselar Adenoma extraselar Pars intermedia

Fig. 6. Resonancia magnética nuclear (RMN) de region selar.
Hipdfisis normal, adenomas extra e intraselares y de pars intermedia (Gallelli et al., 2010).
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Fig. 7. Macroadenoma hipofisario de perro con EC (ne  cropsia).

Imagenes obtenidas de necropsia. Imagen izq: Tumor ubicado la silla turca anatémica, luego de ser
removido encéfalo (flecha negra). Imagen der: Depresion en el encéfalo en la zona donde se ubicaba el
macroadenoma (flecha con borde blanco). (Vidal y grupo de trabajo — Hospital Escuela FCV-UBA 2015).

4.2.2.1. Otras causas del SC ACTH —dependiente

Existen una menor proporciéon de casos donde la causa del SC ACTH dependiente no
se trata de un tumor sino que consiste en una desregulacion entre el hipotalamo y la
hipofisis, normalmente esa regulacion esta dada por el tono dopaminérgico, cuando
ese tono se ve disminuido por falta de secrecién o por defectos en los receptor
dopaminérgico D2, se pierde la inhibicién en la sintesis de POMC, por ende aumenta y
con ella aumenta la ACTH (Colao et al., 2000; Pivonello et al., 2004). Esta situacion es
mas frecuente en cuadros de vejez o senilidad. Esto trae como consecuencia posible
hiperplasia y desarrollo tumoral (Saiardi et al., 1997).

Por ultimo, otra causa de SC ACTH dependiente es la produccién “ectopica de ACTH”".
Esta es una causa muy poco frecuente llegando a describirse como un 5% de los
casos de SC (Pivonello et al., 2007). En humanos esta secrecion se asocia a la
presencia de tumores so6lidos (carcinomas pulmonares, carcinomas tiroideos,
carcinomas timicos y bronquiales), como también tumores neuroendocrinos, por
ejemplo feocromocitomas. Se trata tumores malignos y metastatizantes. Por lo que el

SC por ACTH ectopica es un sindrome paraneoplasico (Castillo et al., 2014; Newell-
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price et al., 2006). En medicina humana, estan bien descriptos los casos de SC por
ACTH ectépica (Witek et al., 2015). Hay reportes en medicina veterinaria (Castillo et
al., 2014; Galac et al., 2005).

4.2.3. Sindrome de Cushing ACTH-independiente

La causa de SC ACTH-independiente espontaneo es debida a la produccién autbnoma
de cortisol por parte de la corteza de la glandula adrenal.

Estas causas pueden ser por tumores primarios en la corteza adrenal, por la
presencia de receptores aberrantes, o por hiperplasia macro o micronodular adrenal
(Kooistra & Galac, 2012).

De todas estas causas, la mas frecuente y que representa aproximadamente el 15-20
% del total de casos de SC en perros son los tumores unilaterales, en su mayoria,
aunqgue pueden presentarse de forma bilaterales (Ford et al., 1993; Hoerauf & Reusch,
1999; Newell-price et al., 2006).

A estos tumores se los puede clasificar en adenomas o carcinomas. Del total de casos
de SC ACTH-independiente, el 60% corresponderia a adenomas y el 40% a
carcinomas (Newell-price et al., 2006). Se considera que los carcinomas son mas
agresivos por ser mas invasivos, de rapido crecimiento, infiltrativos y tiene la
capacidad de producir metastasis. El crecimiento veloz es de gran importancia por las
relaciones anatémicas con los grandes vasos, siendo esta una via de metastasis y
complicaciones vasculares. En humanos, se utilizan marcadores moleculares que
permiten una mejor caracterizacion del tumor, ademas de la histopatologia (Fottner et
al.,, 2004). Los carcinomas suelen tener crecimiento expansivo y rapido, a nivel
ecografico suelen presentar bordes irregulares, algunos pueden evidenciar
calcificaciones, también pueden tener vascularizacion interna por doppler color, y se
los suele asociar a menor produccion de cortisol segun sea su grado de diferenciacion
(Mendonca et al.,, 1995). Cuanto menor sea esta, menor capacidad de produccion
hormonal tendran, liberando a circulacibn, ademas de cortisol, aldosterona y
androgenos (Behrend et al., 2005; Fragoso et al., 2015; Hill et al., 2005; Machida et al.,
2008).
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El SC ACTH independiente por receptores aberrantes es otra causa de SC descripta
en humanos, pero mucho menos frecuente. Dichos receptores pueden ser “ectopicos”,
es decir, no estan en la corteza de la glandula normalmente (como por ejemplo, para
B-adrenérgicos, para el péptido inhibidor géastrico (GIPR), para vasopresina (V2R y
V1bR), para Ang Il y para glucagdn) o pueden ser “eutopicos” que significa que si se
expresan normalmente en la corteza adrenal, pero que en este caso estan sobre
expresados (por ejemplo, serotonina, de hormona luteinizante (LHR) y de vasopresina
(V1aR)) (Soler Arias & Castillo, 2016; Christopoulos at al., 2005; Ghorayeb et al., 2015;
Mazzuco at al., 2006; Newell-price et al., 2006; Reznik et al., 1992). Estos receptores
al ser estimulados por su ligando especifico, desencadena la misma via de sintesis de
las hormonas esteroideas, es decir, que tienen la capacidad de desencadenar la
esteroidogénesis, pudiendo generar hiperplasia glandular o hasta ser causal del
desarrollo de nédulos (Christopoulos et al., 2005; Newell-price et al., 2006).

En medicina humana hay reportes sobre SC dependiente de la secrecion de LH
durante el embarazo o en la menopausia (Alevizaki et al., 2006; Lacroix et al., 1999).
Casos similares de reportaron en hurones post castracion y en perros por receptor GIP
(Soler Arias & Castillo, 2016; Galac et al.,2008; Schoemaker et al., 2008).

En el caso de la Hiperplasia macro o micronodular adrenal, es muy poco frecuente, en
humanos esta descripta y es considerada como el resultado de la estimulacion
continua por los receptores aberrantes (Fragoso et al., 2015), pero en perros todavia

no hay reportes al respecto.
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4.2.4. Manifestaciones clinicas, alteraciones
metabdlicas y comorbilidades asociadas del

Sindrome de Cushing

El SC es una de las endocrinopatias mas frecuentes que se presenta en el perro,
seguida del hipotiroidismo y la diabetes mellitus. Se observa principalmente en
animales adultos y gerontes, aunque también se puede presentar en animales jovenes
de entre 2-4 afios, pudiendo haber casos muy aislados menores a los 2 afios. Se
presenta en cualquier tipo de raza como en mestizos (Kooistra & Galac, 2012). No hay
una gran diferencia en la presentacioén por sexos, aunque hay evidencia de una mayor
predisposicion en hembras que en machos (Gallelli et al., 2010; Reusch & Feldman,
1991).

Los signos clinicos caracteristicos del SC se deben al efecto del hipercortisolismo
crénico y son la polidipsia, poliuria, polifagia, aumento de peso, abdomen abalonado
(por gran depdsito de grasa visceral), atrofia muscular (preferentemente de musculos
temporales, en miembros posteriores, muasculos abdominales que favorecen el
abdomen péndulo), alteraciones dermatolégicas (alopecia simétrica bilateral,
alteraciones en la textura del pelo, piodermias recurrentes, seborrea, adelgazamiento
e inelasticidad de la piel, que dan un aspecto apergaminado y traslucido de la misma
donde se pueden apreciar los pequefios vasos sanguineos a través de ella y la
musculatura abdominal, sobre todo en zonas abdominal e inguinal, hiperpigmentacion,
sobretodo en abdomen, comedones, calcinosis cutis), fragilidad capilar que acompana
el adelgazamiento de la piel, pudiendo aparecer pequefios hematomas cutaneos,
alteraciones reproductivas (anestro prolongado, falta de libido, fallas en la
espermatogénesis, entre otras), ceguera subita, laxitud ligamentosa (sobre todo en las
articulaciones femorotibiorotulianas en razas pequefias como los caniches), disnea o
jadeo intenso en reposo asociado a posible tromboembolismo pulmonar. Todos ellos
son los signos clinicos mas caracteristicos y floridos producto de los corticoides.
(Behrend, 2015; Kooistra & Galac, 2012) (Fig. 8 y Fig. 9). Estas manifestaciones
ayudan a un diagnostico mas veloz, pero existen perros donde no se manifiestan todos
o0 la mayoria como fueron descriptos, generando un retraso importante en el

diagnéstico.
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Dentro de las alteraciones sanguineas y urinarias se pueden encontrar, enzimas

hepaticas aumentadas (en especial la Fosfatasa Alcalina, en menor medida la GPT),
glucemia desde valores normales a

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
aumentados, pudiendo encontrarse insulinorresistencia o diabetes franca, linfopenia,

neutrofilia, eosinopenia, densidad urinaria <1015, infecciones urinarias. Son de las

manifestaciones mas comunes (Feldman & Nelson, 2004).

ro con SC — Jack Russell, 4 afios de edad.

Fig. 8. Aspecto clinico de un per
Se observa abdomen abalonado y prominente, leve atrofia muscula, alopecia en ventral de abdomen.

(Paciente del la Unidad de Endocrinologia — Hospital Escuela. Vidal 2015).
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Fig. 9 Aspecto clinico clasico de un perro con SC — caniche, 12 afios.
Se observar marcada prominencia abdominal, amplia zona de alopecia en dorsal y lateral del lomo, pelo
irsuto y fino. (Paciente particular — Vidal 2018).

Las manifestaciones clinicas y bioquimicas que se presentan en el SC estan
asociadas a una gran cantidad de comorbilidades o complicaciones que son una
consecuencia del exceso de cortisol de forma prolongada y sostenida, como son las
dislipemias, la intolerancia a la glucosa en ayunas e insulinorresistencia, la diabetes
mellitus, la hipertension arterial y obesidad con predominio del depésito de grasa
abdominal y visceral, hipotiroidismo (Cabrera Blatter et al., 2012). La combinacion de
obesidad central, hipertensién arterial, insulinorresistencia, intolerancia a la glucosa e
hipertrigliceridemia se conoce como Sindrome Plurimetabdlico (Horita et al., 2011).
También se han descripto hipogonadismo, alteraciones del metabolismo fosfo-calcico,
hipercoagulabilidad con desarrollo de trombosis en grandes vasos vy
tromboembolismos pulmonar, desarrollo de enfermedad renal y falla cardiaca
(Feelders et al., 2012; Vidal et al., 2016).
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Estas comorbilidades tienen la particularidad de permanecer aunque se haya
disminuido el nivel de cortisol en sangre, luego de su diagnéstico y tratamiento
adecuado. Por esta razén, esta es una enfermedad que compromete ampliamente la
calidad de vida y la sobrevida en funcion de los estragos ocasionados en los otros
sistemas del organismo y parte de su gravedad reside en el tiempo en el que se

estuvo expuesto al hipercortisolismo (Pivonello et al., 2007).

4.2.5. Diagnostico del Sindrome de Cushing y sus
etiologias mas comunes: EC o Neoplasia Adrenal.

Para llegar al diagnéstico especifico de esta patologia primero se debe confirmar la
presencia del SC y luego buscar la causa que provoque esa produccidn excesiva y
sostenida de cortisol, para finalmente lograr el tratamiento especifico.

El diagnostico del SC se basa en el conjunto de datos que incluyen la signologia
clinica, andlisis bioquimicos de rutina y enddcrinos especificos. El diagnostico
endocrinologico se basa en demostrar dos caracteristicas importantes: el aumento en
la produccion de cortisol y la disminucién en la sensibilidad del feedback a los
glucocorticoides (Galac, 2010). Ademas el pedido de métodos de imégenes, ya sea
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), ecografia abdominal y Tomografia Axial
Computada (TAC), son muy importantes ya que van a aportar informaciéon necesaria
para ayudar a confirmar la etiologia. Todos los métodos diagnésticos, ya sean analisis
bioguimicos y endocrinolégicos y las imagenes, son complementarios entre si ya que
aportan informacién relevante y necesaria y no pueden ser obviados.

El diagndstico endocrinolégico de la EC se realiza por un lado con la estimulacion con
ACTH (que consiste en la medicién de cortisol plasméatico “basal” y a hora post-
estimulacién, con 0,25mg de ACTH endovenoso, Synacthen®), y con la relacion
cortisol/creatinina en orina (RCC) recolectadas en la casa del propietarios de dos
muestras del dia. Luego se indica dexametasona via oral (0,1 mg/Kg) cada 8 horas. A
la mafana siguiente, se toma la Ultima muestra de orina en otro recipiente, para
evaluar RCC y poder realizar una comparacién entre los valores de RCC del lery 2do
frasco (Kooistra and Galac, 2012). El diagnéstico de SC por neoplasia adrenal también
se realiza teniendo en cuenta los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad, el
incremento de la RCC, aca es importante la resistencia a la supresion con altas dosis
de dexametasona (Behrend, 2015; Feldman & Nelson, 2004; Kooistra & Galac, 2012).
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La forma de poder diferenciar el SC por neoplasia adrenal de las formas no
suprimibles de EC, es midiendo las concentraciones plasméticas de ACTH vy
comparéndola con los valores de la RCC.

De forma simultdnea a los andlisis bioquimicos y endocrinoldgicos siempre debe
realizarse el diagndstico por imagenes ya que es lo que va a ayudar a definir el origen
del SC: en primer lugar se realiza la ecografia abdominal, para la evaluacion de las
glandulas adrenales tanto en su morfologia como en tamafio, pudiendo agregarse la
imagen doppler color para evaluar tanto la su vascularizacion interna como la posible
invasion de vasos sanguineos ya sean en la vena cava o la arteria aorta (de
Laforcade, 2012). Luego, a través de RMN de region sellar, se visualizard la hipofisis y
la regién de la silla turca (Gallelli et al., 2010; Miceli et al., 2014). La TAC se puede
agregar en una segunda instancia, una vez confirmado que el origen es una neoplasia
de corteza adrenal para una mejor evaluacion de la relacién entre las glandulas

adrenales y los grandes vasos.

4.3. Complicaciones asociadas al Sindrome de Cushin g

4.3.1. Hipertension

El SC estd asociado a un conjunto de comorbilidades (ya descriptas previamente),
entre ellas una de gran impacto y prevalencia es la hipertensién arterial. Esta es una
de las complicaciones sistémicas mas comunes en el SC debido al exceso de
corticoides en circulacion de forma cronica y sostenida por largos periodos de tiempo,
es decir asociada a la duracion del hipercortisolismo (Lien et al., 2010).

La prevalencia en medicina humana de pacientes adultos con SC enddgeno es de
aproximadamente entre un 60-85%, aumentando a 95% en pacientes con secrecion
ectopica de ACTH (Magiakou et al., 2006), y 60% en chicos y adolescentes (Smets et
al., 2010), siendo del 20-22% en SC exdgeno (Isidori et al., 2015). En veterinaria,
especificamente en perros, se observé que entre el 59-86% de los perros con SC
enddgeno no tratado presentan hipertension sistémica al momento del diagndstico
(Smets et al., 2012; Smets et al., 2012b).
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Existe pequefias diferencias en los porcentajes de prevalencia en los reportes
encontrados en perros debidas al método de medicion utilizado (Goy-Thollot et al.,
2002; Lien et al., 2010; Smets et al., 2012), y ademas, existe una diferencia entre SC
ACTH-dependiente e independiente, siendo mayor la hipertension en los ACTH-
independientes segun Lien y col., 2010. En el lugar de desarrollo de esta Tesis, el
Hospital Escuela FCV-UBA, tuvimos la misma prevalencia de hipertensién en perros
evaluados con SC, pero ademas encontramos que el 20% de la hipertension arterial

se debia al incremento Unicamente en la presion diastolica (PD) (Vidal et al., 2018).

Los mecanismos involucrados en la patogenia de la hipertension arterial sistémica en
el SC son complejos y no estan del todo claros aun.

Los glucocorticoides inducen hipertensibn como resultados de su interaccion entre
varios mecanismos fisiopatoldgicos que actitan en la regulacion de volumen
plasmético, del gasto cardiaco, de la resistencia periférica total y renovascular
(Magiakou et al., 2006; Smets et al., 2010). Se verian involucrados también el Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRA-A), la actividad mineralocorticoidea que
poseen los glucocorticoides (mediado por la enzima 11B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 [11B-HSD2]) (Isidori et al.,, 2015; Ulick et al., 1992), los
glucocorticoides en estados de hipercortisolismo crénico, potencian la actividad
inotrépica del corazén, aumentan la respuesta de receptores (-adrenérgicos a
catecolaminas (Heaney et al., 1999; Yang & Zhang, 2004) ya que aumentan la
sensibilidad a la accion de las catecolaminas y del sistema nervioso simpético,
disminuyen la vasodilatacion a través de la alteraciébn en mecanismos vasodilatadores
como la produccion de prostaglandina E2, calicreinas, prostaciclinas, y sobre todo
disminuye la concentracion del NO, por inhibir la eNOS (Barbato & Tzeng, 2004,
Chandran et al., 2011; Yang & Zhang, 2004).

