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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 (GFT) (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 més efectiva la Dozaxosina
en reducir UPC (*P-valorg,se= 0,01) y presion arterial (PS: P-valorg,se = 0,01 y P-
valorgyse= 0,027; PD P-valorg,sg = 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 o 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 Il) 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< 0,001).

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 preventiva adecuada en la clinica diaria que

mejorardn 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 (GFT) (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-valorsyse= 0,01) and blood pressure (PS: P-valorg,se =
0,01 and P-valorgyse= 0,027; PD P-valorg,se = 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 Il (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< 0,001),
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 II: Angiotensina Il

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

FSH: Hormona Foliculoestimulante

FvW: Factor de von-Willebrand

GFT: Tasa de Filtrado Glomerular

GR: Receptores de glucocorticoides

HAD: Hipercortisolismo Adrenal Dependiente
HHA: Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal

HPD: Hipercortisolismo Pituitario Dependiente
IECA: Inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotensina
IR: indice de Resistencia

IRC: Insuficiencia Renal Cronica

LH: Hormona Luteinizante

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: Relacion 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

TRH: Hormona liberadora de tirotrofina

TSH: Hormona Tirotrofina

UPC: Relacion Proteina /Creatinina en orina
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4. INTRODUCCION

4.1.  Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal

El eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA) est4 formado por un conjunto de complejas
interacciones entre hipotalamo, hipdfisis y corteza adrenal, quien finalmente esta
encargada de mediar la respuesta frente a estimulos estresores con la sintesis y
secrecidn de glucocorticoides. Los componentes anatomicos principales del eje son: el
hipotalamo, la hipdfisis y la corteza adrenal, aunque también se puede incluir al
hipocampo (Xiong & Zhang, 2013). Todas estas estructuras se integran en un sistema
perfecta y altamente regulado, interdependiente, que mantiene la homeostasis del
organismo. En respuesta al estrés, el nucleo paraventricular (PVN) libera la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona antidiurética (ADH), que entran en la
circulacion portal hipofisaria y estimulan la sintesis y secrecion de adrenocorticotrofina
(ACTH) en la circulacion periférica. La ACTH es producida a partir de la escision de la
molécula precursora: proopiomelanocortina (POMC) en las células corticotropas de la
pars distalis o I6bulo anterior de la hipdfisis. Una vez liberada, la ACTH actia en la
corteza adrenal estimulando la sintesis y secrecion de glucocorticoides: cortisol en los
perros, seres humanos, ovejas y conejillos de indias, y corticosterona en roedores
(Papadimitriou & Priftis, 2009).

El eje HHA se encuentra constituido por tres tejidos que presentan caracteristicas
propias embriolégicas, anatomicas, histologicas y fisiolégicas (Panagiotakopoulos &
Neigh, 2014).

4.2. Hipotalamo

4.2.1. Embriologia

En el proceso de gastrulacion se establecen las tres capas germinales en el embrién
que son: el endodermo, el mesodermo y el ectodermo. El ectodermo que esta ubicado
sobre la notocorda (cordén formado por células prenotocordales derivadas del
epiblasto) forma la placa neural; llamandose de esta forma, neuroectodermo. Los
bordes de la placa neural se elevan y pliegan hasta fusionarse, formando el tubo
neural (Sadler, 2005).
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A partir del extremo cefalico del tubo neural, se forman tres vesiculas cerebrales
primarias que son: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo. Luego el
prosencéfalo a su vez se subdivide en telencéfalo y diencéfalo, y el rombencéfalo
también se subdivide en metencéfalo y mielencéfalo, el mesencéfalo continuo como
mesenceéfalo.

El diencéfalo consiste en una placa que proviene del techo mas dos placas alares, no
posee placas del piso ni basales. Desde la placa del techo se forma la epifisis; y
gracias a una hendidura, se divide a las placas alares en una porcién dorsal, que sera
el tdlamo; y una porcion ventral, que sera el hipotalamo (Altman & Bayer, 1978).