El NO cumple un rol importante en la vasodilatacion y relajacién del muasculo liso
vascular, impide la adhesién, activaciébn y agregacion plaqueteria, y tiene efectos
antitrombadticos en un endotelio liso y sano (Loscalzo, 1995). Los perros con SC
presentan valores bajos en la concentracion de NO respecto a perros sanos, en
especial aquellos que presentan ceguera (Cabrera Blatter et al., 2011). Al perderse el
efecto vasodilatador del NO, se pueden generar numerosos disturbios sistémicos y
metabdlicos, entre los que se destaca la hipertensién, el tromboembolismo y la
ceguera (Loscalzo, 1995; Mitchell & Webb, 2002).
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Los glucocorticoides en exceso, como ocurre en el SC, tienen la capacidad de tener
accion mineralocorticoidea ya que pueden unirse a receptores de MR ademés de
receptores de GR (Cicala & Mantero, 2010). Los receptores MR no son selectivos.
Estos estan protegidos de la union al cortisol por la 113-HSD2, enzima fundamental
para modular la accion de la hormona corticosteroide a nivel tisular, ya que es activa a
concentraciones muy bajas de cortisol y tiene principalmente actividad
deshidrogenasa, inactivando cortisol a cortisona. Cuando el cortisol se encuentra en
exceso como en el SC, se satura la capacidad de la 11B-HSD2, permitiendo que el
cortisol se una a los receptores MR, simulando la misma accion de
mineralocorticoides. 113-HSD2 se encuentra preferentemente en células que expresan
receptores MR como corteza renal, colon, glandulas sudoriparas y salivales (Magiakou
et al., 2006; Smets et al., 2010).

Los corticoides cumplen un rol importante en la disfuncidon endotelial a través de la
disminucion en la produccion de NO (Chandran et al., 2011) y en la mayor produccién
de especies reactivas del oxigeno (luchi et al., 2003), que de forma directo e indirecta,
sumado a lo provocado por su interaccibn en los mecanismos anteriormente
mencionados, terminan conduciendo hacia la hipertensién, remodelacién vascular,
mayor riesgo cardiaco y de mortalidad (Isidori et al., 2015; Magiakou et al., 2006;
Smets et al., 2010).

La Endotelina-1 (ET-1), potente vasoconstrictor, fue reportado aumentado por accion
de los glucocorticoides; tiene implicancias en la hipertension y arteriosclerosis en
humanos. Se demostrd correlacion positiva entre hipercortisolismo y niveles altos de
ET-1 (Isidori et al., 2015). Por esto es considerado como un indicador de disfuncion

endotelial.

La Ang Il es el principal efector del SRA-A. Este sistema es activado a través de la
renina, la cual es liberada por células yuxtaglomerulares del rifion al detectar menor
concentracion de sodio o disminucion del volumen plasmatico, ésta convierte al
angiotensinégeno, sintetizado mayormente en higado, en Ang I, y finalmente ésta
tltima es convertida en Ang Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
primeramente en la circulaciéon pulmonar (Magiakou et al., 2006), aunque también es
formada por otras enzimas no-ECA (enzima generadora de Ang Il sensible a la

guimiostatina, catepsina G) en los tejidos (Duprez, 2006).
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La accién de la Ang Il ocurre a través de la interaccién con sus receptores, de los
cuales los mas conocidos y estudiados son el AT1 y AT2. El AT1 cuyas acciones
principales son: retencion de sodio, vasoconstriccion, formaciébn de aniones
superoéxido, inflamacion, proliferacion, fibrosis, trombosis; y el AT2 tiene acciones
vasodilatadoras, antiproliferativas y de induccién de apoptosis. Existen el AT3, no se
sabe su rol aun y el AT4 que estaria involucrado en la estimulacion de sintesis del PAI-
1 (Duprez, 2006).

Se describen otros péptidos derivados de Ang | y Ang Il [Ang Ill, Ang IV, y Ang (1-7)]
gue estan en proceso de estudio para dilucidar sus acciones especificas (Watanabe et
al., 2005).

La Ang Il, tiene otras funciones que estan involucradas en los mecanismos del
desarrollo de hipertension sistémica, ademas de la accidbn comUnmente conocida
como potente vasoconstrictor. Dichas funciones son: capacidad para inducir
inflamacioén vascular, alteraciones en la permeabilidad y reclutamiento de leucocitos de
la circulacion hacia el tejido intersticial a través de la estimulacion de liberacion de
citoquinas y quimiocinas, libera factores de crecimiento vascular endotelial (VGF)
permitiendo angiogénesis, participa en la hiperplasia e hipertrofia de células
musculares lisas (Duprez, 2006; Magiakou et al., 2006), participa en la fibrosis de
vasos junto con la inflamacién y ademas por la estimulacién de factores de crecimiento
de fibroblastos (FGF), estimula liberacion de metaloproteinasas (MMP), favorece
adhesion y sintesis de matriz extracelular, que son fundamentales para la
remodelacion vascular (Suzuki et al., 2003). También permite agregacion y activacion
plaquetaria (Duprez, 2004), rol muy importante en el desarrollo de trombosis,

comorbilidad de alto riesgo en pacientes con SC.

La Ang Il tiene accién sobre el endotelio vascular estimulando la produccion de
especies reactivas del oxigeno (Touyz et al., 2003), en especial el anion superoxido,
gue colabora en la disfuncion endotelial (Endemann & Schiffrin, 2004; Schiffrin, 2004a)
impidiendo la formacién de NO. Esto es de gran relevancia en la patogenia de la
hipertensién, ya que hay varios mecanismos involucrados que atentan contra la
vasodilatacion, favoreciendo la accion vasoconstrictora y disfuncion endotelial, que
contribuyen no solo a la hipertension sino también al riesgo de trombosis por verse

afectada la capacidad fibrinolitica fisiol6gica (Prazny et al., 2008) .
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La Ang Il tiene un rol importante en la fisiopatologia de la enfermedad renal y
desarrollo de proteinuria, a través de la hipertension. Tiene accion vasoconstrictora en
las arteriolas aferentes y eferentes. La ECA se encuentra, ademas del endotelio
vascular, en las células del epitelio tubular renal (Yanagawa et al., 1991). Puede
formarse en el propio rifidn como provenir de la circulacion sistémica. Sus receptores
se encuentran en el glomérulo como en los vasos de los tibulos (Yamada et al., 1990).
En la patogenia de la hipertension en SC y compartido por otras patologias,
predominan las acciones de los receptores AT1, que son los mayormente distribuidos
en el organismo en adultos, y estan relacionados con acciones patolégicas como
hipertensién, coagulacion, inflamacién y hipertrofia e hiperplasia de células musculares

lisas de vasos sanguineos (Duprez, 2006).

Por otro lado, la aldosterona, hormona esteroide, potente mineralocorticoide,
sintetizado por la zona glomerular de la corteza adrenal, es la encargada de la
reabsorcion de sodio y agua y excrecidbn de potasio y protones a nivel renal, es
regulador hidroelectrolitico y del volumen y presion sanguinea (Duprez et al., 2000).

Se describen sus acciones como “gendomicas” y “no gendmicas”. Gendmicas, las
conocidas, de accion lenta, mediada por sus MR, que son receptores intracelulares, y
por lo tanto permiten transcripcién de genes y produccion de proteinas que modulan la
expresion y actividad de canales epiteliales de sodio y otros transportes de iones
(Good, 2007). Mientras que las no gendmicas, son mas rapidas, mediadas por
receptores no clasicos de membrana y por los clasicos MR pero con posterior
sefializacién con segundos mensajeros (Fuller & Young, 2005; Good, 2007).

La aldosterona se ha visto implicada en la induccion vasoconstriccion de arterias de
resistencia (Arima et al., 2003).

Desempefia un rol importante en el desarrollo de hipertensién arterial y remodelacion
vascular con engrosamiento, fibrosis y pérdida de elasticidad de los vasos en
hipertensién esencial o resistente, como también en casos de hiperaldosteronismo
primario (Sartori et al., 2006; Strauch et al., 2006) preferentemente.

Tiene accion inductora de receptores AT1 de Ang Il y se ha observado también una
produccién local, en vasos, cerebro (Gomez-Sanchez et al., 2005) y riidon (Xue &
Siragy, 2005). Se demostroé la presencia de ARNm de CYP11B2, principal enzima para
sintetizar aldosterona, en rifion por Xue and Siragy, 2005, aunque no influye en la

circulacion sistémica.
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La aldosterona cumple un rol en el desarrollo de hipertension a través del compromiso
vascular, cardiaco y renal por su accidbn en la inducciébn de inflamacién con
consecuente fibrosis vascular, cardiaco (Rocha et al., 2002), renal, favoreciendo la
hipertensién glomerular (Arima et al., 2003), inflamacién vascular, remodelacion
vascular, disfuncion endotelial por estrés oxidativo, acciones compartidas por la Ang |l
(Duprez et al., 2000; Schiffrin, 2004Db).

4.3.2. Enfermedad Renal

Los glucocorticoides influyen desde el desarrollo al rifion fetal, estimulando la funcion
de algunos receptores como por ejemplo los de Ang Il, ADH, ACTH y leptina, enzimas
metabdlicas, canales epiteliales de Na+, Na+/K+ ATPasa y transportadores de iones
Na+/H+ y acuaporinas (Constancia et al., 2005; Fuglsang & Ovesen, 2006), como
también influyen en la funcién glomerular y tubular en los riilones maduros. La
exposicion prenatal a glucocorticoides lleva a una disminucion en el desarrollo de
nefronas, repercutiendo en la vida adulta llevando a la hipertension (Dickinson et al.,
2007).

La exposicién a elevadas concentraciones de cortisol de forma crénica lleva a dafios
en parametros de funcionalidad renal como ser la presencia de proteina en orina,
alteraciones en la tasa de filtrado glomerular (GFR, del inglés glomerular filtration rate)
(Baas et al., 1984; Smets et al., 2012; Smets et al., 2012b), y densidad urinaria (Smets
et al., 2010).

También tiene repercusion sobre el sistema cardiovascular (Erem et al., 2009), lo que
conducen a cambios vasculares, como ser disfunciones endoteliales, alteracién en
mecanismos vasodilatadores (Yang & Zhang, 2004), remodelacién vascular (Rizzoni et
al., 2009), aumento de la resistencia periférica y de arteriolas renales, y cambios
hemodinamicos sistémicos que en conjunto afectan la presién sanguinea, por ende
afectan el flujo sanguineo renal y la funcion glomerular (Scholz at al., 1957; Smets et
al., 2010).

Entre 50% y 75% de los perros con SC, presentan proteinuria al momento del
diagnostico (Lien et al., 2010; Smets et al., 2012) y el 86% presentan hipertension.

La hipertension arterial cumple un rol importante en el desarrollo de enfermedad renal

y en su progresion en humanos como en animales domeésticos (Finco, 2004).

pag. 35



La hipertension sistémica conduce a un aumento de la presion hidrostética capilar que
causa hiperfiltracién a nivel renal (Smets et al., 2010).

Dentro de los mecanismos de lesién renal, se establece al hiperfiltrado como comienzo
del dafio, ya que altera la permeabilidad del capilar glomerular a macromoléculas,
aumenta la presion intraglomerular e incrementa la excrecién de proteinas hacia la
orina, la albumina especialmente (Martiarena et al., 2007; Smets et al., 2010). La
presencia de proteina en el glomérulo tiene un efecto nefrotoxico perpetuando el
mecanismo de dafio. La proteinuria persistente aumenta el riesgo de mobi-mortalidad
en humanos, perros y gatos, por acelerar el deterioro de la funcién renal (Lees et al.,
2005).

El hipercortisolismo crénico inducen hipertensién por diversos mecanismos (explicado
en el apartado Hipertension) ademas de sus acciones afectando el tono vascular y
permeabilidad que repercuten a nivel renal (Haentjens et al., 2005).

Existe evidencia que los triglicéridos y el colesterol elevados, como las dislipemias,
presentes en endocrinopatias (Smajic et al., 2018), generan dafio glomerular
favoreciendo la enfermedad renal y proteinuria (Chen et al., 2004; Kasiske et al.,
1988).

El sindrome metabdlico es un cuadro que comparte algunas alteraciones que se
presentan en el SC como: obesidad abdominal, resistencia a la insulina, hipertension,
hiperglucemia y dislipidemia, todas estas alteraciones metabolicas estan estrictamente
asociadas con la obesidad (Boscaro et al., 2012). Al mismo tiempo hay reportes que
demuestran que la obesidad esta asociada con la hipertension sistémica y glomerular

leve y con el desarrollo de lesiones renales (Joles, 1998).

4.3.3. Hipercoagulabilidad

Las complicaciones tromboticas secundarias a enfermedades se estan reportando con
mayor frecuencia en medicina veterinaria. En perros, muchas enfermedades se
asocian con la predisposicion a la formacion de trombos, como ser enfermedades
inmunomediadas, enteropatias y nefropatias perdedoras de proteinas, enfermedades
cardiacas, sépsis, algunas neoplasias, administracion crénica de corticoides exdgenos
y el SC (Boswood et al., 2000).
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La hipercoagulabilidad implica un alto riesgo de desarrollar trombosis en arterias y/o
venas, la mas comun en perros es en venas pulmonares, venas esplénicas, arterias
aorta e iliacas (Laurenson et al., 2010; Park et al., 2013) (Fig. 10), donde la
complicacién mas frecuente es el TEP (Fig. 11) con alta tasa de mortalidad (Burns et
al., 1981).

Epidemiol6gicamente se ha reportado que el riesgo de trombosis es 4 veces mas alto
en pacientes humanos con SC respecto a individuos sanos, y que la hiperactivacién de
los sistemas de coagulacién estan involucrados en el desarrollo de trombos tanto en
humanos como en perros (Teshima et al., 2008). El riesgo de mortalidad en pacientes
con SC también es 4 a 5 veces mayor comparado con el resto de la poblacion, debido
a la alta tasa de complicaciones tromboembdlicas (Jacoby et al., 2001) a causa de la
disfuncion endotelial, hipercoagulabilidad y estasis vascular como consecuencia del
hipercortisolismo crénico (Obiols Alfonso et al., 2014).

Por ejemplo en humanos, el SC se asocia con el desarrollo de embolia pulmonar y
trombosis venosa profunda con riesgo de muerte (Small et al., 1983). Se comunicé
que un 22% de perros con nefropatia perdedora de proteina por dafio glomerular
también presentaron tromboembolismo arterial y venoso como complicacion
secundaria (Cook & Cowgill, 1996; de Laforcade, 2012).

Fig. 10. Tromboémbolo en arteria aorta distal en pe  rro con EC.

Imagen 1zq: trombo de 10 cm de largo aprox. adherido a la pared de la A. Aorta Distal previo a la
bifurcacion de las A. lliacas obstruyendo la luz de forma completa (obtenido por necropsia) provocando un
cuadro de trombosis completa involucrando ambos miembros posteriores. Imagen Der: Imagen ecografica
del mismo vaso, se ve el trombo obstruyendo la luz del mismo, impidiendo el flujo sanguineo (Vidal — Sala

de necropsia y ecografia de Hospital Escuela FCV-UBA. 2016).
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Fig. 11. TEP en perro con EC - imagen de necropsia

Las flechas negras muestran las zonas comprometidas por los trombos sin capacidad de ventilar en vida,
zonas oscurecidas no ventiladas. Las zonas mas claras (la flecha blanca), muestran las zonas todavia con
algo de capacidad ventilatoria. (Vidal — Sala de necropsia y ecografia de Hospital Escuela FCV-UBA.
2016).

Los mecanismos fisiopatologicos involucrados en la formacién de trombos se lo
conocen comunmente como “la Triada de Virchow”, su nombre deriva de quien realizé
el aporte que fue un médico y patélogo aleman Rudolf Virchow, quien postulé que
existen tres situaciones que predisponen la formacion del mismo: lesién endotelial o
injuria vascular, alteraciones del flujo sanguineo (estasis o turbulencia) e
hipercoagulabilidad, la alteracion de uno de sus componentes o su desequilibro

predisponen los estados protromboticos (Majluf-Cruz & Espinosa-Larrafiag, 2007).

La hipercoagulabilidad se la ah descripto como un estado de coagulacién alterado que
predispone a la formacion de trombos. Estos estados se caracterizan por un aumento
de la activacion plaquetaria y de los factores de coagulacion, reduccion de los
anticoagulantes enddgenos y/o una fibrindlisis reducida (de Laforcade, 2012).

Por otro lado, los mecanismos de coagulacion estan correctamente balanceados para
gue de forma fisiolégica la sangre fluya normalmente y ante una injuria en un vaso, se
forme un coagulo el cual bloquee la salida de sangre. Las complicaciones ocurren

cuando no existe un correcto balance entre todos estos mecanismos.
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Los glucocorticoides inducen hipercoagulabilidad en el SC (Obiols Alfonso et al.,
2014). Este hecho sumado a las comorbilidades presentes en dicho sindrome, como la
obesidad visceral, hipertension, alteracion en el metabolismo de la glucosa,
hiperlipidemias, etc, contribuyen al desarrollo de riesgo de trombosis y son factores de
riesgo cardiovasculares (Trementino et al., 2010). Estos efectos provocados por los
glucocorticoides son los mismos ya sean enddégenos como exdgenos, estos Ultimos
provenientes de tratamientos de terapias prolongadas de prednisolona,
dexametasona, metilprednisolona (Isidori et al., 2015; luchi et al., 2003; Teshima et
al., 2008).

El estado hipercoagulable se debe a desbalances entre los factores anticoagulantes y
procoagulantes que permiten mantener la sangre fluida en los vasos, habiendo una
mayor tendencia hacia la procoagulabilidad e hipofibrinolisis (Klose et al., 2011).
Algunos factores de coagulacion que se describen como involucrados son el factor I,
V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, Xlll, FvW, PAI-1, ATIll (Erem et al., 2009; Fatti et al., 2000;
Klose et al., 2011; Manetti et al., 2010; Trementino et al., 2010; Vidal et al., 2016).
Datos reportados en humanos como también en perros con SC (Casonato et al., 1999;
Jacoby et al., 2001; Kastelan et al., 2009; Teshima et al., 2008).

El FYW es una glicoproteina sintetizada y secretada por células endoteliales y
plaquetas, encargada de mediar la adhesion de estas Ultimas al subendotelio vascular
en caso de injuria (Giblin et al., 2008). Este factor es liberado luego de la activacion de

las plaquetas.

El PAI-1 tiene como funcién fisiolégica principal y mas conocida la de limitar la
fibrindlisis. También cumple otras funciones como en la adhesion, desprendimiento y
migracion celular (Dellas & Loskutoff, 2005). Es sintetizado por células endoteliales,
células del musculo liso, y es acumulado y liberado por plaquetas luego de su
activacion (Reilly et al., 1991). Estudios en ratones muestran que también se
encuentra en corazon, pulmén, aorta, musculos, higado, tejido adiposo, y se vio
presencia de genes para su expresidon en distintos cultivos celulares (células
epiteliales, megacariocitos, fibroblastos, algunas células tumorales) inducido por
diversos factores de crecimiento, citoquinas y hormonas (Dellas & Loskutoff, 2005).

El PAI-1 se encuentra estimulado por los glucocorticoides (Kastelan et al.,, 2009;
Oikarinen et al., 1990; Trementino et al., 2010).
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La ATIII, es un inhibidor de serina proteasa (serpina), de 58000 - 65000 Dalton, similar
a la albumina (Donahue et al., 2011; Kauffmann et al., 1978; Vaziri et al., 1984), que
juega un papel importante en la regulacién de la coagulacion de forma fisiolégica como
el principal inhibidor de la trombina (factor Il activado) y el factor X activado (Flores-
Rivera et al., 2014, Isidori et al., 2015). Permite mantener la sangre fluida y regula la

formacion de codgulos.

El DD, es un producto de degradacion de la fibrina que suele incrementarse en
procesos de fibrindlisis y formacion de coagulos de forma fisioldgica. Es utilizado tanto
en medicina humana como en veterinaria, como marcador de trombosis (Epstein et al.,
2013; Nelson & Andreasen, 2003; Stokol et al., 2000).
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5. HIPOTESIS

5.1.  Principal:

. En caninos con EC habria aumentos en las concentraciones de aldosterona y

Ang I, y disminucion de NO, provocando hipertension y dafio glomerular.

5.2. Secundaria:

. La hipercoagulabilidad observada en la EC se relaciona con la proteinuria de

origen glomerular y presién arterial, predisponiendo a la formacién de tromboémbolos.

. El uso de inhibidores a-adrenérgicos seria Util para controlar la tension arterial y
lograria disminuir la proteinuria evitando el progreso hacia la Insuficiencia Renal

Crénica (IRC), siendo un efectivo renoprotector.

6. OBJETIVOS

. Estudiar variaciones en las concentraciones de aldosterona, Ang Il y NO en
presencia de hipercortisolismo y evaluar su relacién con la progresion hacia la IRC en
perros con EC, y el desarrollo de hipercoagulabilidad en los mismos.

. Implementar terapias coadyuvantes que permitan prevenir y/o minimizar las
alteraciones renales en la EC, retardando el desarrollo de IRC.

. Establecer variables predictivas de dafio renal e hipercoagulabilidad para su
prevencion y/o temprana deteccion.

. Evaluar relacién entre proteinuria y tension arterial.
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7. MATERIALES y METODOS

7.1. Experiencia 1: “Relacion entre presion arterial y

parametros renales, NO y cortisol”

Poblacién en estudio:

> Poblacion con EC: se estudiaron 20 perros con EC (11 hembras y 9 machos,

de los cuales 10 eran mestizos; 3 Poodles; 3 Beagles, 2 Golden Retrievers, 1
Daschund y 1 Pit bull), siendo el rango etario de 4 a 15 afios (mediana de 9.9 afios) y
el peso comprendido entre 3.1 a 35 kg (mediana 11.9 kg). Todos los perros fueron
diagnosticados en la Unidad de Endocrinologia del Hospital Escuela FCV-UBA donde
fueron referidos por colegas de la actividad privada.

Los perros presentaban los signos caracteristicos del SC: polidipsia, poliuria, polifagia,
piel fina e inelastica, pérdida de pelo, abdomen abalonado, aumento de peso. El
diagnostico se confirmé por medio de la RCC en orina antes y después de la
administracion oral con dexametasona (Galac et al.,1997) y estimulacion con ACTH
(medicion del cortisol basal y a la hora post administracion endovenosa 0,25 mg de
ACTH, Synacthen®), medicion de ACTH plasmatica, ecografia abdominal donde se
evaluaron glandulas adrenales, morfologia y tamafio, y RMN de la region sellar
(Gallelli et al., 2010; Miceli et al., 2014; Kooistra & Galac, 2012).

Ninguno de estos pacientes presentaban enfermedades concurrentes (cardiopatias,
nefropatia clinicamente evidente, infecciones urinarias, diabetes mellitus, neoplasias ni
enfermedad infecciosa sistémicas), ni recibian o habian recibido tratamiento para el
SC previo a realizar el diagnéstico.

Una vez efectuado el diagnéstico y posterior aceptacion por parte del propietario de la
participacion de su mascota en el estudio por medio de consentimiento informado por
escrito, a los perros se les procedio a realizar los estudios previstos.

A todos los perros se les indico el mismo tratamiento para el control de la EC utilizado
en nuestra institucion, consistente en suministrar una combinacion de cabergolina
0,07mg/kg/semana y acido retinoico (isotretinoina 9-cis) 2 mg/kg/dia (Castillo et al.,
2006, 2008).
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> Poblacion _control o Testigo: se utilizé una poblacion de 12 perros sanos (6

hembras castradas y 6 machos no castrados, mediana de edad 6 afos, rango 3-10
afios) provenientes de los caniles de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires, a los cuales se les realizd las mismas determinaciones
gue a la poblacion con EC, excepto el radio-renograma excretor (por indicacién del
comité de ética) tomandose los valores estandarizados de estudios previos como
referencia. Todas las determinaciones se realizaron en el &rea de los caniles donde los
perros estan familiarizados con el entorno con el propésito de minimizar alteraciones

producto del estrés al realizar las maniobras necesarias para el estudio.

Estudios realizados:

Los procedimientos fueron los mismos en ambas poblaciones, describiéndose el
procedimiento en la poblacién con EC, ya que las mismas fueron realizadas en un
area especialmente acondicionada dentro del Hospital Escuela. No se utilizaron
farmacos de accion sedante para evitar alteraciones en la presién arterial o cambios
de flujo sanguineo al estudio doppler. El duefio siempre estuvo presente y en contacto

con el perro.

Medicion de la presion arterial:

Al momento de la consulta a todos los perros se les midi6 la presion arterial, tanto PS
como PD, a través del método oscilometrico de alta definicion (VetHDO monitor
MD/90, Systeme & Beratung, Germany). El procedimiento se realizé luego de 30
minutos de estar el animal familiarizado con el entorno (lugar, voces, camilla, personal)
y se encontrara relajado. Al perro se lo posiciond en decubito esternal sobre la camilla,
colocandose el manguito insuflador en el miembro anterior izquierdo (arteria cefalica
antebraquial) realizandose 4 mediciones consecutivas con el propésito de que el perro
se adapte en las primeras mediciones a la presion del manguito insuflado y al ruido del
tensiometro. La ultima medicion era tomada como el valor de referencia.

La hipertension arterial fue definida como PS > 160 mmHg y/o PD > 90 mmHg (Bodey
& Michell, 1996; Brown et al., 2007).
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Ecografia con estudio Doppler renal:

Posteriormente a la medicién de la presion arterial y treinta minutos previos al estudio
(con el propdsito de recuperarse del estrés por la maniobra) la zona de proyeccion
renal fue tricotomizada y el animal posicionado en la camilla. Luego del descanso se
procedi6 a colocar el gel acustico procediéndose al estudio, siendo siempre realizado
por el mismo operador. A los animales se los colocd en decubito lateral derecho e
izquierdo para evaluar los rifiones correspondientes, utilizdndose un equipo MINDRAY
M5VET, sonda microconvex multifrecuencial 3-7,5 MHZ. Primero se observo el
aspecto morfolégico de ambos rifiones, no debiendo los mismo presentar alteraciones
al estudio (calcificaciones, hidronefrosis, quistes, cambios parenquimatosos, atrofia o
signos de degeneracién), siendo excluidos del estudio de presentarse alguna
anomalia. Posteriormente por medio del Doppler se evalud el IR de la arteria renal,
tanto izquierda como derecha, considerandose normal un IR < 0.7 (Morrow et al.,1996;
Novellas et al., 2008; Novellas et al., 2007).

Radio-renograma excretor en camara gama:

Con el propésito de evaluar el filtrado glomerular se procedié a realizar un estudio
centellografico dinamico renal (radio-renograma excretor) en camara gamma planar.
Se utilizé6 como radioisétopo **™ Tc (tecnecio 99 metaestable pertecneciato de sodio;
DTPA CaNa;-Sn RADIOFARMA® TC, 3-4mCi o 111-148 Mbq) a una distancia fija de
26 cm sobre el centro de la camara gamma. Primero se tomaron imagenes estaticas
de las jeringas con el radiotrazador (pre y post inyeccion intravenoso en bolo) y del
paciente en posicion decubito lateral para medir la profundidad renal y posteriormente
calcular el filtrado glomerular. Posteriormente se coloco al animal en posicion decubito
ventral y con la cAmara gamma centrada hacia dorsal de los rifilones. Se adquirieron
imagenes en forma dinamica cada 15 segundos en matriz digital 64 x 64 x 16, durante
15 minutos. No fue necesaria la sedacion de los perros para realizar el estudio.

A los fines del presente estudio se determinaron dos pardmetros: 1) GFR; 2) RT inicial
de cada rifidbn (punto en que la curva alcanza su maxima actividad luego de la
aplicacion del radiotrazador, indicando el tiempo de maxima filtracion glomerular).

Por medio del procesamiento de imagenes, y obtencion de la curva de funcion
glomerular, se valoraron las fases de perfusion, filtracién glomerular y de eliminacién

del radiotrazador.
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Se considera que el GFR debe ser >3ml/kg/min para un rifidn sano, siendo indicativos
de insuficiencia renal subclinica valores entre 1.2 y 2.7 ml/kg/min y de azotemia
valores <1.2 ml/kg/min. ElI RT considerado normal es <3.5 minutos, correspondiendo a
rifiones con alteracién funcional valores >5 minutos y sospechoso entre 3.6 y 4.9

minutos (Bartges & Polzin, 2013).

Estudios bioquimicos:

La extraccion de sangre y de orina para realizar todos los estudios bioquimicos fueron
obtenidas al dia siguiente de los estudios antes descriptos. De la misma muestra de
sangre, luego de obtenido el suero, se evalud urea, creatinina, proteina total,
albumina, NO y cortisol. Luego de la extraccion de sangre se separd el suero por
centrifugacion y se congeld a -80°C hasta su procesamiento. Las muestras de sangre
fueron tomadas en ayunas de 12hs y recolectadas en tubos de plastico sin
anticoagulante.

Las mediciones de urea, creatinina, proteina total y albumina se realizaron en un
equipo automatizado (Metrolab 2100), por método colorimétrico-enzimatico
estandarizados, utilizando los reactivos especificos y segun indicacion del fabricante.
Por sondaje se obtuvo una muestra de orina en frasco estéril inmediatamente posterior
a la extraccion de sangre. Se realiz6 el uriandlisis completo (fisico-quimico,
considerando normal la densidad urinaria >1025 con ingesta liquida y miccion
normales para el peso del perro) y evaluacion cuanti-cualitativa de la proteina en orina.
La cuantificacion de proteina en orina se realiz6 por medio del UPC, considerandose
como valor normal < 0.3, dudoso entre 0.31 y 0.49 y francamente patoldégicos valores
>0.5 (Martiarena et al., 2007). Para la determinacion cualitativa de proteina, se realizo
la separacion de cada una de sus fracciones por peso molecular (PM), efectuado en
gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio técnica de SDS-PAGE
(con coloracién argéntica rapida) considerandose fisiolégico una leve banda de
proteinas de peso molecular (PM) de 69 kd (20 mg/L) Unicamente cuando el UPC es
<0,5 (Zini et al.,2004). Las corrida en PM 2= 69 Kd es indicativo de proteina de origen
glomerular y con corrida en PM <69 Kd proteina de origen tubular (Martiarena et al.,
2007; Marshall & Williams, 1998; Zini et al., 2004).
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Determinacién del cortisol y 6xido nitrico:

El cortisol sérico se evalu6é por método ELISA (“Cortisol ELISA, ABCAM”), con un
coeficiente de variacion intra e interensayo de 4.8 y 7.8 % respectivamente y
sensibilidad de 0.4 pg/dL. El rango de referencia obtenido por nuestro laboratorio a
partir de una poblacion testigo o control fue de 0.8-4.5 pg/dl (mediana 2.1 pg/dl).

El NO fue medido segun se describié previamente por Cabrera Blatter et al., (2012),
por método ELISA (BioVision, EE.UU) calculandose la produccion de NO a través de
los nitritos y nitratos producidos (NO nit/nit). Los coeficientes de variacion intra e inter-
ensayo fueron del 3.1% y 5.8%, respectivamente, con una sensibilidad de 0.1 nmol
nitritos/pocillo. El rango de referencia para nuestro laboratorio fue de 3.2 — 7.2

nmol/mL (mediana 5 nmol /mL).

Analisis estadistico:

Se realizaron los test de normalidad (Shapiro-Wilk y D’Agostino-Pearson omnibus
tests) dando distinto de la distribuciéon normal.

La mayoria de las variables estudiadas presentaron distribucién no paramétrica.

Los resultados obtenidos fueron expresados como mediana (Me) y rangos (valor
minimo y maximo), siendo comparadas las medianas entre el grupo con EC y el
testigo por medio del test de Mann-Whitney. Se estudi6 la correlacion (Spearman test)
entre las diferentes variables analizadas. Por medio del test exacto de Fisher se
evalug si existe asociacion entre la presion arterial, UPC y el indice de resistencia de
la arteria renal, calculandose el odd ratio (OR) (Software GraphPad 5, USA). Se

considero significativo P<0.05.

7.2. Experiencia 2: “Terapia renoprotectora e hipotensora”

Poblacién de estudio:

Perros con EC diagnosticado de la misma forma que en la experiencia 1.

*Proceso de seleccion y exclusion:
Perros con diagnéstico de EC, natural y no inducido, obtenidos de la Unidad de
Endocrinologia del Hospital Escuela FCV-UBA, segln se fueron presentando a la

consulta de la especialidad. El diagndstico de EC se realiz6 igual a la experiencia 1.
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Fueron excluidos del estudio los perros mayores de 13 afios y aquellos que
presentaron enfermedades concurrentes, infecciosas u organicas (en particular
cardiopatias) que pudieran afectar la funcion renal.

A todos los perros se les indicé el mismo tratamiento para el control de la EC utilizado
en nuestra institucion, consistente en suministrar una combinacién de cabergolina
0,07mg/kg/semana y &cido retinoico (isotretinoina 9-cis) 2 mg/kg/dia (Castillo et al.,
2006, 2008).

Formacion de grupos de estudio

Los mismos fueron divididos en 2 grupos (n=12 por cada grupo) segun el UPC sea
menor de 0,5 (negativos e inespecifico) o mayor de 0,5 (positivos).

Los perros con proteinurias positivas fueron a su vez subdivididos al azar en 2
subgrupos de 6 animales cada uno, segun el tratamiento renoprotector e hipotensor
gque se indico, con el propésito de evaluar cual era el mas efectivo en controlar la
proteinuria y la presion arterial, sistémica o local (IR de la arteria renal).

> Grupo A (n=6), recibieron enalapril oral (0,5 mg/kg cada 12 hs) como
tratamiento ya conocido, actuando como control del otro grupo.

> Grupo B (n=6), doxazosina mesilato oral (0,5 mg/kg cada 12 o 24 horas).

El grupo de perros con proteinuria negativa o inespecifica también fueron subdivididos
en 2 subgrupos de 6 animales cada uno, segun su presion arterial o el indice de
resistencia de la arteria renal esté normal o elevado.

> Grupo C (n=6), tensién arterial o indice de resistencia arterial elevada. Estos
perros recibieron doxazosina mesilato oral (0,5 mg/kg cada 12 o 24 horas).

> Grupo D (n=6), grupo control, solo recibieron la terapéutica indicada para el
tratamiento de la EC.

> Grupo E (n=6). Fue agregado como otro grupo control o testigo, formado por
perros con EC que presentaron UPC positiva pero son normotensos. Estos recibieron
el tratamiento habitual de la EC. Sirve de control o testigo para comparar el efecto neto
sobre la proteinuria de los tratamientos renoprotectores probados, eliminando posibles
efectos sobre proteinuria que podria ejercer el tratamiento de la EC. (Grupo E: UPC

(+), normotensos).

Se consideran al menos 12 animales por grupo experimental debido a la falta de
informacién previa que permita calcular el tamafio muestral y de las recomendaciones
publicadas anteriormente por Julious, 2005 para estudios pilotos en investigacion

clinica.
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Las dosis utilizada de enalapril fue la de uso de rutina en la clinica veterinaria diaria
para reducir la presion arterial (Boswood, 2008) y de doxazosina (Alabaster & Davey,
1986), también se ha tenido en cuanta la posologia de otros inhibidores a;-

adrenérgicos usados en perros en enfermedades renales (Brown et al.,2013).

Comparar la efectividad del

GrupoA: n=6 Doxazosina | gatamiento renoprotector

& e hipotensor indicado.

P rupo s »
UPC (+) Grupo B: n=6 Enalapril

Grupo | GrupoE: n=6 CONTROL UPC.
de trabajo = normotensos \

Grupo Grupo C: n=6 Doxazosina L SohhuhglcmnmJ

_ UPC ()

Grupo D: n=6 CONTROL /

Se realizaron mediciones antes de iniciar el tratamiento y 3 meses después de haber
sido comenzado para evaluar la capacidad en la disminucién de proteinuria y presion
arterial de los farmacos a comparar. Se midio: UPC y presion arterial.

Se han hecho analisis de rutina de los pacientes (control biogquimico por muestra de
sangre) en el mismo periodo, que permitieron la incorporacion de los mismos a los
grupos de estudio (muestras basales) y que también sirvieron de referencia, y a modo

de control del estado general.