El hipotalamo se ir4 diferenciando en distintos grupos neuronales que funcionaran
como centros regulatorios para las diferentes funciones del organismo. Del mismo
modo lo iran haciendo las otras partes (telencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y
mielencéfalo). (Fig. 1)

Hemisferios cerebrales

Vesiculas Vesiculas
Primarias Secundarias
Talamo
Tubo Neural
Prosencéfalo ‘ 'Telencéfalo
) ( ; o Hipotalamo
! L Mesencéfalo Diencéfalo’ p
=T s g (’"f’é:-ﬁ
S5 a2 | ) Mesencéfalo )y
P 7 4 b " ) A ."':;’. \\._"_“_. =
[ff/? ﬁ)\ G Rombencéfalo : \)."
?; v | U W |— Metencéfalo - - ¥) Mesencéfalo
i - ' ; 9
Mielencéfalo P
Mél‘!ula S
espinal Médula @
espinal v =
Tubo neural formado Puente Cerebelo
a partir de ectodermo - ST
P A partirdel ‘ L i
tubo neural se Se forman cal
formanlas vesiculas
vesiculas secundarias a
; : artirdelas
primarias P ) : ;
primarias Bulbo Raquideo

Fig. 1. Esquema del desarrollo embriolégico del ~ Sistema Nervioso Central.
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42.72. Anatomia

En mamiferos, el hipotalamo se ubica debajo del talamo y forma las paredes laterales
y el piso del tercer ventriculo. Esta limitado por delante o en direccion rostral por el
quiasma Optico, en ambos lados por las cintillas opticas y hacia caudal, por los
cuerpos mamilares (Fig. 2). Se describen cuatro regiones rostro-caudales: predptica,
anterior o supraoptica, tuberal y mamilar. En la region predptica se encuentra el nlcleo
predptico, en la anterior o supradptica se encuentran los nucleos supradptico (SO) y
PVN, y el &rea hipotaldmica anterior, en la tuberal se encuentran los nucleos arcuato,
tuberal, dorsomedial y ventromedial, y Mamilar se encuentran los nucleos hipotaldmico
posterior y mamilar; y también tres regiones medio-laterales: periventricular, medial y
lateral. En la region periventricular se encuentran los nucleos PVN, arcuato,
supraquiasmatico y periventricular; la region medial se encuentran los nucleos
predptico medial, hipotalamico anterior, dorsomedial, ventromedial y mamilar. Por
altimo, la region lateral esta constituida por el area predptica y el area hipotalamica
lateral (Netter, 2010; Szarek, Cheah, Schwartz, & Thomas, 2010).

A la zona que forma el piso del tercer ventriculo se la llama eminencia media, y forma
la interfase anatomica entre las vias nerviosas centrales y la hipofisis. La eminencia
media es una franja de tejido que se extiende hacia abajo, hacia la pars tuberalis de la
adenohipdfisis y se comunica con la neurohipofisis a través del tallo infundibular
(Kobayashi, Yamaguichi, & Uemura, 1999).

El hipotalamo esta formado por una matriz difusa de células que constituyen la
sustancia gris central, dénde se encuentran masas nucleares mas 0 menos

diferenciadas, denominadas nucleos o areas hipotalamicas.

pag. 16



Pituitaria
anterior

Pituitaria
posterior

Pars
distalis

Fig. 2. Distribucion de los nucleos hipotalamicos.
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AHA: area hipotalamica anterior; ARC: nucleo arcuato; DMN: nicleo dorsomedial; ME: eminencia media;

MN: nucleo mamilar; OC: quiasma optico; POA: area predptica; PHA: area hipotalamica posterior; PVN:

ndcleo paraventricular;

SCN: ndcleo supraquiasmatico;

ventromedial (Schwartz & Andrews, 2013).

4.2.3.

Histologia

ndcleo supradptico;

VMN:

nlcleo

Como se menciond en el apartado anterior, el hipotdlamo contiene los nucleos

hipotalamicos; los cuales se encuentran formados por neuronas. La comunicacion

entre estos nucleos y la hipdfisis se produce a traves el tallo hipofisario. Los nucleos

PVN y SO estan formados por neuronas magnocelulares que proyectan sus axones

hacia la neurohipdfisis liberando oxitocina y ADH o vasopresina (Swanson &

Sawchenko, 1983). Estos tienen redes capilares muy extensas y las neuronas que los

forman se denominan “neuronas neurosecretoras”. Unas neuronas de menor tamafo

que las magnocelulares y otros nucleos hipotalamicos, las neuronas parvocelulares,

regulan la secrecidn de las hormonas hipofisarias, a través de la liberacion “factores de

liberacion o inhibicién” en la zona de la eminencia media, contiguo a la red capilar

primaria del sistema porta hipofisario (Yeung, Chan, Leung, & Cheng, 2006) (Fig. 3).
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La CRH, que estimula la secrecion de ACTH en las células corticotrofas de la hipofisis
(ver seccion “Fisiologia”), es producida en el nacleo PVN. Este nucleo, ademas de
estar formado por neuronas parvocelulares y magnocelulares neurosecretoras,
contiene neuronas de larga proyeccién que comunica con regiones del cerebro

posterior y médula espinal (Handa & Weiser, 2014).