El procedimiento de toma de muestras y andlisis de pardmetros, fue igual a lo

detallado en la experiencia 1.

El control de la evolucion de los pacientes se hizo en base a la signologia clinica y los
andlisis bioquimicos.
Los tratamientos instaurados son de por vida, ya que el tratamiento del Cushing

aunque reduzca el cortisol, no elimina las comorbilidades instauradas.
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Se realiz6 la comparacion entre los efectos hipotensores de los 2 farmacos aplicados,
como también, cual ejercia mejor efecto renoprotector, logrando reducir la proteinuria.
Para las comparaciones, se realiz6 la diferencia de cada variable medida, haciendo la
diferencia entre la medicion de pardmetros final (a los 3 meses) menos la inicial:

Delta UPC, Delta PS, Delta PD.

De esta forma los resultados se obtuvieron como valores numéricos “negativos” en su
mayoria y los gréficos se representaron hacia abajo evidenciado la “reducciéon” de

dicho pardmetro.

Andlisis estadistico:

Se realizaron los test de normalidad (Shapiro-Wilk y D’Agostino-Pearson omnibus
tests) dando distinto de la distribucion normal.

La mayoria de las variables estudiadas presentaron distribucion no paramétrica.

Los resultados obtenidos fueron expresados como mediana.

Las comparaciones de las medianas de a pares de grupos se realizaron por medio del
test de Mann-Whitney.

Las comparaciones entre todos los grupos (A, B, C, D y E) se realiz6 por medio del
test One-Way ANOVA (no paramétrico): Kruskal-Wallis Test y Dunns comparando
todos los grupos.

Se graficaron las medianas en todos los casos. Software GraphPad 5, USA. Se

considero significativo P<0.05.

7.3. Experiencia 3: “Estudio del estado de

hipercoagulabilidad en perros con EC”

Poblacién en estudio:

Perros con EC diagnosticados con el mismo procedimiento que en la experiencia 1.

A medida que fueron presentandose a consulta, se les realiz6 el diagndstico explicado
previamente; si cumplian con los pardmetros de inclusién de las experiencias 1y 2,
eran incluidos a dichos estudios, y dentro de la extraccion de sangre de muestras
basales de bioquimica correspondientes, también se tomaba para las determinaciones
de esta experiencia.

Las muestras de sangre fueron tomadas en ayunas de 12hs y recolectadas en tubos
de plastico sin anticoagulante. Luego de la extraccion de sangre se separ0 el suero

por centrifugacion y se congelé a -80°C hasta su procesamiento.
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También se realizd extraccion de sangre para las mismas determinaciones, a un grupo

de perros sanos, grupo control o testigo (mismo grupo de la experiencia 1).

*Determinaciones de bioquimica endocrina y citoquinas:
Se determinaron las concentraciones de PAI-1 y FVW, por medio de kits comerciales
de ELISA, ABCAM SimpleStep (ab184863 y ab189571 respectivamente), siguiendo las

instrucciones del fabricante para su procedimiento.

Las concentraciones del FvW y PAI-1 fueron obtenidas a través de una curva estandar
(siguiendo las instrucciones del fabricante). Para el FvW con un R?=0,93 (P-valor
<0,0001) y para el PAI-1 con un R*=0,97 (P-valor <0,0001).

Luego se realiz6 la extrapolacion y obtencion de las concentraciones de los
integrantes de cada grupo.

El DD se midi6é por el método de aglutinacion en latex, por el Laboratorio del Hospital
Escuela FCV-UBA, considerado para nuestro laboratorio: positivo > 200 (DD+).
(Utilizando Kits comerciales y siguiendo sus instrucciones).

Actividad de AT Il se midi6 como % de actividad en sangre por el Laboratorio del
Hospital Escuela, considerando para nuestro laboratorio normal > 80%. (Utilizando Kits
comerciales y siguiendo sus instrucciones).

Se hicieron ademas, pruebas de coagulacion de rutina diaria del laboratorio del
Hospital Escuela (recuento de plaquetas, tiempo de tromboplastina parcial activada

con caolin (KPTT), tiempo de protrombina (TP) y medicion de fibrinégeno (F).

Actividad de AT llly DD

Para estudiar la relacién entre Actividad de AT Ill y DD, y la formacion de trombos, se
utilizaron muestras de 26 perros con EC.

El objetivo fue evaluar si la actividad de ATIIl y el DD eran Gtiles como marcadores de
riesgo de formacion o presencia de trombosis con el propdsito de establecer
tratamiento adecuado o profilaxis.

A estos perros también se les realiz6 medicion de presion arterial, evaluacién de UPC
y centellografia de perfusibn pulmonar a los que manifestaban jadeo en reposo,

aumento de frecuencia respiratoria, ecografia doppler.
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> El andlisis estadistico utilizado fue el Test exacto de Fisher calculandose el OR,
especificidad y valor predictivo negativo. Se estudio la correlacion entre las variables

(Spearman test). Software GraphPad 5, USA. Siendo significativo P<0,05.

PAI-1, FvW y NO

Para estudiar las concentraciones presentes en sangre de PAI-1, FYW y NO, se realiz
la comparacion entre 12 perros sanos, grupo control o testigo, provenientes de caniles
de FCV-UBA, (mismo grupo de la experiencia 1) 6 de cada sexo, mediana de edad 6
afios (rango 3-10 afios) y 12 perros con EC diagnosticado (7 hembras y 5 machos),
mediana de edad 9,3 afos (rango 6-13 afios).

El objetivo fue analizar las concentraciones del FvW y PAI-1 y compararlas entre los
perro con EC y el grupo de animales sanos y si existia correlacion con las
concentraciones de NO.

> Los resultados se expresaron como promedio +SEM, comparando los
promedios por medio del test t de muestras no pareadas.

El FvW y PAI-1 se correlacionaron (test de Pearson) con el NO (Software GraphPad 5,
USA). Se consideré significativo P<0,05.

7.4. Experiencia 4. “Evaluacion de niveles de angiotensina Il

y aldosterona ”

Para evaluar los niveles de estas hormonas se realizé la comparacién entre perros con
EC diagnosticado (idem experiencia 1 y 2) y un grupo de perros sanos, grupo control o
testigo de caniles de la FCV-UBA.

Se tomaron muestra de sangre de 20 perros con EC que vinieron a consulta (mismo
procedimiento que en experiencia 3) y de los 12 perros sanos de mismo grupo testigo
que en la experiencia 1.

Las muestras de sangre fueron tomadas en ayunas de 12hs y recolectadas en tubos
de plastico sin anticoagulante para medir aldosterona y en tubo con anticoagulante
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para Ang Il. Luego de la extraccion de sangre

se separo el suero por centrifugacion y se congel6 a -80°C hasta su procesamiento.
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Se realizaron las mediciones de aldosterona y Ang Il por medio de kits comerciales de
ELISA, ABCAM (ab136933 y ab108796 respectivamente), siguiendo instrucciones del
fabricante.

Las concentraciones de aldosterona y Ang Il fueron obtenidas a partir de una curva
estandar y siguiendo instrucciones del fabricante. Para aldosterona con un R* = 0,97
(P-valor <0,0001) y para Ang Il con un R?= 0,99 (P-valor <0,0001).

Luego se realizé la extrapolaciébn y obtenciébn de las concentraciones de los
integrantes de cada grupo.

Se realizaron los test de normalidad (Shapiro-Wilk y D’Agostino-Pearson omnibus
tests) dando distinto de la distribuciéon normal.

Las variables estudiadas presentaron distribucién no paramétrica.

Los resultados obtenidos fueron expresados como mediana y rangos.

Las comparaciones entre las medianas de los grupos testigos y cushing se realizaron
por medio del test de Mann-Whitney.

Se intentaron correlacionar entre siy con PD y PS (test de Pearson).

Software GraphPad 5, USA. Se consider6 para todo significativo P<0,05.
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RESULTADOS




8. RESULTADOS

8.1. Resultados de la Experiencia 1

8.1.1. Presion Arterial e indice de resistencia de la arteria renal:

El 80% (16/20) de los perros estudiados presentaron hipertension diastolica, estando
en 4/20 (20%) dicha presion <90 mmHg. La PS fue elevada (hipertensién sistdlica) en
12/20 animales (60%), siendo <160 mmHg en el resto (8/20, 40%). Todos los perros
con PS elevada coincidieron con los que también tuvieron elevada la PD, mientras que
de los 8 casos con PS normal, 5 tenian la PD elevada. Los valores de ambas
presiones fueron significativamente més altas en el grupo de perros con EC respecto a
los testigos (P=0.004 y P=0.002, PS y PD respectivamente) (Fig. 12).

El IR de la arteria renal izquierda (Me= 0.68, rango 0.5-.091) fue elevado en 8/20
casos (40%) y el de la arteria renal derecha (Me= 0.71, rango 0.57-0.93) en 10/20
(50%), sin haber diferencias significativas entre ambas. En el grupo control el IR fue
<0.70 en ambas arterias renales (Me= 0.5, rango 0.35-0.6) habiendo diferencias

significativas con el grupo con EC (P<0.001).
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Fig. 12. PS y PD en perros controles y con EC.

Referencia: Circulo negro: PD en perro con EC, Circulo blanco: PS en perro con EC, Circulo con ambos
colores: perros controles. El recuadro indica el area de PS y PD normal. La linea entera es la mediana,
cada punto representa un perro evaluado. PS: *P=0.004, vs controles y PD: ** P=0.002 vs controles.

Ambas presiones mas elevadas en perros con EC. (Adaptado de Vidal et al., 2018).
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8.1.2. Radio-renograma excretor:

Ningun perro presentd deterioro severo de la funcion renal, si bien se pudo apreciar en
4/20 (25%) disminucion de la masa renal (3 del izquierdo y uno del derecho),
coincidiendo con lo que tendrian afectado el GFR y RT (Fig. 13).

El GFR (Fig. 13) fue entre 1.2 y 2.7 ml/kg/min en 7/20 perros (35%), siendo > 3
ml/kg/min (normal) en 13/20 perros (65%). El RT (Fig. 14) estuvo alterado (>3.5 y <5
minutos) en 7/20 perros (35%), coincidiendo con aquellos en que el GFR también lo
estaba. No hubo diferencias entre el RT del rifion izquierdo y derecho. Segun el
andlisis de las curvas del radio-renograma, se vieron afectadas las fases de filtracion

glomerular y de perfusion renal, estando la fase de excrecién normal.

Fig. 13. Radio-renograma excretor y Centellografia ~ en camara gamma en dos perros con EC.

Las imagenes del lado izquierdo corresponden al radio-renograma y la de la derecha a la centellografia.
A) Estudio dentro de los parametros normales. En la figura de la derecha se observan ambos rifiones con
igual masa funcional a la captacion del radiotrazador. En la figura de la izquierda se observan las curvas
de filtracion (GFR), pasaje y excrecion, siendo ambas parecidas en los tiempos evaluados y el RT
semejante (pico de la curva). B) Estudio de un perro con la funcién renal afectada. Se observa que el
rifién izquierdo tiene una menor masa funcional (menor captacion al radiotrazador) y la curva de filtracion

y RT son menores a la del rifion derecho. (Adaptado de Vidal et al., 2018).
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Fig. 14. Tasa de filtracion glomerular total (GFR) y tiempo de reactividad (RT) en perros con EC.

Circulo blanco: PS. Circulo negro: PD. El recuadro indica el area de normalidad para el GFR y el RT. La

linea entera es la mediana y cada circulo es un paciente evaluado. (Adaptado Vidal et al., 2018).

8.1.3. Estudio bioquimicos en suero:

La urea y creatinina, proteinas totales y albamina en suero se encontraron dentro de
los valores de referencia para el laboratorio en todos los casos (Tabla 1) y sin haber
diferencia significativa con el grupo testigo.

Las concentraciones del cortisol sérico (Tabla 1 y Fig.15) fueron significativamente
elevadas (P<0.0001) en los perros con EC. Por el contrario, las concentraciones de
NO nit/nit (Tabla 1 y Fig.15) se hallaron significativamente disminuidas (P<0.0001) en
los animales con EC.

8.1.4. Orina:

La densidad urinaria (Tabla 1) fue significativamente menor (P<0.05) en el grupo EC
respecto al testigo, siendo la densidad urinaria <1025 en 12/20 perros (60%) y mayor
de éste valor en el 40% restante. Los 20 perros tenian poliuria-polidipsia al momento
del estudio. En el grupo testigo la densidad urinaria fue >1025 en los 12 perros
estudiados. El resto del estudio fisico-quimico no presentd alteraciones en ambos

grupos.
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La UPC (Tabla 1) fue significativamente mayor en el grupo EC respecto al testigo
(P<0.0001), siendo la UPC elevada (>0.5) en 11/20 perros (55%), en rango
inespecifico en 2/20 (10%) y menor de 0.3 en 7/20 perro (35%). Presentaron
proteinuria glomerular 13/20 (65%) perros, coincidiendo con aquellos con UPC elevada
o inespecifica. Ningun caso presentd proteinuira de origen tubular. En el grupo testigo
la UPC fue <0.3 y sin evidencia de proteinuria en los 12 casos.

Tabla 1. Densidad urinaria, urea, creatinina y UPC, cortisol y NO nit/nit valores de controles y
perros con EC.

Urea
37 (20-60) 42 (30-57) NS
(mg/dL)

Proteinas

6.8 (5.7-7.3) 7.1(5.6-7.2)
Totales (g/L)

Densidad

Urinaria

Cortisol
5.6 (2.8-10.6) *** 2.1 (0.8-4.5) <0.0001
(ng/dL)

1,014 (1,005-1,038) * | 1,027 (1,022-1,035)

Valores expresados como medianas y rangos (minimo y maximo).
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Fig. 15. Concentraciones de cortisol plasmaticoy N O nit/nit en los perros control y con EC.
Cada circulo representa un perro, circulo y triangulo blanco: controles, circulo y tridngulo negro: EC; la
linea entera representa la mediana. *** P<0.0001 EC vs el control. (Adaptado Vidal et al., 2018).

Analisis de correlacién y asociacion

El cortisol sérico y el NO nit/nit (Fig. 16) correlacionaron significativamente y en forma
inversa (r= -0.67; P<0.0001).

La PS correlacion6 con el cortisol (r=0.46; P=0.008) positivamente y en forma negativa
con el NO (r= - 0.87; P<0.0001) (Fig. 17). No se hall6 correlacion (r=0.3; P=0.2) ni
asociacion (P=1.00) entre la PS con la UPC. Tampoco se hall6 correlacion entre la PS,
el IR de la arteria renal (r=-0.05; P=0.6) y el GFR (r=-0.32; P=0.16).

La PD correlacion6 con el cortisol plasmatico (r=0.63; P<0.0001) de forma positiva y
con el NO nit/nit (r= -0.81; P<0.0001) de forma inversa (Fig. 17). También se hallo
correlacion con la UPC (r= 0.8; P<0.001) (Fig.18), habiendo una asociacion
significativa (P<0.05) entre la presencia de proteina urinaria y la elevacion de la PD,
siendo el OR de 0.08 (95%CI: 0.01-0.63). No hubo correlacion significativa entre la PD
y el IR de la arteria renal (r=0.35; P=0.16). Si hubo correlacion entre la PD con el GFR
(r=- 0.58; P=0.007) de forma negativa (Fig. 18).
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El IR correlacioné (Fig.19) positivamente con el cortisol sérico (r=0.69; P=0.0007) y en
forma negativa con el NO nit/nit (r = -0.53, P= 0.014). En 10/20 perros coincidieron el
aumento del IR y de la PD pero sin haber asociacién estadistica significativa entre
ambas (P=0.36). Con respecto a la PS, en 8/20 (40%) perros coincidieron en tener
ambos parametros afectados pero tampoco dicha asociacion fue significativa (P=0.36).
No se hall6 correlacion significativa entre el IR 'y UPC (r=0.2; P=0.8), pero si ambas
variables presentaron asociacion estadistica (P<0.01), encontrandose que tanto los 11
perros con UPC>0.5 como los 2 perros con los valores considerados inespecificos
tuvieron el IR>0.7, siendo el OR de 0.017 (95% CI: 0.001-0,41). Con el GFR no se
hall6 correlacion (r=-0.34; P=0.14).

Finalmente, el GFR no presentd correlacion con el cortisol (r=-0.16; P=0.5), habiendo
correlacion con el NO nit/nit (r = 0.54; P=0.004).

7.5

6.0+ * @

4.5 .

3.0+
3.0

2.54 ]

NO nit/mit (nmol/ml.)

2.0 . . .
1.54 s *

1.0+ L . o

0.54 .
r=-0L.67; P=ilLon

1), )=

T T
0 2 4 O 8 10 12
Cortisol {p/dL)

Fig. 16. Correlacién entre el NO nit/nit y el corti  sol plasmatico.
Los 12 perros controles tienen los valores mas altos de NO nit/nit (cuadrante superior izquierdo) para
luego descender conforme se incrementan las concentraciones del cortisol. (Adaptado Vidal et al., 2018).
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Fig. 17. Correlacion entre las PS y PD con el cortisol plasmat  ico (A) y el NO nit/nit (B).

Se puede apreciar que la PD es la mas afectada por las concentraciones del cortisol (A), contrariamente a
lo que sucede con el NO nit/nit (B) donde ambas presiones son afectadas de manera similar. (Adaptado
Vidal et al., 2018).
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Fig. 18. Correlacion entre la UPC (A) y GFR (B) con la PD.

Se puede apreciar que la mayor presencia de proteina en orina en el EC coincide con valores elevados de
la PD (A). También la GFR se vera afectada por la PD (B), aunque en menor medida dado el valor de la
correlacion. (Adaptado Vidal et al., 2018).
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y en menor medida por el NO (B) segun arrojo el valor de la correlacién. (Adaptado Vidal et al., 2018).
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8.2. Resultados de la Experiencia 2

8.2.1. Efecto renoprotector:

> Respecto al UPC, entre los Grupos A y B, se observé que no hubo diferencias
significativas en la disminucion del UPC entre los tratamiento con enalapril como con
doxasozina mesilato, respectivamente, comparandolos entre si. Se analiz6 la
diferencia: Delta UPC: UPC final — UPC inicial (con 3 meses de tratamiento).

P-valora s p= 0,58. (Grupo A: -2,22 y Grupo B: -2,5). (Fig. 20).

2_
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[ ] |
g  -2-
> o o
S
g 4
-6- o o
o
'8 I I
A: Enalapril B: Doxazosina

Fig. 20. Delta UPC entre los grupo A (enalapril) yg rupo B (doxazosina).

Cada circulo/cuadraro representa un perro. La linea representa la mediana.

Si bien no hubo diferencias entre si en los tratamientos de los grupos A y B, si se hallo
con el Grupo control D (UPC -), es decir, que ambos tienen efecto en reducir
proteinuria:

Grupo Avs D: (-2,22 y -0,01) P-valor ovsp= 0,03 y

Grupo B vs D: (-2,5y -0,01) P-valor gsp= 0,005. (Fig. 21)
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Fig. 21. Delta UPC entre grupos A(a) y B(b) vs D.
Cada circulo/cuadraro/rombo representa un perro. La linea representa la mediana. A) Delta entre A vs D,
*P-valor= 0,03. B) Delta entre B vs D, **P-valor= 0,005.

Pero comparando los tratamientos de los Grupos A y B, contra el Grupo E (UPC +
Normotenso), se observd que sélo hubo diferencia significativa, con el Grupo B:
P-valor g ys£= 0,01 (Grupo B: -2,5 vs Grupo E: -0,05)

no con el Grupo A: P-valor s e= 0,14.

Se podria inferir que, si bien ambos farmacos tienen un efecto renoprotector, ya que
colaboran en la disminucién del UPC, seria mas efectiva la doxazosina, respecto al

enalapril. Se grafican las medianas (Fig. 22.)
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Fig. 22. Delta UPC entre grupo B vs E.
Cada cuadrado/triangulo representa un perro. La linea representa la mediana. Hay diferencia significativa
con doxazosina (grupo B). *P-valor= 0,01.

8.2.2. Efecto Hipotensor:

> Respecto a la PS, se analizé la diferencia (Delta PS), se observo que no hubo
diferencias significativas para disminuir la PS entre los grupos Ay B:

[A: -19 vs B:-18,5) P-valor, s s= 0,87.

Tampoco comparando todos los grupos entre si: P-valorag.cpe= 0,09.

Excepto por separado y comparando cada grupo con grupo D y E. Se hall6 entonces
que solo hubo diferencia entre el Grupo B vs Grupo D, y el Bvs E:

B vs D: (B:-18,5y D: 6) P-valor g sp= 0,03

Bvs E: (B:-18,5y E:-1,5) P-valor g s g= 0,01.

No hubo diferencias entre: Grupo A vs D: P-valora s p= 0,1; y tampoco A vs C (C: -4)

P-valorc . p=0,8.

Por lo tanto, la mas efectiva para reducir PS seria la doxazosina. (Fig. 23)
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Fig. 23. Delta PS entre Grupos A, B, C, Dy E.
Cada figura del grafico represente un animal. La linea representa la mediana. Solo hubo diferencias

significativas comparando grupo B vs D: P-valor= 0,03, y con B vs E: P-valor= 0,01.

> Respecto a la PD, hubo diferencias comparando todos los grupos entre si

P-valor ogcpe= 0,001.

Comparando de a pares, se observoé diferencias entre los tratamientos del:
Grupo A vs B (A: -9 vs B: -37) P-valor 5sg= 0,037.

No hubo entre Grupo A vs D (A: -9 D: 0,5): P-valora s p= 0,07

Tampoco entre A vs E (E: 1,5) P-valora s = 0,07.

Entre Bvs D,yBvs E: B:-37vs D:1,5; E: 0,5)

si hubo diferencia significativa coincidiendo ambos con un P-valor g sp, gvse = 0,002.

Y finalmente C vs E y C vs D también dio diferencia significativa (C: -30)

P-valor ¢ ysg= 0,008. Y con P-valor ¢ sp= 0,01
Si bien ambos farmacos hipotensores son efectivos para reducir PD, se concluy6 que

entre ambos, seria mas efectiva la doxazosina para reducir la PD. (Fig.24.)
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Fig. 24. Delta PD entre grupos A, B, C, Dy E.
Las lineas representan las medianas. Hubo diferencia significativas entre los grupos: A vs B: P-valor=
0,037; entre Bvs Dy B vs E: **P-valor= 0,002; entre C vs E: **P-valor= 0,008, C vs D: *P-valor: 0,01.

Los valores de bioquimica general (urea, creatinina, albimina, proteinas, por ejemplo)
estuvieron todos siempre, en ambas muestras, dentro del rango normal para la

especie sin sufrir ningun tipo de modificacion.

8.3. Resultados de la Experiencia 3

8.3.1. Actividad de AT Ill y DD:

Clinicamente 8/26 (30,8%) perros presentaron taquipnea en la consulta. La presion
sistolica fue elevada en 9/26 (34,6%) y la diastolica en 14/26 (53,8%).

En 9/26 (34,6%) tanto la ATIII como el DD estuvieron alterados, habiendo asociacién
entre ambos (P-valor=0,002, OR: 0,04; 95%CI: 0,004-0,3) teniendo una correlacién
inversa (r=-0,5; P-valor=0,008) (Fig. 25).

La UPC fue elevada en 10/26 (38,5%), asociandose este evento con la menor
actividad de ATIII (P-valor <0,001; OR:0,02; 95%CI: 0,001-0,4) (Fig. 26) y con el DD+
(P-valor=0,008, OR: 0,06; 95%CI: 0,008-0,4) (Fig. 27) correlacionando los valores de
UPC con ATIII (r=-0,75; P-valor <0,001) y con DD (r=0,67; P-valor=0,004).

La presién sistdlica y diastélica, no presentaron asociacién ni correlacién estadistica
con ATIIl, DD y UPC.
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El estudio de centellografia pulmonar evidenci6 TEP en 4/26 (15%) perros,
correspondiendo a 4/8 (50%) con taquipnea y 4/9 (44,4%) con actividad disminuida de
ATIIl y DD+ respectivamente.

La actividad disminuida de ATIIl y DD+ se asocio al TEP (P=0,04), con una
especificidad de 0,26 (95%CI: 0,006-0,8) y un valor predictivo negativo de 0,17
(95%CI: 0,04-0,64) en ambos casos.

En los animales estudiados los test de coagulacion y F no presentaron alteracion.

En un caso con EC la actividad de la ATIII fue de 65% y DD+.

La ecografia doppler no mostro evidencias de tromboémbolos.

El recuento plaquetario, KPTT, TP y el F fueron normales.

25+
1 DD-

[ DD+

P<0,002; OR:0,04 (CI195%: 0,004-0,33)
20+

154

Fek

n° de casos

104

AT<80 AT>80

Fig. 25. Asociacion entre DD y AT Il
El DD+ se asocia con menor actividad de AT Il y un DD- se asocia con mayor actividad de AT IIl.

Teniendo correlacion inversa (r=-0,5; P-valor=0,008). (Vidal et al., 2015)
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20+
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UPC>0,5 UPC<0,3

Fig. 26. Asociacion entre AT Il y UPC.
Una UPC patoldgica se asocia con una menor actividad de AT Ill, y una UPC normal se asocia con mayor
actividad de AT lll. Correlacion inversa (r=-0,75; P-valor <0,001) (Vidal et al., 2015)
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Fig. 27. Asociacion entre UPC y DD.
Valores de UPC patoldgicos se asocian con DD+, y valores de UPC normales se asocian con DD-.
Correlacién positiva (r=0,67; P-valor=0,004). (Vidal et al., 2015)
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8.3.2. PAI-1, FvW y NO:

Las concentraciones del FYW y PAI-1(Fig. 28 y 29) fueron significativamente mayores
en el grupo Cushing (EC) respecto del control o testigo (FVW: 4,2+0,3 vs 2,7+0,3
ng/ml, P-valor=0,003; PAI-1: 836,6+153,2 vs 295,2+24,1 pg/ml; P-valor=0,002).

Los valores del NO fueron significativamente mas elevadas en los controles respecto
del grupo EC (50,3 vs 1,740,2; P-valor <0,0001) (Fig. 30).

Tanto el FvW como el PAI-1 correlacionaron (Fig. 31) inversamente con el NO

(FYW: r=-0,75; P-valor <0,001; PAI-1: -0,55; P-valor=0,04).

El perro con actividad de ATIIl 65% y DD+ coincidié con las concentraciones mas altas
del FvW y PAI-1.

Los 12 perros testigos fueron normotensos, mientras que 7/12 Cushing (EC)
presentaron hipertension arterial, coincidiendo con los valores mas elevados de FVW y
PAI-1.

51 P=0.0002
4_ |
EY
D
£ —
s
T 2-
14
c ] L
Testigos Cushing

Fig. 28. Concentracion de FVW entre testigos y cush  ing (EC).
Concentracion significativamente mayor de FVW en el grupo de perros con EC respecto al grupo testigo o
control. FYW: 4,2+0,3 vs 2,740,3 ng/ml, P-valor=0,003. (Vidal et al., 2015b)
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Fig. 29. Concentracién de PAI-1 entre testigos y cu  shing (EC).
Concentracion significativamente mayor de PAI-1 en grupo con EC respecto al grupo testigo o control.

PAI-1: 836,6+£153,2 vs 295,2+24,1 pg/ml; P-valor=0,002). (Vidal et al., 2015b)
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Fig. 30. Concentracion de NO entre testigos y cushing (EC).
Concentracion significativamente mayor de NO en grupo testigo o control respecto a grupo con EC. NO:

510,3 vs 1,7+0,2; P-valor <0,0001. (Vidal et al., 2015b)
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Fig. 31. Correlacién entre PAI-1, FvW y NO.
Tanto el PAI-1 como el FVW correlacionan de forma inversa con el NO. (FYW: r= -0,75; P-valor<0,001;

PAI-1: -0,55; P-valor=0,04). (Vidal et al., 2015b)

8.4. Resultados de la Experiencia 4

8.4.1. Aldosterona:

Los resultados obtenidos de la aldosterona, arrojaron que no hay diferencias
significativas entre los controles o testigos sanos y los perros cushing (EC), siendo sus
valores de mediana y rangos respectivamente: 5,22 pg/ml (0,17 pg/ml — 22,36 pg/ml)
vs 5,12 pg/ml (1,26 pg/ml — 27,22pg/ml) P-valor= 0,8. (Fig.32.)
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Fig. 32. Concentracion de aldosterona en testigos v s cushing (EC).
Cada circulo/cuadrado es un perro. La linea representa la mediana. No hubo diferencias significativas

entre perros sanos y con EC, sus valores respectivamente 5,22 pg/ml vs 5,12 pg/ml P-valor= 0,8.

8.4.2. Angiotensina ll:

Los concentraciones de la angiotensina Il arrojaron diferencias significativas entre los
testigos sanos y los perros que presentaban EC, siendo sus valores respectivamente
sus valores de mediana y rangos: 0,05 ng/ml (0,001 ng/ml — 0,06 ng/ml) y 0,07 ng/ml
(0,05 ng/ml — 0,2 ng/ml) con un P-valor< 0,0001. (Fig. 33)
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Fig. 33. Concentracion de Ang Il en testigos vs cus  hing (EC).

Cada circulo/cuadrado es un perro. La linea representa la mediana. Hubo diferencias significativas entre
sanos y perros con EC, siendo sus valores respectivamente:

0,05 ng/ml y 0,07 ng/ml con un P-valor< 0,0001
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Correlaciones:

Hasta el momento no se ha encontrado correlacién entre las concentraciones de
aldosterona y Ang Il (P-valor= 0,9 r= 0,01) ni entre las de aldosterona y PS: P-valor=
0,7 r=-0,1 y con PD: P-valor= 0,3 r=0,2; ni entre Ang Il y PS: P-valor= 0,6 r=0,1 y para
PD: P-valor=0,6 r=-0,01.
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9. DISCUSION

Recapitulando las hipotesis que llevaron al desarrollo de esta tesis, el objetivo fue
tratar de responder a las mismas, que fueron:

. En caninos con EC habria aumentos en las concentraciones de aldosterona y
Ang I, y disminucion de NO, provocando hipertension y dafio glomerular.

. La hipercoagulabilidad observada en la EC se relaciona con la proteinuria de
origen glomerular y presién arterial, predisponiendo a la formacién de tromboémbolos.
. El uso de inhibidores a-adrenérgicos seria Util para controlar la tension arterial y
lograria disminuir la proteinuria evitando el progreso hacia la IRC, siendo un efectivo

renoprotector.

Para poder darle desarrollo a esta tesis se procedié a la eleccion de la poblacién en
estudio que fueron perros con SC. Si bien en humanos, es una enfermedad de muy
baja prevalencia y dificil diagnéstico, en el perro es una de las endocrinopatias mas
frecuentes de la clinica veterinaria diaria, junto a la Diabetes Mellitus y al
hipotiroidismo (Behrend, 2015). Se puntualizé en la EC porque corresponde al 85% de
los casos de SC en perros.

Se presenta en mayor medida en perros de edad adulta a gerontes, aunque puede
haber casos en perros jévenes, de entre 2-5 afios. No hay distincion de razas, ni
preferencia por sexos, aunque hay estudios que demuestran cierta predisposicion en
hembras (Gallelli et al., 2010).

En esta tesis los animales estudiados corresponden a las caracteristicas
mencionadas, perros de diversas razas, machos, hembras, edad adulta a geronte, un
caso de un animal joven Jack Russell macho entero de 4 afos, con las variaciones
correspondientes a todas estas particularidades, agregandose ademas otras
dificultades, que tienen que ver con que dependen de sus propietarios para su
alimentacion, actividad fisica, administracion de medicacion, entre otras cosas.

La eleccién de esta especie se debe a que el perro es un excelente modelo de estudio
del SC, por lo que los resultados obtenidos en esta especie tendran un interesante
potencial de transferencia para las investigaciones en medicina humana. A su vez, los
resultados obtenidos se traduciran en un valioso aporte para el conocimiento de la
fisiopatologia del SC en el perro, ademas de que brindaran la posibilidad de optimizar
el diagndstico de varias de sus comorbilidades y la terapéutica de los pacientes

afectados por dicha enfermedad.
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Avocandonos a responder a las hipotesis, empezaré por la evaluacion de los
resultados obtenidos, de forma ordenada como fueron presentados en los apartados

correspondientes a Materiales y Métodos y Resultados.

9.1.Discusion resultados de Experiencia 1:

Entre los efectos adversos o comorbilidades asociadas al hipercortisolismo crénico en
la EC se encuentra la hipertension y como consecuencia de esto, la disfuncion
glomerular con riesgo de desarrollar enfermedad renal.

Estos hallazgos se encuentran en concordancia a lo informado por varios autores,
considerandose al SC como una de las causas de enfermedad renal en el perro, al
afectarse especificamente el glomérulo desde el comienzo, presentando altos valores
de proteinuria de origen glomerular (Martiarena et al., 2007). Por otro lado, otros
estudios indican que al momento del diagndstico de SC, entre el 30 y 50% de los
perros ya presentan proteinuria de tipo glomerular (Lien et al., 2010).

Estudios en medicina humana han demostrado que éstos efectos adversos son
persistentes aun después de haberse normalizado las concentraciones de cortisol y
controlado la enfermedad (Haentjens et al., 2005), coincidiendo con trabajos en perros
(Barahona et al., 2009; Feelders et al., 2012; Martiarena et al., 2007; Smets et al.,
2012), siendo importante su identificacion precoz y asi proceder con medidas
profilacticas o terapéuticas adecuadas.

Primeramente es necesario analizar el comportamiento del NO en la EC, ya que
actuaria como uno de los factores desencadenantes de la hipertension y dafio
glomerular, junto y como consecuencia del exceso de cortisol. EI NO, una de las
sustancias vasodilatadoras mas importantes (Endemann & Schiffrin, 2004), desciende
a medida que aumentan las concentraciones de cortisol en sangre, debido a la
inhibiciébn de la eNOS y el transporte transmembrana de L-arginina, su precursor
(Loscalzo, 1995; Magiakou et al., 2006; Yang & Zhang, 2004). Eventos ya comunicado
previamente tanto en perros como en humanos con SC (Cabrera Blatter et al., 2012;
Wen et al., 2000).
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Por lo tanto el descenso del NO en la EC, junto con otros mecanismos propuestos por
diversos autores como son: la activacién del SRA-A, mayor estimulacion del sistema
nervioso simpatico a catecolaminas, vasoregulacion, efectos mineralocorticoides del
cortisol, inhibicion en la produccion de otros agentes vasodilatadores como
prostaciclina, prostaglandina E2 y calicreina, aumento en los niveles plasmaticos de
VEGF (importante factor angiogénico), mayor sensibilidad a las catecolaminas,
insulinoresistencia (Magiakou et al., 2006; Smets et al., 2010), remodelacion vascular y
disfuncion endotelial entre otros, mencionados en el apartado de Hipertension
(Chandran et al., 2011; Isidori et al., 2015; luchi et al., 2003), seria una de las causas
de la HTA, evidencidndose por la importante correlacion observada entre el NO y
ambas presiones arteriales.