Vasos
portales
largos

PT

Fig. 3. Esquema de la proyeccion de las neuronas de los ni cleos hipotalamicos.

(PVN: paraventricular, SON: supraoptico, ARC: arcuato, SCN: supraquiasmatico, POA: area predptica)
Hacia a la eminencia media (ME), donde comunican con los vasos del sistema porta-hipofisario y hacia la
pars nervosa (PN). OC: quiasma 0Optico, PT: pars tuberalis, PD: pars distalis, PI: pars intermedia (Norris,
2007).

4.2.4. Fisiologia

En los ndcleos SO y PVN las neuronas magnocelulares producen oxitocina y ADH
(Szarek et al., 2010). Estas hormonas se unen a proteinas transportadoras, llamadas
neurofisinas, para ser transportadas en granulos electrodensos a través de los axones
del haz hipotadlamo-hipofisario hacia la neurohipéfisis (o 16bulo posterior). A partir del
sistema de vasos sanguineos de la neurohipdfisis, estas hormonas son secretadas al
torrente sanguineo hacia la circulacion sistémica (Norris, 2007). Las funciones
principales de la oxitocina son, por un lado, estimular las contracciones uterinas

durante el parto, e intervenir en procesos de secrecion de la leche durante la lactancia.
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La misma se secreta en respuesta a la succién del pezén o la distension del cuello
uterino durante el parto.

La ADH, en cambio, tiene distintas funciones segun el tipo de receptor al que se una,
ya sea, estimulando la vasoconstriccion arteriolar o actuando a nivel renal,
favoreciendo la reabsorcion de liquido. Esta hormona se secreta en respuesta al
aumento de la osmolaridad plasmatica o a la disminucibn marcada de la volemia
(mayor al 10%), es decir ante una hipovolemia (Ring, 2005).

Las neuronas parvocelulares de los nacleos mencionados y de los otros nucleos
hipotaldmicos sintetizan las “hormonas liberadoras o inhibidoras” de las hormonas
adenohipofisarias (Szarek et al., 2010). A partir de los somas o cuerpos neuronales,
estas hormonas son transportadas a través de los axones hacia la eminencia media,
donde son liberadas, ingresando al sistema porta hipofisario. Entre ellas se
encuentran: 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 CRH, la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la
amina inhibidora de prolactina (dopamina) (Pérez Castro, Renner, Haedo, Stalla, &
Arzt, 2012; Scanes, Jeftinija, Glavaski-Joksimovic, A. Proudman, Aramburo, &
Anderson, 2005).

El hipotalamo actla no solo regulando funciones enddcrinas sino que también
funciona como un gran centro integrador, recibiendo estimulos sensoriales y de todo
tipo provenientes del ambiente externo (por ejemplo luz, temperatura, estimulos
visuales y auditivos, estimulos estresores, etc.) y también informacion sobre el medio
interno (por ejemplo, la presion arterial, la osmolaridad, PH, citoquinas e interleuquinas
etc.) generando respuestas autbnomas.

Se detallara el funcionamiento del nucleo PVN para comprender la fisiologia del eje
HHA.