Varios autores refirieren que serian hipertensos entre el 20 al 86% de los perros con
EC (Lien et al., 2010; Novellas et al., 2008; Hurley & Vaden, 1998; Ortega et al., 1996),
segun el autor y segun consideren uno o ambos tipos de presiones y el método de
medicion. En la experiencia 1 donde se han evaluado ambas presiones arteriales, el
80% de los perros fueron hipertensos siendo determinante el incremento de la PD. Es
de remarcar el hecho que ésta presion fue la Unica que estuvo elevada en el 20% de
nuestros animales estudiados, estando normal la PS. No se hall6 la situacion contraria,
elevada la PS con la PD normal. De haberse considerado unicamente la PS, sélo el
60% de los perros serian hipertensos, por lo que es muy probable que su incremento
sea méas tardiamente conforme la enfermedad siga su curso y se vean mas afectados
los mecanismos vasodilatadores y se incorporen los otros mecanismos mencionados
para desarrollar hipertensién (Magiakou et al., 2006; Novellas et al., 2008; Wehner et
al., 2008) y por eso, ademas de la metodologia de evaluacién utilizada y ser la PS la
Unica en ser medida, el grupo de Lien et al., (2010) apenas reporta el 20% como
hipertensos.

Si bien ambas presiones correlacionaron con el NO, al analizar su correlacion con el
cortisol vemos que el impacto de la hormona es mayor sobre la PD que sobre la PS.
Por lo tanto, es de suponer que la primera se veria afectada antes y en mayor medida
que la sistdlica por accién combinada del exceso de cortisol y del descenso del NO,
pudiéndose considerar que el perro con EC es eminentemente hipertenso diastélico
(Vidal et al., 2018). Para respaldar lo dicho, en un trabajo se reportd que la respuesta
de la PD y presion media a la noradrenalina es mayor en perros con EC, no viendo lo

mismo en la PS (Heaney et al., 1999).
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La hipertension diastolica se asocié con la presencia de proteinuria evaluada por
medio del UPC (indicador de dafio glomerular), correlacionando con ella y siendo un
factor de riesgo. También se correlacioné y asocio con la disminucion del GFR. No se
ha hallado en el perro con EC otros reportes semejantes al respecto. Wehner et al.,
(2008) encuentran correlacion entre la UPC y la PS en perros afectados por diversas
enfermedades que provocan hipertension arterial sin hacer discriminacién por
enfermedad (sélo 2 casos con patologia enddcrina: Diabetes Mellitus y EC), ademas
de evaluar solo la PS.

En los trabajos de Ortega et al., 1996 y Schellenberg et al., 2008 se hall6 correlacion
entre la presion arterial y la severidad de la proteinuria en perros con SC espontaneo.
En nuestro estudio se han analizado solo los perros con EC, por lo que no se puede
hacer extensivo el hallazgo a los casos con tumor adrenal o con otras endocrinopatias.
Debido a lo expuesto es importante considerar la PD, ya que de no controlarse
rapidamente su aumento empezaria a dafar el glomérulo, a través de estimular un
hiperfiltrado que altera la permeabilidad capilar del glomérulo, permitiendo el filtrado de
proteina de alto peso molecular y afectandose la GFR (Cianciolo et al., 2016; Lees et
al., 2005; Wehner et al., 2008) pudiendo llegar al dafio renal.

Por lo expuesto y dado la correlacion existente entre ambas presiones arteriales con el
cortisol y el NO, y de la PD con la UPC y el GFR es esperable que el perro
recientemente diagnosticado con EC ya sea hipertenso y presente algun grado de
dafio glomerular; coincidiendo con varios autores (Lien et al., 2010; Martiarena et al.,
2007; Smets et al., 2012).

La sospecha de que haya dafio renal ya establecido se refuerza por los hallazgos en el
IR de la arteria renal. Este indice se encontr6 alterado en el 40-50% de los casos
(segun el rifibn evaluado) y correlaciond con el cortisol y el NO, pero no con las
presiones arteriales. Tanto en humanos como en perros con SC se ha visto que el
exceso de cortisol incrementa la resistencia vascular renal (Chetboul et al., 2012;
Novellas et al., 2008; Petersen et al., 1997), ademas tanto el cortisol como el NO
afectarian a la arteria renal por los mecanismos ya previamente discutidos.

A diferencia de lo comunicado en medicina humana respecto que el IR correlaciona
con la PS y no con la PD (Ingaramo, 2003), nuestros resultado coinciden con respecto
a la PD pero no lo referente a la sistélica, siendo motivo de futuro estudio. EI 50% de
los perros con hipertension diastolica y sistdlica tuvieron el IR elevado, por lo que es
de suponer que en estos casos ya haya dafio del parénquima renal y de la vasculatura

intraparenquimatosa (Morrow et al., 1996; Novellas et al., 2008; Petersen et al., 1997).
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Es probable que el parénquima renal se vaya afectando progresivamente segun el
tiempo de evolucion de la EC y del estado hipertensivo no tratado; si bien el IR suele
indicar presencia de alguna alteracion del parénquima renal/vascular, no es especifico
ni tan sensible (Don et al., 1989), ya que en una obstruccion uretral se ve afectado
dicho pardmetro y hay reportes de alteraciones limitadas al glomérulo donde aparece
normal (Platt et al., 1990), por lo tanto, con un valor de IR<0.7 no se debe descartar el
dafio renal siendo indicativo que el rifién aun puede recuperarse. Por el contrario, un
valor de IR>0.7, asociado a hipertensiéon y UPC >0.5 darian un prondstico reservado
(Wehner et al., 2008).

Esta evolucion lenta pero progresiva hacia el dafio renal explicaria la asociacion entre
el IRy la UPC pero que no estén correlacionadas.

Previo a la deteccién de proteina de mayor peso molecular (lo que analiza el estudio
UPC) ya se puede detectar microalbuminuira debido al incipiente dafio de glomérulo
(De Jong & Gansevoort, 2009; Lien et al.,, 2010). Este microfiltrado proteico va
afectando lentamente al parénquima renal (Martiarena et al., 2007; Shibata & Fuijita,
2012), sin embargo no seria aun lo suficiente como para verse reflejado en los
estudios por ecografia con Doppler (siendo el IR<0.7) ni por el radio-renograma
excretor (siendo el GFR >3ml/kg/min). Por razones metodolégicas no se ha podido
evaluar la microalbuminuria en este trabajo, por lo que es probable que la cantidad de
individuos afectados sea aun mayor. Segun el estudio de Lien et al., (2010) la
microalbuminuria esta presente en el 52.5% de los perros con EC, por lo que habria
que considerar que al momento de evaluar el IR y la UPC ya haya dafio glomerular y
del parénquima renal en el perro con EC. La microalbuminuria es utilizada como un
screening para detectar estadios tempranos de enfermedad renal y cardiovascular en
humanos (Bigazzi et al., 1998; Janssen et al., 2008); y se la asocia con enfermedades
sistémicas subclincias y renales en perros y gatos (Lien et al., 2010).

En el presente estudio el 65% de los casos tuvo un valor de UPC >0.3 considerando
en conjunto los que presentaron UPC inespecifica (10%) y aquellos con valores >0.5
(55%), siendo la proteina predominante albumina de origen glomerular acorde al
proteinograma electroforético urinario (Martiarena et al., 2007) y siendo ademas los
perros hipertensos. Estos datos contrastan con los del grupo de Lien et al., 2010 para
quienes solo el 32.5% de los perros tienen albuminuria, indicando un estado mas
avanzado de dafio glomerular. Esta discrepancia puede ser, por un lado, porque los
animales de ambos estudios tengan diferentes tiempos de evolucién de la EC (mas
tiempo en nuestro caso) y, por otro lado si consideramos lo referido a la

microalbuminuria se ve que es semejante a los datos de este trabajo, por lo que la
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UPC vy el proteinograma electroforético con SDS-PAGE estaria incorporando la
microalbuminuria en el caso del perro.

Resumiendo, en caso de hipertension diastélica y UPC en valores superiores de 0.3 es
altamente probable que el glomérulo esté comprometido y se avance hacia el dafio
parenquimatoso. En estos casos el valor del IR sera de utilidad como indicador del
estado del parénquima renal.

Respecto al radio-renograma excretor ningun perro presentd un deterioro funcional
severo, si bien en el 25% un rifibn estuvo mas afectado que el otro. Como se
menciond previamente el GFR se ve afectado por las concentraciones del NO en
forma inversa. Posiblemente sea el reflejo de la menor vasodilatacién de las arteriolas
eferente y aferente, provocando disminucion del flujo plasmético renal (Denton et al.,
2001).

Si bien los glucocorticoides administrados en corto tiempo incrementan el GFR (Wen
et al., 2000) la exposicién crénica como en el caso del SC provocan el efecto opuesto
(Haentjens et al., 2005; Smets et al., 2012b; Smets et al., 2010) ya que existe un
efecto contraproducente y a largo plazo el efecto del cortisol sobre la GFR persiste
incluso en individuos con remision del SC. Considerando que la mayoria de los perros
estudiados (65%) present6 el GFR normal, pese a ya tener afectado el IR y presencia
de proteinuria, indicaria que la filtracion no se ve afectada tempranamente y que la
poliuria propia de la EC no seria por una mayor filtracion, sino principalmente por verse
afectada la hormona ADH, ya que los corticoides producen resistencia de la misma a
nivel renal y ademas alteran la osmorregulacion a nivel central para su liberacion
(Baas et al.,, 1984; Knoepfelmacher et al., 1997). Tanto el GFR como el RT no
correlacionaron con el cortisol (al menos en forma directa) y esto puede explicarse por
lo que postulan Haentjens et al., 2005. El presente estudio evalué en un momento
puntual y no prospectivamente tanto al cortisol como el GFR y RT, lo que explicaria
esta falta de correlacion.

Referente a los otros indicadores de funcion renal analizados (densidad urinaria, urea
y creatinina), Feldman & Nelson, 2004 describen que en perros con SC el 85%
presentan densidades <1020. Nuestros datos se aproximan a éste valor (60% de los
casos). Que las densidad urinaria no sea netamente hipostendrica (<1010) pese a la
poliuria-polidipsia presente, se puede atribuir a la presencia importante de proteinuria,

como también, al hecho de que estos perros tienen capacidad de concentrar orina.
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Es necesario remarcar que las concentraciones de urea y creatinina se hallaron dentro
del rango de referencia para el laboratorio, coincidiendo con lo publicado por Feldman
& Nelson, 2004 en perros con EC. Estos autores postulan que puede tratarse de
estados subclinicos de enfermedad renal, dado que las concentraciones de urea y
creatinina aumentan cuando la enfermedad se encuentra avanzada. Lo observado en
el estudio por radio-renograma excretor explicaria las concentraciones normales de

ureay creatinina, y apoyan lo propuesto por Feldman y Nelson, 2004.

9.2.Discusion resultados de Experiencia 2:

En esta experiencia se quiso evaluar por un lado cual terapia renoprotectora era mas
efectiva, y por otro, cual tenia mayor eficacia hipotensora en perros con EC.

Las terapias farmacolégicas comparadas tenian mecanismos de accién diferentes. Por
un lado se utilizé enalapril, un inhibidor de la ECA. Este es un farmaco muy conocido y
utilizado en medicina humana y en animales domésticos, en especial perros (Brown et
al.,, 2003; Cortadellas & Fernandez-del Palacio, 2012) para la reduccion de la
hipertension arterial sistémica, como también por tener efectos renoprotectores,
reduciendo la excrecion urinaria de proteina y retardando, de esta forma, el progreso
hacia la enfermedad renal (Grauer et al., 2000).

El otro farmaco administrado fue doxazosina mesilato, antagonista de receptores a; -
adrenérgicos, utilizado mas comunmente en medicina humana como antihipertensivo
de tercera linea, cualquiera sea la causa de la misma, ya sea en enfermedad renal
cronica (Roble et al., 2005; Tagle, 2010), feocromocitoma (Oleaga & Gofii, 2008;
Sanchez Trucios, 2010), hipertension resistente (Pio-Abreu & Drager, 2018). También
es usado en otras patologias por su mecanismo de accion, como por ejemplo en la
hiperplasia protatica benigna y obstrucciones uretrales (Chang et al., 2015; Gongalves
et al., 2013). Se observo que tiene cierta accion aumentando la apoptosis y reduciendo
el crecimiento prostatico (Remaley, 2007). También posee otros usos, que estan en
investigacion.

Es ampliamente conocido el efecto renoprotector del enalapril, reduciendo la excrecion
de proteina urinaria y controlando la hipertensién, mecanismo logrado por la dilatacién
de la arteriola eferente (Brown et al., 2003). De esta forma se opondria a la accion de
la Ang Il, que si bien provoca vasoconstriccion de la arteriola aferente como la
eferente, hay estudios que indican que actuaria particularmente en la eferente
(Carmines et al., 1987; Hall et al., 1977).
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Teniendo en cuenta todos los efectos de la Ang Il sobre el glomérulo, es de suponerse
el efecto renoprotector directo del enalapril. A pesar de lo expuesto, y del aval de
muchos trabajos de los diversos autores mencionados, en nuestro grupo de trabajo, si
bien se obtuvo reduccién de la proteinuria con el tratamiento del enalapril respecto al
inicio del tratamiento y comparandolo con el grupo de animales con UPC negativo
(grupo D), no hubo diferencias significativas entre los grupos tratados con enalapril
(grupo A) versus doxazosina (grupo B), ni entre el grupo de enalapril y el grupo E
(control: UPC positivo y normotensos). Solo se obtuvo una diferencia significativa entre
el grupo By el grupo E. Este ultimo grupo (E) corresponde a animales con proteinuria
pero sin hipertension, cuyo objetivo fue tratar que aquellas variaciones en la
proteinuria debidas a la EC y al tratamiento especifico de la enfermedad sean
contempladas.

Estos resultados pueden deberse a que no fue suficiente el nimero de pacientes en
ambos grupos, sobretodo en el grupo A (enalapril) por no dar diferencias significativas
respecto al grupo E, o que tampoco fue suficiente el tiempo de tratamiento, solo fue
tomada una muestra basal al inicio y otra a los 3 meses. Debido a que hay evidencia,
no solo en reportes, sino en nuestros pacientes, que el Delta UPC demuestra que
tiene efecto, solo que el farmaco que mas efecto tendria, es la doxazosina.

En un trabajo donde se utilizé6 el enalapril, mencionan que dentro del mes del
tratamiento deberia comenzar a verse la reduccién en la proteinuria (Brown et al.,
2003), los resultados de dicho trabajo resultan demasiado veloces, ese no fue nuestro
caso con ninguno de los 2 farmacos probados. No se hallaron trabajos similares como
ese Ultimo sobre la doxazosina. Hay que tener en cuanta, que el mecanismo del
enalapril, es actuar Unicamente a través de la inhibicion de la ECA, impidiendo
formacion de Ang I, pero existe formacion de Ang Il por otras enzimas no-ECA
(Duprez, 2006; Magiakou et al., 2006), que no estarian siendo blogqueadas con el
enalapril, pudiendo haber formacion local y sistémica por estas otras enzimas y
actuando sobre los receptores AT1, que son los involucrados y conocidos con los
efectos nocivos; al mismo tiempo existe formacion de otros péptidos derivados de Ang
I 'y Ang Il, que si bien no se conocen sus efectos aun, pero podrian verse involucrados
(Duprez, 2006; Watanabe et al., 2005). Ademas, los diversos mecanismos que
constituyen a la hipertension en el SC, no estarian siendo bloqueados por este
farmaco, por lo que podria estar impedido su efecto renoprotector indirectamente por
no poder regular de forma completa a la presién arterial, como se ve en pacientes que
padecen Unicamente enfermedad renal y/o hipertension arterial y dar resultados como

los nuestros.
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Existen dentro de las posibilidades en la clinica veterinaria, que como el tratamiento
esta sujeto al cumplimiento y compromiso del propietario, y no es suministrado en
consultorio (por tratarse de farmacos de uso diario y via oral, en pacientes que no
requieren internacion), debemos confiar en que fue cumplimentado como fue indicado
de forma estricta, esto puede impactar en los resultados de cualquier parametro en
relacion a cualquier farmaco.

Respecto a la doxazosina, es un eficaz antihipertensivo, con diversos usos, muchos de
los cuales estdn en investigacion. Hay trabajos que demuestran cierto efectos
renoprotectores, habiendo reduccion de la excrecion urinaria de proteina (Jyothirmayi
et al., 1996; Mori et al., 2001). En medicina humana es utilizado en pacientes con
enfermedad renal de forma segura, con objeto de reducir la presion y evitar un mayor
deterioro producto de la hipertension (Roble et al., 2005).

Podemos encontrar receptores a;-adrenérgicos en las células del muasculo liso, por
ejemplo, el vascular (Michel & Rump, 1996). El sistema nervioso simpatico juega un rol
importante en la regulacién cardiovascular, presion arterial sistémica y resistencia
vascular a través de la activacion de sus receptores a-adrenérgicos (a;y a,) (Chapman
et al., 2010). También desempefian un papel importante a nivel renal en el desarrollo
de la hipertension.

El rifidn es un o6rgano altamente vascularizado e inervado, por tal motivo la
estimulacion adrenérgica es tan relevante en el desarrollo de la hipertension (de
Leeuw et al., 1986). La estimulacion de estos receptores incluye vasoconstriccion
general e intrarenal, aumento de la renina, reabsorcién de sodio, potasio, bicarbonato
y agua en tdbulos proximales y colectores, como también la inhibicion de la
vasopresina y la parathormona (Michel & Rump, 1996). Este efecto de retencién de
iones y agua, tiene cierta controversia, ya que hay reportes mencionando como un
efecto adverso del uso de farmacos bloqueantes a;-adrenérgicos, como la doxazosina,
a la expansion de volumenes de liquidos corporales (Roble et al., 2005), pudiendo
asociarse esto con una evolucion hacia la falla cardiaca en paciente con dicha
enfermedad presente pero de forma subclinica (Bryson & Psaty, 2002). Sin embargo,
muchos autores hablan de su utilizacion de forma segura, valiéndose de su
mecanismo de accion para ejercer su efecto antihipertensivo (Holdaas et al., 1995;
Jekell et al., 2017; Kanazawa et al., 2004; Mori et al., 2001), donde al bloguear de
forma selectiva el receptor a; -adrenérgico, como lo hace la doxazosina, se impide la
unién de la noradrenalina a las células del musculo liso, permitiendo su relajacién, y
asi reduciendo el tono vascular y la resistencia periférica (Chapman et al., 2010;
Remaley, 2007) .
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En nuestros resultados se ha obtenido mayor efecto reductor de proteina urinaria con
la doxazosina, comparando grupo B con grupo E, esto podria ser explicado por accion
indirecta a través de la reduccion de presion arterial, por lo mencionado en el parrafo
anterior, y ademas porque se han encontrado trabajos que demuestran que genera
vasodilatacién pre glomerular de las arteriolas, a través de la inhibicion de la
vasoconstriccion dada por la noradrenalina (Mori et al., 2001), mejorando la filtracién
glomerular y reduciendo proteinuria, de forma muy similar a un farmaco IECA.

Mori et al., 2001 demuestran una correlacion entre la disminucion de la presion arterial
y la reduccion de la proteinuria en su estudio.

También estan descriptos otros efectos beneficiosos de la doxazosina, que colaboran
en la proteccion del rifidn de forma indirecta y retardan el avance hacia la enfermedad
renal. Estos efectos fueron descriptos por primera vez en los afios 80, donde se
descubrieron efectos reductores en lipidos al utilizar este farmaco (Remaley, 2007).
Teniendo en cuenta que las dislipemias son un factor de riesgo hacia la progresion de
enfermedad renal (Kimura et al., 2017). Se vio que en animales de experimentacién
que recibian una dieta rica en colesterol desarrollaban mas rapido lesion glomerular,
mientras que los que recibian terapia antihiperlipidemica tardaban mas en
desarrollarla.

La hiperlipidemia y la hipertension juntas inducen mayor dafio glomerular, que por
separado (Mori et al., 2001). Se observé entonces que los pacientes que recibian
doxazosina tenian una disminucion en los triglicéridos y colesterol. Se reportd
disminucion del colesterol total, de lipoproteinas de baja densidad (LDL), prevencién
de la oxidacién del LDL, disminucion de apolipoproteina b y Apo Al, pequefia
elevacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL), y también mejoras en la tolerancia
a la glucosa y sensibilidad a la terapia con insulina (Chapman et al., 2010; Remaley,
2007). La utilizacion crénica de doxazosina altera la expresion de varios genes
(Remaley, 2007).

Teniendo en cuenta estos efectos beneficiosos extras, ademas de la reduccién de la
presion, podria tratarse entonces que en nuestros resultados, esta mayor eficacia
renorpotectora de la doxazosina, se deba a la suma de estos efectos, teniendo en
cuenta que en los animales con EC, presentan alteracion en los triglicéridos y

colesterol, y tendencia a la insulinorresistencia e intolerancia a la glucosa.
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En cuanto a los efectos hipotensores, los resultados de la experiencia han dado que
ambos farmacos sirven de igual modo en reducir la PD comparandolos entre si (A vs
B), ya que hubo diferencias significativas. En las comparaciones individuales, se
obtuvo diferencia significativa solo comparando la doxazosina (B versus D y E, C
versus D y E) (Holdaas et al., 1995; Jekell et al., 2017).

En cuanto a la PS, no hubo diferencias significativas entre A y B, y comparando
individualmente, sélo se vio diferencias significativas entre grupo B tanto con D y E.
Esto significa, que ambos farmacos cumplen un rol importante en la reduccién de la
presion arterial, cada uno basandose en su mecanismo de accion especifico, pero
tendria una accidn superadora la doxazosina, por actuar tanto a nivel de la PS como
PD, a través del bloqueo de la vasoconstriccion que ejerce el sistema nerviosos
simpatico mediante la uniébn de la noradrenalina a su receptor especifico ai-
adrenérgico, permitiendo asi la vasorelajacion.

Se observdé una mayor eficacia en la reduccion de la PD de la doxazosina
comparandola con los grupos control. Esto podria deberse a los efectos sistémicos a;-
blogueantes especificos, pero por permitir, ademas, una mayor tasa de filtracion renal,
por favorecer la dilatacion vascular preglomerular (Holdaas et al., 1995), entonces
colabora en la reduccibn de la presion a través de efectos hemodinamicos
intrarenales.

Como coincide que la doxazosina tuvo un efecto levemente superior a nivel
renoprotector como hipotensor, se podria suponer que se debe a la suma total de los
efectos beneficiosos expuestos.

El enalapril, es uno de los farmacos de primera eleccién a la hora de reducir la presion
arterial, como también es elegido junto a otros farmacos de la familia, por el efecto
renoprotector, pero como fue expuesto anteriormente, sus resultados mas efectivos
suelen darse en pacientes que no tienen la interaccion de diversos mecanismos que
contribuyen a la hipertensién, como ocurre con los que padecen SC, en ellos son tan
amplios los mecanismos involucrados para el desarrollo de la hipertension y sus
repercusiones y comorbilidades asociadas, que es posible que como se propuso
anteriormente, la accién individual inhibiendo a la ECA, no sea suficiente para este tipo
de pacientes con gran cantidad de alteraciones metabdlicas y comorbilidades.

No ha sido probado por nuestro grupo de trabajo aun, pero se utiliza con gran
frecuencia en medicina humana la combinacion de dos terapias para el manejo de la
hipertensiébn y renoprotecciébn, ya que ambos problemas estan intimamente
relacionados. Seria una muy buena opcién la combinacién de un farmaco IECA con un
antagonista a;-adrenérgico, por la suma de sus efectos antihipertensivos especificos

como también los efectos beneficiosos secundarios (Jekell et al., 2017; Kanazawa et
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al., 2004), mencionados en los parrafos anteriores. Esta combinacion es utilizada en
humanos con diversas patologias de base donde el manejo hipertensivo a monodroga
no es efectivo o son resistentes a la misma. No ha sido probada en perros aun. Seria
de gran utilidad ya que la suma de los efectos extra antihipertensivos de ambos
farmacos, tiene gran implicancia en la EC, por las alteraciones metabdlicas y

comorbilidades que esta genera. Esta combinacion serviria para otro estudio.

9.3. Discusion resultados de Experiencia 3:

En lo que respecta a otra de las comorbilidades asociadas a la EC, se encuentra la
hipercoagulabilidad con riesgo de desarrollo de trombosis.

El desbalance a favor de la hipercoagulabilidad reportado por varios autores esta
formado por el aumento de varios factores de coagulacién como el factor 1, V, VII, VIII,
IX, X, XIl, FvW, PAI-1, y disminucién de la ATIII (Fatti et al., 2000; Manetti et al., 2010;
Trementino et al., 2010; Vidal et al., 2016). Datos reportados en humanos y en perros
(Kastelan et al., 2009; Teshima et al., 2008). Esto respalda nuestros resultados, ya que
también hemos hallado significativamente aumentadas las concentraciones
plasmaticas de PAI-1 y FVW en los pacientes con EC respecto a los controles sanos,
como también se vio disminuida la actividad de ATIII (experiencia 3).

El FvW media la adhesion de las plaquetas al subendotelio vascular (Giblin et al.,
2008), esta es una razén por la cual un autor expone que no podria ser medido el
aumento agudo del FvW en caso de injuria vascular, por quedar atrapado en el
subendotelio (Brott et al., 2014). Esta demostrado que el exceso de glucocorticoides
estimula la produccion y liberacion de FVW y también del factor VIII, quien estabiliza la
union con la plagueta (Trementino et al., 2010). En algunos estudios se demuestra que
hay un alto contenido de FvW dentro de las plaquetas de humanos y ratas, por lo que
al haber lesion vascular aguda, por ejemplo una venopuncion, se genera una mayor
liberacion de este factor aumentando su concentracién plasmatica, eso no se
corresponde en el perros, ya que el contenido de FVYW en sus plaquetas no es tan

elevado y ante injuria no se evidenciaria tal aumento (Brott et al., 2014).
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Estudios en humanos han demostrado que en algunos pacientes con SC se encuentra
aumentada la concentracion de FVYW y en otros pacientes con SC no, esto se debe a
gque se ha demostrado que algunos individuos tienen un polimorfismo particular en el
promotor del gen del FvW que desempeiia un rol importante en el riesgo de desarrollar
trombosis (Daidone et al., 2011; Trementino et al., 2010). Es decir, que aquellos que
tienen el haplotipo 1 y sobre todo con homocigosis en el genotipo 1/1, tienen mayor
predisposicion, que aquellos que no lo tienen, por ser mas sensibles a los efectos del
cortisol, por su accidén génica en estos genes (Daidone et al., 2011).

Esto no fue analizado en perros aun, pero seria de gran interes saber si existe alguna
predisposicion similar al humano, ya que en nuestros resultados, si bien la mayoria de
nuestros perros con EC arrojo concentraciones elevadas, no todos lo tenian de esa
forma, esta podria ser una explicacion a nuestros resultados; como también mencionar
gque esos trabajos hacian referencia sobre situaciones agudas mientras que la EC es
un estado de hipercortisolismo crénico, y todas sus alteraciones y complicaciones
(comorbilidades asociadas) se deben sobre todo a la cronicidad del efecto del cortisol.
Algunos autores proponen al FVW como marcador bioquimico de activacibn o
disfuncion endotelial, siempre y cuando se haga diferenciacion del cuadros
patoldgicos, ya que el FVYW puede aumentar y generar agregacion plaguetaria en
presencia de endotoxinas tanto en humanos como en perros (Brott et al., 2014), dicha
esta salvedad, coincidimos en la utilidad del FYW como marcador de riesgo de
trombosis asociado al cuadro clinico de disfuncion endotelial, hipertension,
disminucion del NO y alteraciones metabdlicas provocadas por los corticoides (luchi et
al., 2003).

Nuestros resultados demostraron correlacion inversa entre FVW y NO, reducido por
accion de los corticoides impidiendo la correcta vasodilatacion, lo cual también
colabora a la disfuncién endotelial, hipertensién y agregacion plaquetaria.

El FYW correlaciona con el cortisol, demostrado por varios autores (Kastelan et al.,
2009; Trementino et al., 2010) lo cual es compatible con nuestros resultados a nivel
clinico, ya que no hemos hecho esa correlacion. Se observé ademas, que dentro de
nuestros pacientes, 7/12 perros con EC presentaron hipertension arterial, coincidiendo
con los valores mas elevados de FYW y PAI-1, esto se explica por la relacién inversa
entre FYW y NO, correlacién inversa entre cortisol y NO, la relacion entre cortisol e
hipertensién, efecto de los glucocorticoides y disfuncion endotelial que también se
relaciona, con descenso de NO e hipertension (Fatti et al., 2000; Heaney et al., 1999;
Isidori et al., 2015; luchi et al., 2003; Prazny et al., 2008).
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Muchos autores demostraron que las concentraciones de PAI-1 estan elevadas y la
actividad fibrinolitica se encuentra disminuida en los pacientes con EC (Erem et al.,
2009; Fatti et al., 2000; Klose et al., 2011; Van der Pas et al., 2012). Esto coincide con
nuestros resultados, ya que también en nuestros pacientes con EC la concentracion
fue significativamente elevada comparada con el grupo control. Correlacioné
inversamente con el NO. Y al igual que el FVW, se observé que en algunos reportes
mencionan que el PAI-1 correlacioné de forma positiva con el cortisol (Erem et al.,
2009) lo que potencia el riego de desarrollar trombosis en condiciones de
hipercortisolismo cronico.

Esta demostrado que el PAI-1 puede ser sintetizado por los adipocitos (Alessi et al.,
1997) y que también se encuentra aumentado en el sindrome metabdlico, condicién
que engloba obesidad central o visceral, insulinorresistencia, hiperinsulinemia e
intolerancia a la glucosa, hipertensién, hipertrigliceridemia/dislipemias y asociacion a
riesgo de desarrollar enfermedad cardiaca, y que esta presente en los pacientes con
SC (Alessi et al., 1997; Dellas & Loskutoff, 2005). La expresion del gen del PAI-1, es a
su vez, inducido por muchos componentes del sindrome metabdlico. En la obesidad el
tejido adiposo aumenta la produccion de PAI-1. Hay una correlacion positiva entre
aumento de grasa visceral/peso corporal y concentracion del PAI-1 (Juhan-Vague et
al., 2003).

El hiperinsulinismo y la insulinorresistencia inducen aumento del PAI-1 en humanos,
ratones y conejos desde los adipocitos (Carmassi et al.,, 1999; Samad & Loskutoff,
1996; Samad et al., 2000). La hipertrigliceridémia también se asocia al aumento del
PAI-1 (Birgitta et al., 1989).

El sindrome metabdlico esta asociado a la hipertension. EI SRA-A juega un papel
importante en el control de la presion arterial, y la Ang Il es una hormona que estimula
sintesis de PAI-1. Se report6 que los IECA reducen PAI-1. Hay una gran relacion entre
hipertensién y PAI-1 (Brown et al., 1999; Skurk et al., 2001). Esto ultimo también
coincide con nuestros resultados, ya que de los 12 pacientes con EC, 7 eran
hipertensos y coincidian con los valores elevados del PAI-1. El PAI-1 también se
asocia con diabetes (Kastelan et al., 2009).

Con lo expuesto podemos inferir que como el cuadro del sindrome metabdlico es
compartido por los pacientes con EC, los riesgos de trombosis asociados al aumento
del PAI-1 con disminucion en la fibrindlisis, se deben a la accion de los
glucocorticoides como también al sindrome metabdlico que padecen por la EC, que a

su vez estimulan la produccion de PAI-1.
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Para terminar de colaborar con el desbalance en los mecanismos de coagulacién, se
postula por muchos autores la disminucion plasmatica de ATIII ( Feldman et al., 1986;
Jacoby et al., 2001; Teshima et al., 2008; Van der Pas et al., 2012) en humanos y en
perros. Su deficiencia causa desbalances favoreciendo los estados protromboticos con
riesgo de trombosis.

Coincidiendo con lo expuesto por los trabajos de Jacoby 2001, Feldman 1986,
Teshima 2008, entre otros, nuestros resultados también muestran una reducciéon en la
actividad plasmatica de ATIII en los perros con EC. Este resultado se asocia con
aquellos perros con EC que presentaban UPC+y DD+.

La asociacion inversa entre disminucién de ATIII y aumento de proteinuria, esta
respaldada por otros autores que postulan lo mismo (Singhal & Brimble, 2006). El
fundamento de esto, es que la ATIII es una proteina del mismo peso molecular,
tamafio y carga que la albumina, por lo tanto, puede ser filtrada por el glomérulo al
igual que la albumina (de Laforcade, 2012; Kauffmann et al., 1976), encontrdndose
presencia de ATIII en orina (Vaziri et al., 1984).

Se postula a las enfermedades glomerulares y nefropatias perdedoras de proteinas en
perros, como causa de la disminucién de ATIIl (de Laforcade, 2012). Nosotros no
hemos medido ATIIl en orina, solo la actividad en sangre, la cual evidencié estar
disminuida. Entonces podemos suponer por lo expuesto, que esta seria una
explicacion de su disminucién en los niveles plasméticos. Esto esta sustentado por la
evidencia del riesgo de trombosis en casos de sindrome nefrético, caracterizado por
edema, hipoalbuminemia, proteinuria, hiperlipidemia, hipercoagulabilidad (Singhal &
Brimble, 2006).

En este cuadro, generado por diversas causas/patologias que lleven hacia el dafio
glomerular, se evidencia disminucion de ATIII plasmética, la cual es filtrada a través
del glomérulo junto con albumina, favoreciendo el cuadro de hipercoagulabilidad,
ademds de proteinuria. Singhal and Brimble, 2006 postulan correlacion inversa entre
ATIIl plasmatica y proteinuria, similar a nuestros resultados. Algunos trabajos
(Kauffmann et al., 1978; Rosenberg et al., 1998), inclusive el de Singhal 2006,
comentan sobre la asociacion entre disminucion plasmatica de ATIII y disminucién de
albumina plasmatica, en nuestros pacientes no hubo cambios en la concentraciéon de
proteinas totales ni albumina en sangre, probablemente porque no han llegado a un
dafo glomerular tan significativo como para desarrollar enfermedad renal o sindrome
nefrético con todas las manifestaciones clinicas, ni tampoco presentan lesioén hepética

con lo que haya menor sintesis.
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También se ha postulado por muchos autores, el aumento del complejo trombina-
antitrombina (TAT) y disminucion de ATIIl (de Laforcade, 2012; Klose et al., 2011;
Manetti et al., 2010) tanto en perros como en humanos con SC (Fatti et al., 2000) o por
otra patologia que tenga alto riesgo de trombosis, tomandose este complejo TAT como
marcador de riesgo de trombosis. Nosotros no hemos medido el complejo TAT, pero
esta seria otra forma de explicar porque los niveles plasmaticos de ATIIl estan
disminuidos, seria una disminucion por “consumo” para formar dicho complejo.

Otro elemento compartido por el sindrome nefrético como por los pacientes con EC,
SC y sindrome metabdlico, son los efectos de la hiperlipidemia o dislipemias que
colaboran al dafio glomerular y la agregacién plaquetaria (Kasiske et al., 1988). Los
pacientes con EC en nuestro estudio, no han desarrollado sindrome nefrético al
momento del estudio, pero muchos eventos y cambios metabélicos son similares, por
lo cual el mecanismo seria compartido.