El nucleo PVN se encarga de recibir e integrar la informacién relacionada al stress,
proveniente de distintas fuentes. En respuesta a esos estimulos, la CRH es la
hormona que se libera y por ende inicia la respuesta del eje HHA frente a estos
estimulos estresores; estimulando a su vez al &rea corticotropa de la hipdfisis (ubicada
en la adenohipofisis) para secretar ACTH (Bousquet, Ray, & Melmed, 1997). Los
efectos de la CRH en la hipofisis son mediados por los receptores de tipo 1 (CRH-R1)
gque es el receptor de CRH mas importante (R. Chen, Lewis, Perrin, & Vale, 1993). La
cantidad de receptores disponibles en la hipdfisis puede verse modificado en
condiciones fisiolégicas, generando variaciones en la respuesta de dicha glandula
frente al estimulo de la CRH (por ejemplo, la CRH misma y la ADH, entre otros,

disminuyen la expresion de estos receptores) (Panagiotakopoulos & Neigh, 2014).

pag. 19



El ndcleo PVN, también sintetiza ADH, la cual funciona como un coregulador y junto a
la CRH estimula la sintesis y secrecion de ACTH en la hip6fisis, mediante su union a
receptores de tipo 3 (V3) (Aguilera, G., Rabadan-Diehl, 2000; Schlosser, Almeida,
Patchev, Yassouridis, & Elands, 1994). El gen que codifica para la ADH, presenta
elementos de respuesta para estradiol en su secuencia, el cual estimula la sintesis de
dicha hormona, favoreciendo la activacion del eje HHA (Shapiro, Xu, & Dorsa, 2000).
También, la oxitocina, producida en este nudcleo, estimula la secrecion de ACTH
(Handa & Weiser, 2014).

Las neuronas que producen CRH se encuentran conectadas a células adrenérgicas
del nucleo del tracto solitario (Kitazawa, Shioda, & Nakai, 1987; Plotsky, Cunningham,
& Widmaier, 1989). Los estimulos estresores aumentan la sintesis y liberacién de
noradrenalina en el PVN, favoreciendo la secrecibn de CRH y consecuentemente, de
ACTH (Cole & Sawchenko, 2002; Pacak, 2000; Terrazzino, Perego, & De Simoni,
1995).

La serotonina también tiene un rol regulador importante sobre el ndcleo PVN;
expresandose distintos tipos de receptores para este neuropéptido en las neuronas
parvocelulares. Segun el tipo de receptor expresado, los efectos de la serotonina
seran estimuladores o inhibidores del eje HHA (Garcia-Iglesias, Mendoza-Garrido,
M.E. Gutierrez-Ospina, Rangel-Barajas, Noyola-Diaz, & Terron, 2013; Heisler et al.,
2007; Lee et al., 2008; Zhang et al., 2002). Ademas, el efecto de la serotonina sobre el
PVN puede ser modificado por el estradiol (Rossi et al., 2010).

El ndcleo PVN también estd regulado, mediante sinapsis intermediarias, por el
hipocampo, la corteza prefrontal, la amigdala y el septum (Herman et al., 2003).
Finalmente, el cortisol, la hormona efectora por excelencia del eje HHA, ejerce un
efecto inhibidor sobre la secrecibn de CRH (feedback negativo) al unirse a sus
receptores en el nucleo PVN (Herman & Cullinan, 1997), o en forma indirecta,
mediante su accion en el hipocampo (Handa & Weiser, 2014).

En resumen, existen diversos factores o estimulos reguladores del eje HHA que
ejercen su accion a nivel hipotalamico, pudiendo estimular o inhibir al eje, de forma

directa o indirecta.
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4.3. Hipofisis
4.3.1. Embriologia

La hipdfisis se desarrolla a través de partes distintas: por un lado, la bolsa de Rathke,
gue consiste en una evaginacion del ectodermo del techo del estomodeo (cavidad oral
primitiva); y por otro, el infundibulo, que es una prolongacion o evaginacion del
diencéfalo que proviene del neuroectodermo (Gilbert, 2000). La bolsa de Rathke, crece
hacia dorsal hasta perder su conexion con la cavidad bucal, quedando asi en total
contacto con el infundibulo (Fig. 4). Las células que se encuentran en la pared anterior
de la bolsa de Rathke proliferan y forman la adenohipofisis; paralelamente una
prolongacion de la misma crece a lo largo y alrededor del tallo del infundibulo,
rodeandolo, formando la pars tuberalis (Sasaki & Nishioka, 1998). La pared posterior
de la bolsa de Rathke es la que da lugar a la pars intermedia. El infundibulo da origen
el tallo infundibular y la pars nervosa (neurohipdfisis) (Fig. 4). La neurohipdfisis queda
formada por células de la glia y fibras nerviosas provenientes del hipotalamo. Debido a
que el hipotadlamo también tiene su origen en el diencéfalo, el mismo junto con la

hipdfisis desarrollan una relacion vascular y neural estrecha.

Diencéfalo Jer ventriculo
i l // ,V Quiasma ’;\\ f/_ \.
,.-f"'*\ b y optico ._'1\./[ /
f I Pituitaria
: A e v posterior
Pituitaria
anterior

Bolsa de Rathke

Fig. 4. Desarrollo embriolégico de la hipdéfisis: proceso de formacion .
(Yeung et al., 2006)

Recientemente se ha comunicado por algunos autores que la region glandular de la
hipdfisis se podria formar a partir de una placoda adenohipofisaria (células de la cresta
neural) que se desprenderia del neuroectodermo, migraria en sentido antero-
posteriormente y finalmente se adheriria al extremo del infundibulo (Kawamura, Kouki,
Kawahara, & Kikuyama, 2002).
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Para el desarrollo de los distintos tipos celulares que se encuentran en la hipoéfisis se
necesita de la interaccibn de numerosos factores de transcripcion y factores de
crecimiento que se expresan tanto en la bolsa de Rathke como en la region ventral del
diencéfalo (Pérez Castro et al., 2012). En el proceso de morfogénesis intervienen
diversos factores como por ejemplo la proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4), que es
necesaria para la invaginacién de la bolsa de Rathke, y el factor de crecimiento de
fibroblastos 8 (FGF-8), entre otros (Brinkmeier et al., 2009; Davis & Camper, 2007;
Ericson, Norlin, Jessell, & Edlund, 1998; Takuma et al., 1998; Treier et al., 1998; Zhu,
Gleiberman, & Rosenfeld, 2007). Los factores de transcripcion y de crecimiento son
esencial en el desarrollo de la hipdfisis y en la sintesis de hormonas (Davis et al.,
2010; Suh, Gage, Drouin, & Camper, 2002); por lo que defectos en los genes que los
codifican pueden generar alteraciones en el desarrollo de la hipdfisis y en su
funcionamiento (Ellsworth, Butts, & Camper, 2008). El desarrollo de las células
corticotropas de la adenohipdfisis involucra la accion de factores de transcripcion
diferentes al resto de las lineas celulares hipofisarias (Melmed, 2003; Taniguchi,
Yasutaka, Kominami, & Shinohara, 2002) (Fig. 5). Estas son el primer tipo celular
hipofisario en completar su desarrollo. En el humano, por ejemplo, las células
corticotropas pueden ser identificadas recién a partir de la sexta semana de vida
intrauterina (Dubois & Hemming, 1991), mientras que en el perro se las puede
identificar a partir del dia 30 (Sasaki & Nishioka, 1998).
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Fig. 5. Desarrollo embriolégico de la hipofisis.

Desarrollo de cada linea celular a partir de la célula primordial (Melmed, 2003).

Al mismo tiempo que se produce el desarrollo celular, se produce el de la
vascularizacion de la hipofisis y del sistema porta hipofisario (Mollard, Hodson, Lafont,
Rizzoti, & Drouin, 2012; Sasaki & Nishioka, 1998) (Fig. 6). Una vez completada la
organogeénesis, la hipofisis finalmente queda diferenciada en adenohipofisis vy

neurohipofisis (ver seccion anatomia).
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Fig. 6. Desarrollo de la hipdfisis y vascularizacid6  n en el perro.

En la imagen de la izquierda se observa un corte histolégico de la hipdfisis de un feto de 45 dias,
coloreado con hematoxilina/eosina, 30X. La bolsa de Rathke (RL) todavia persiste y los I6bulos
hipofisarios se estan organizando (D: pars distalis, I: pars intermedia, N: neurohipdfisis, T: pars tuberalis,
M: eminencia media). En la imagen de la derecha se observa a mayor aumento (300X) la vascularizacion
de la hipdfisis a los 38 dias de vida fetal. Las cabezas de flecha muestran los vasos portales entre la
eminencia media y pars distalis. Las flechas indican capilares sanguineos en la pars distalis (Sasaki &
Nishioka, 1998).

4.3.2. Anatomia

La hipdfisis se encuentra ubicada en la “silla turca” que es una depresion central del
cuerpo del hueso esfenoides. Su techo es una extensién de la duramadre llamado
diafragma de la silla turca, que esté atravesado por el tallo hipofisario.