Dentro los resultados obtenidos en ésta experiencia, hemos nombrado al DD el cual
correlacionaba positivamente con la proteinuria y negativamente con la actividad de
ATIII

ElI DD se ha medido en el laboratorio de nuestro hospital a través de la aglutinacién en
latex, método validado y considerado con mayor especificidad y sensibilidad que por
ELISA (Dewhurst et al., 2008; Monreal, 2003). El inconveniente de este marcador, es
la falta de especificidad (Nelson, 2005; Nelson & Andreasen, 2003), ya que el DD da
positivo en diversas patologias como neoplasias, sepsis, inflamaciones, infecciones,
cirugia, traumas, isquemias (Fukuoka et al., 2014).

Por otro lado, no es confiable usarlo como Unico marcador de riesgo de trombosis
porgue su positividad puede responder a un proceso de trombosis que ya ocurrid y se
resolvig, o tratarse de: un cuadro cronico, uno activo o deberse a alguna de las otras
causa mencionadas; en los resultados negativos, no puede descartarse el riesgo de
trombosis, ya que por ejemplo en un proceso agudo como una CID (coagulacién
intravascular diseminada), podria dar resultado negativo debido a un consumo
excesivo. Hay reportes de perros con EC y trombosis activa y el DD ser negativo
(Epstein et al., 2013).

Lo que se puede inferir respecto a este marcador, es que puede ser de utilidad como
un screening rapido pero siempre asociado a otros marcadores de riesgo de trombosis
bioguimicos como el FvW, el PAI-1, la actividad de ATIII, el TAT entre otros y siempre
debe interpretarse junto a los signos clinicos en relacion a la enfermedad (Epstein et
al., 2013; Monreal, 2003).
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Los resultados obtenidos respecto a este marcador evidencian la correlacion que hay
entre los otros indicadores, UPC y ATIIl, utlizados en EC para demostrar las
alteraciones que se producen en el metabolismo de los pacientes con dicha
enfermedad y los riesgos con la trombosis, y su interrelacion con las demas variables
involucradas en la formaciébn de trombos como ser la hipertension, disfuncion
endotelial, dafio glomerular, etc.

Esta demostrado que los procesos de TEP, una de las complicaciones por trombosis
més frecuentes en perros con EC y con mayor tasa de mortalidad, se caracteriza por
un cuadro clinico de compromiso respiratorio, suelen comenzar con taquipnea
preferentemente en reposo y con el paso del tiempo, se transforma en disnea y
agitaciéon (Burns et al., 1981; O’'Dwyer, 2015; Van der Pas et al., 2012).

La prueba de referencia y de mayor confiabilidad son las de imagen vascular de los
pulmones como la angiografia, tomografia computada con contraste vascular o
centellografia de perfusion y/o ventilacion pulmonar en humanos (Chairperson et al.,
2008; Epstein et al., 2013) o angiografia, tomografia computada o centellografia de
perfusion pulmonar en veterinaria (Goggs et al., 2014; Soler et al., 2011).

Por lo que podemos afirmar que signos clinicos de EC, cortisol elevado, hipertension,
UPC + y marcadores bioquimicos (FvW, PAI-1, ATIII, etc) demuestran con gran
confiabilidad el estado protrombotico y riesgo de trombosis, pero lo Unico que confirma
la presencia de TEP activo en perros con EC es la centellografia o0 método de imagen
gue muestra la imagen pulmonar con el &rea sin perfundir correspondiente al &rea del
trombo.

En nuestros resultados el recuento plaquetario, pruebas de coagulacion de rutinay F,
han dado sin alteraciones. Hay discrepancia con los autores mencionados en este
apartado de coagulacion, donde a muchos el F y recuento plaquetario les ha dado
aumentado (Erem et al., 2009). Puede deberse a que en nuestros resultados no se
manifestaron variaciones en el F, ya sea por utilizacién en la formacion de DD+, como
en la formacién de algin trombo; otra razén puede ser que la técnica de medicion sea
diferente en nuestro laboratorio. Algo similar puede ocurrir con el recuento plaguetario

en relacion a la mediciéon de laboratorio.
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Algo importante de resaltar, con todas estas pruebas que evidencian el alto riesgo de
ocurrencia de episodios tromboticos en pacientes con EC, es la necesidad de hacer
terapias anticoagulantes preventivas. Estad demostrado que luego de un screening de
marcadores de riesgo de trombosis, es de gran utilidad implementar terapias
profilacticas (Boscaro et al., 2002; Trementino et al., 2010; Van Der Pas et al., 2013).
En humanos se realiza de rutina, logrando grande mejoras en la sobrevida de dichos
pacientes y reduciendo la mortalidad por esta causa. En medicina veterinaria deberia

comenzar a implementarse el screening y luego la terapia preventiva de ser necesario.

9.4.Discusion resultados de Experiencia 4:

Por dltimo queda intentar explicar que rol desempefan la Ang Il y la aldosterona, dos
variables involucradas en la patogenia de la hipertensién arterial, comorbilidad de alta
frecuente en la EC tanto en humanos como en perros.

Los resultados obtenidos han coincidido con algunos autores y discrepado con otros,
ya que en nuestros perros con EC la concentracion de Ang Il fue elevada respecto a
los controles sanos. En algunos reportes en humanos la Ang Il no presento
alteraciones (Isidori et al., 2015). Respecto a la aldosterona, no hubo variaciones entre
los perros con EC y los controles sanos. Estudios en humanos han dado iguales
resultado respecto a la aldosterona (Cicala & Mantero, 2010; Rizzoni et al., 2009).

Hay muchas discrepancias sobre la evaluacion del SRA-A, sus resultados y el rol de
cada uno en la hipertension en la EC. Existe mayor cantidad de trabajos donde se han
realizado mediciones de otros componentes del sistema, preferentemente de renina y
aldosterona, donde los resultados para renina arrojan valores que van desde
suprimidos a rangos bajos en humanos (Isidori et al., 2015) y en ratones (Van der Pas
et al., 2014), en perros se obtuvieron valores de renina entre bajos y sin variacion
comparando con controles sanos (Galac et al., 2010; Javadi et al., 2003).

Algunos de estos autores también midieron aldosterona, obteniendo resultados
similares a los de nuestra experiencia, hasta un poco mas bajos que los controles
(Galac et al., 2010; Goy-Thollot et al., 2002; Javadi et al., 2003; Van der Pas et al.,
2014).
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Las explicaciones de estos resultados podrian ser que aunque los glucocorticoides en
exceso presentes en la EC producen una estimulacién directa en el higado
aumentando la concentracion de angiotensin6geno (Magiakou et al., 2006; Van der
Pas et al.,, 2014), la cual también es estimulada por el tejido adiposo visceral
abundante en pacientes con hipercortisolismo (Boscaro et al., 2012), podria suceder
gue el feedback negativo hacia la renina esté alterado, y por otro lado, porque el
exceso de glucocorticoides de forma prolongada podria inducir una desregulacion de
sefializacién del receptor de angiotensina.

Ademas por el exceso de glucocorticoides se impediria el aumento de la concentracion
de aldosterona, debido a la saturacion de la enzima 113-HSD2, encargada de inactivar
corticoides e impedir que se unan a los receptores de MR, por lo tanto estos si se
unirian a los receptores de MR, ejerciendo accidon mineralocorticoidea, es decir,
absorbiendo sodio y agua (Smets et al., 2010; Van der Pas et al., 2014) de esta forma
como los volumenes estarian de normales a algo aumentados, se impedirian la
elevacién de la concentracion de renina y aldosterona, por no ser necesarias.

En el tratamiento con trilostano en perros y humanos con EC para disminuir el cortisol,
previo al tratamiento, tanto renina como aldosterona estan disminuidas, pero durante
el mismo, al disminuir el cortisol, aumentan de forma paulatina (Galac et al., 2010)
sugiriendo la misma fundamentacion.

A pesar de estas acciones, los niveles de sodio y potasio en pacientes con EC estan
dentro del rango normal, lo que significa, que la hipertension desarrollada no seria por
retencién de sodio y agua como mecanismo principal (Goy-Thollot et al., 2002). Esto
mismo hemos observado en los pacientes con EC que son atendidos en el hospital y
han formado parte de la tesis, ninguno manifesto alteraciones en los niveles de sodio y
potasio medidos en de los controles habituales.

Se ha reportado que los pacientes con SC tienen una mayor respuesta presora
(Heaney et al., 1999), sensibilidad a la Ang Il y a las catecolaminas, y mayor respuesta
a los receptores B-adrenérgicos y del sistema nervioso simpatico por accion del
exceso de glucocorticoides. Se postula que estos inducen mayor concentracion de
receptores AT1 de la Ang Il potenciando dichos efectos (Cicala & Mantero, 2010;
Magiakou et al., 2006). Nosotros no hemos medido expresién de receptores AT1 en
pacientes que murieron durante el estudio, pero estos efectos se pueden apreciar de
forma indirecta por el aumento en la frecuencia cardiaca y taquipnea en reposo que
manifiestan en los examenes fisicos desde la prime consulta y durante sus

seguimientos.
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En pocos trabajos se ha visto la utilizacion de la medicion de concentracion de
angiotensina para determinar estado del SRA-A en pacientes con EC. Isidori et al.,
2015 mencioné que la Ang Il no suele presentar variaciones. Hemos observado en una
gran cantidad de trabajos cientificos sobre el tema, que no es de eleccion la medicién
de Ang Il para evaluar el estado del SRA-A en la patogenia de la hipertension en la
EC.

Si lo es, en cambio, la medicion de renina, la actividad de renina, o la Ang | solo como
forma indirecta de evaluar la actividad de renina (Galac et al., 2010; Goy-Thollot et al.,
2002). Debido a que son mucho més representativas a la hora de evaluar la actividad
del SRA-A y sensibles a las variaciones de volumenes y electrolitos que puedan
repercutir en sus funciones. Ademas hay reportes sobre produccion local de Ang I,
como de aldosterona. Si bien todavia no hay evidencia al respecto sobre su influencia
en la concentracion de la Ang Il en la circulacion sistémica, podria generar
alteraciones locales y no ser tenidos en cuenta y/o alterar los resultados sobre alguna
otra variable como PS o PD, parametros renales, efecto de un farmaco sobre estos,
por colaborar en la hipertensién intraglomerular y alterar la tasa de filtracion,
proteinuria (Grauer et al., 2000).

No es lo que ocurre con la aldosterona, que dicha produccion local es despreciable en
la circulacion sistémica. Esta seria una explicacion, respecto a nuestros resultados
sobre una mayor concentracion de Ang Il y aldosterona dentro de los niveles normales
en nuestro grupo experimental. Pudiendo influir los métodos de medicion en una
pequefa variacion de resultados.

Lo que podemos exponer en base a nuestros resultados, es que el SRA pareceria
estar involucrado en el desarrollo de la hipertension en la EC por los resultados que
hemos obtenido de la Ang Il, aunque deberiamos tener mediciones de renina como
para completar esta afirmacion o descartarla, y suponer que dicho aumento debe
provenir de produccion local de otros tejidos y formarse por enzimas no-ECA. La
aldosterona no estaria desempefiando un rol importante en la patogenia de la
hipertensién en la EC, porque fue encontrada dentro del rango normal al igual que los
controles sanos, concordando con el resultado de los otros autores.

La expansién de volumenes a expensas de una mayor concentracion de sodio y
retencion de agua, tampoco seria la causa, ya que la concentracion de aldosterona
obtenida y la de los otros reportes, junto con la renina, se mantienen bajas (por la
acciéon mineralocorticoidea de los glucocorticoides) y tampoco el agua y sodio estan en

exceso como para ser los causantes de la hipertension.
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Los analisis de nuestros pacientes como los trabajos referenciados y consultados, no
muestran alteraciones en los niveles de sodio y potasio, con lo cual la contribucion
seria minima (Isidori et al., 2015; Smets et al., 2010).

Hasta ahora lo que podemos inferir, seria que los mecanismos involucrados en la
hipertensién, derivan de los efectos cronicos de los glucocorticoides, que tienen amplia
repercusion ya sea a nivel endotelial, favoreciendo multiples mecanismos que derivan
en la disfunciébn endotelial, pérdida de la vasodilatacibn y potencian la
vasoconstriccion, estimulacion del angiotensin6geno que llevaria a la mayor
produccion de Ang ll, y esta ejerceria los efectos mayoritariamente de los receptores
AT1, mas las acciones inflamatorias vasculares y de dafio endotelial.

Por otro lado, hay reportes que indican que los pacientes hipertensos humanos
presentan en circulacién altas concentraciones de IL-1, IL-6, TNF-a lo que podria ser
un indicativo de estados proinflamatorios vasculares (Duprez, 2006).

No hemos medido en esta tesis citoquinas proinflamatorias, pero en los trabajos de
Cabrera Blatter et al., 2012, 2011 se reportd que los perros con EC tienen elevada la
IL-6, ademas de triglicéridos, colesterol, glucemia y disminuido el NO sobre todo en
pacientes ciegos, y alteraciones en el endotelio vascular, o que indicaria que si habria
presente un estado proinflamatorio, sobretodo proveniente de la grasa visceral. Serian
de utilidad medir otras citoquinas ya que tienen relacion con la obesidad visceral, el
sindrome metabdlico presentes en pacientes humanos y perros con EC (Horita et al.,
2011; Vegiopoulos & Herzig, 2007) colaborando en el desarrollo de hipertension.
Duprez, 2006 describi6é la posibilidad de liberacion de PAI-1 por parte de la
estimulacion de receptor AT4 por Ang Il. La liberacion de este factor antifibrinolitico e
inflamatorio por adipocitos y asociado a la obesidad (Juhan-Vague et al., 2003; Suzuki
et al., 2003), influye también en la disfuncién endotelial, potencia los cuadros de
inflamacién y por ende mecanismos que derivan en hipertension (Prazny et al., 2008) y
se relacionan con los estados procoagulables que presentan los pacientes con EC.
Todos estos mecanismos presentes e interrelacionados entre si y con las
comorbilidades presentes en SC llevan indefectiblemente a la remodelacién vascular
la cual es considerada un mecanismo adaptativo cuando hay aumento de la presion
sanguinea para poder normalizarla (D. A. Duprez, 2006). Esta remodelacion resulta de
mantener de forma crénica y sostenida los mecanismos y factores involucrados en el

desarrollo de hipertension.
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Se ha reportado que en pacientes con SC hay anormalidades en arterias de
resistencia que presentan remodelacion hipertréfica, hipertrofia o hiperplasia de las
células del musculo liso vascular (Rizzoni et al., 2009), mas depdésito de matriz extra
celular (Schiffrin, 2004a). Esto termina disminuyendo la elasticidad de los vasos,
colaborando también a la hipertension.

Una vez instalada la remodelacién vascular, esta es irreversible. Por tal motivo, como
los grandes mecanismos involucrados son el SRA-A, es que la primer linea de
antihipertensivos recomendados son los IECA y los blogueantes de receptores de
Angll selectivos del receptor AT1 (Duprez, 2006). Hay evidencia de mejoras con el uso
de estos farmacos. Colaborando también en evitar la activacion y agregacion
plaguetaria.

Nosotros no hemos analizados los vasos de los perros con EC que han fallecido
durante el estudio, pero sospechamos que esta remodelacién vascular, por necesitar
tiempo para su desarrollo, estaria presente ya que muchos de ellos demoran en llegar
al diagnéstico por no ser llevados a tiempo al veterinario, pudiendo estar meses hasta

1 aflo o mas sin tratamiento.
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CONCLUSION




10. CONCLUSION:

En funcidn de todo lo desarrollado en esta tesis podemos concluir que:

Los perros con EC padecen hipertensién, con alta prevalencia y predominio de
aumento en la PD, generada por diversos mecanismos interrelacionados, que incluyen
disminucion de NO, accion de la Ang Il, no asi de la aldosterona.

Esto tiene implicancias en la clinica diaria de estos pacientes, ya que, la hipertension,
y los mecanismos que en ella derivan, producto del hipercortisolismo crénico de larga
data hasta su diagndstico, contribuye junto a las otras comorbilidades, en la disfuncién
endotelial, remodelacion vascular, etc, que tienen impacto directo por un lado a nivel
renal, contribuyendo al deterioro glomerular, alterando su permeabilidad a
macromoléculas, favoreciendo la proteinuria y conduciendo la enfermedad renal, sino
también permitiendo, por otro lado, la pérdida de ATIII, que junto a las alteraciones
endoteliales y el desbalance de factores pro y antigoaculables, permiten el estado de
hipercoagulabilidad que padecen, aumentando el riesgo de trombosis.

Ante lo dicho, se pueden tomar medidas para diagnéstico precoz y profilaxis:

4 Implementar el IR a través de la ecografia doppler renal, como control y
elemento pronostico del estado renal, junto con la medicién rutinaria del UPC (y
microalbuminuria de contar con ella) y presion arterial. UPC y microalbuminuria son
indicadores tempranos de dafio renal.

4 Para el manejo de la hipertensién arterial, la doxazosina tuvo accion
superadora respecto al enalapril, tanto renoprotector como hipotensor, por sus
acciones directas antagonistas a;-adrenergicas como por sus efector indirectos. Seria
muy util la terapia de farmacos combinados con diferente mecanismo de accion para
tener efecto mas abarcativo, ya que la hipertension en la EC es producida por diversos
mecanismos.

v Finalmente en relacién a la hipercoagulabilidad, es importante la utilizacion de
indicadores de disfuncién endotelial y riesgo de trombosis, como el FVW, PAI-1,
actividad plasmatica de ATIII o presencia de ATIII en orina, DD sélo para un screening
rapido, y relacionarlo con la clinica, en especial el DD. Ante aumento de FR o jadeo en
reposo, realizar confirmacion con iméagenes. En presencia de un marcador positivo y/o
imagen, implementar terapia antiagregante plaquetaria y/o anticoagulante, ya que
aumentan la sobrevida y reducen la tasa de mortalidad por TEP.

Tener en cuenta que las comorbilidades una vez instaladas son irreversibles, aunque

se logre regular o normalizar el nivel de cortisol en sangre.
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