Rostral a la hipofisis se puede encuentra el quiasma Optico (Fig. 7), y hacia dorsal el
hipotalamo; al cual se conecta mediante el tallo hipofisario.
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Fig. 7. Ubicacién anatémica de la hipdfisis

Se ubica dentro de la fosa hipofisaria del hueso esfenoides o “silla turca”. Imagen correspondiente a una
Resonancia Magnética Nuclear. H: hipdfisis, QO: quiasma éptico (Van der Vlugt-Meijer, Voorhout, & Meij,
2002).

La hipdfisis se la puede dividir, embriolégicamente, en dos grandes partes: la
adenohipdfisis y la neurohipofisis (Fig. 8). La adenohipdfisis , a su vez, esta formada
de tres partes: pars distalis, pars intermedia y pars tuberalis (Amar & Weiss, 2003;
Page, 1994). La pars intermedia se encuentra presente en el perro, pero no en
muchos otros mamiferos. La neurohipdfisis, por otro lado, estd formada por la pars
nervosa, eminencia media y el tallo infundibular. La pars tuberalis de la adenohipéfisis
y el tallo infundibular de la neurohipdfisis forman el llamado tallo hipofisario (Page,
1994).

La hipdfisis tiene irrigacion proveniente de las arterias hipofisarias que derivan de las
arterias carétidas internas. En el tallo infundibular las arterias hipofisarias superiores
forman una red capilar primaria. Esta confluye en varias venas porta, las cuales se
conectan a una red capilar secundaria a nivel de la pars distalis, y finalmente drenan

en las venas hipofisarias (Halasz, 1994) (Fig. 3).
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En la neurohipéfisis hay una la red capilar posterior, que también deriva de las arterias
hipofisarias inferiores, en este caso, y drena en las venas correspondientes. Al mismo
tiempo, la red capilar posterior se conecta con la red capilar secundaria de la pars
distalis, (pudiéndose denominar sistema porta corto).

La pars intermedia de la adenohipofisis carece de una irrigacion directa (Bosje,
Rijnberk, Mol, Voorhout, & Kooistra, 2002; Holmes & Ball, 1974; Pérez Castro et al.,
2012).

Cavidad del
. tercer
?u;;s:na ventriculo
p Cuerpos
mamilares
Pars
tuberalis
Eminencia
Diafragma - g media
selar
Tallo
Dura m pituitario
madre /
Silla
turca
Pars
. Nervosa
Lobulo
Fosa :
pituitaria posterior
Pars
Septum de intermedia

fibrocolageno

Hueso esfencides

Fig. 8. Esquema de la hipdfisis
Se encuentra ubicada en la “silla turca” del hueso esfenoides. Se observa su relacién con el hipotalamo a

través el tallo pituitario y su organizacién en un lébulo anterior y posterior (Koeppen & Stanton, 2010).

4.3.3. Histologia
La pars distalis (Fig. 9) esta formada por células glandulares organizadas en cordones
0 acumulos, en contacto con una red de capilares fenestrados (Scanes et al., 2005).
Hay escaso tejido conectivo, habiendo principalmente una red de fibras reticulares y
células foliculo-estrelladas que son de sostén epiteliales ( (Inoue, Couch, Takano, &
Ogawa, 1999). Las células glandulares son clasificadas en croméfilas y cromofobas.
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Las células croméfilas pueden a su vez subdividirse en acidéfilas o también llamadas
eosindfilas, que son las que se tifien intensamente con eosina al utilizar la coloracién
de hematoxilina/eosina; y basofilas, las que se tifien con hematoxilina (Norris, 2007).
Con la coloracion tricromica de Mallory, el citoplasma se tifie: en las células acidofilas
de color rojo, y en las basdfilas, de color azul. También, las células basdfilas se tifien
con la coloracion de Acido periddico de Schiff (PAS) de forma muy intensa, ya que las

hormonas que producen son glicoproteinas.

Tincidbn hematoxilina/eosina. Se observan la pars nervosa (PN), pars intermedia (Pl) y pars distalis (PD)
(Gallelli, 2015).

Dentro del grupo de las células aciddfilas se ubican las células somatotropas
(productoras de hormona de crecimiento) y lactotropas (productoras de prolactina);
mientras que en el grupo de las basdfilas se encuentran 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).

Las células cromofobas, son llamas asi debido a la falta de afinidad por los colorantes
mencionados previamente. Son consideradas cromoéfobas a las células acidofilas o
basofilas que se encuentran en un periodo de inactividad, luego haber liberado los

granulos que contienen hormonas.
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En los mamiferos, la pars tuberalis esta ubicada en ventral de la eminencia media y se
continda conteniendo a la pars distalis y pars intermedia; y se encuentra conectada
con el tercer ventriculo a través de procesos citoplasmaticos de los tanicitos (Norris,
2007; Wittkowski, Bockmann, Kreutz, & Bockers, 1999). Esta constituida por células
especificas de la pars tuberalis, células foliculares y otras células similares a las de la
pars distalis, rodeadas por tejido conectivo. Estas células se encuentran en contacto
con los vasos del sistema porta-hipofisario y con terminales nerviosas de la eminencia
media (Norris, 2007). Las células similares a las de la pars distalis estan
principalmente en la region distal de la pars tuberalis, pudiéndose identificar células
gonadotropas Y tirotropas. Las células foliculares son células de pequefia tamafio,
dispuestas en grupos, son de tipo no secretor, mientras que las células especificas
son células del tipo glandulares que difieren en las caracteristicas ultraestructurales de
otros tipos celulares de la adenohipdfisis (Wittkowski et al., 1999). Se ha reportado que
al menos uno de estos productos de estas células, si bien se desconoce su origen,
estimularia la secrecién de prolactina (Lafarque, Oliveros, & Aguado, 1998).

La pars intermedia esta formada por una capa de cordones celulares, algunos de ellos
invaden la pars nervosa. Las células presentes en esta region se denominan
melanotropas y son similares a las corticotropas. Estas sintetizan la hormona
melanocitoestimulante o melanotrofina alfa (a-MSH) a partir de su precursor POMC
(ver la seccidn fisiologia) y reciben terminales axondémicas del sistema dopaminérgico
(Bosje et al., 2002; Pérez Castro et al., 2012).

La neurohipdfisis esta formada por células gliales (pituicitos), fibras nerviosas que son
amielinicas, que provienen de neuronas secretoras del hipotalamo y una gran cantidad
de capilares. Las fibras nerviosas forman el haz hipotalamo-hipofisario, constituido por
los axones de las neuronas de los nicleos supradptico y paraventricular (Pérez Castro
et al., 2012; Swanson & Sawchenko, 1983).
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4.3.4. Fisiologia

Como se menciond en apartados previos, el conjunto de estimulos estresores, ya sean
internos o0 externos, conducen a la estimulacion y liberacion de CRH por parte del
hipotalamo, uniéndose a su receptor hipofisario, estimulando de esta forma la
secrecién de ACTH por células corticotropas. La ACTH finalmente llega, a través de la
circulacion sistémica, a la glandula adrenal y estimula la sintesis y secrecion de
glucocorticoides desde la corteza de dicha glandula (Herman et al., 2003). Los
glucocorticoides, efectores finales, ejercen su efecto en distintos tejidos, incluyendo a
la hipdfisis e hipotalamo, donde ejercen accion inhibitoria del eje HHA a través del
conocido “feedback negativo” (Bosje et al., 2002; Tsigos & Chrousos, 2002).

La CRH es la principal hormona reguladora para la sintesis y secrecién de ACTH.
Aunque se ha demostrado que la ADH y la oxitocina, también tienen un efecto
coregulador en dicha hormona (Herman, Wiegand, & Watson, 1990; Schlosser et al.,
1994). Por otro lado, la produccion de ACTH también esta estimulada por gran
cantidad de citoquinas proinflamatorias como las interleuquinas 1, 18, 2 y 6, TNG-a y
el factor inhibidor de leucemia (LIF), catecolaminas y la Ang Il (Bousquet et al., 1997;
Hanson, Mol, & Meij, 2010; Li, Jansen, & Friedman, 1999; Mandrup-Poulsen et al.,
1995; Rivier & Vale, 1983); e inhibida por la dopamina, a través del receptor
dopaminérgico D2, y por la somatostatina (ss) por medio de sus receptores sst,, Sstz y
ssts (De Bruin, Feelders, Lamberts, & Hofland, 2009; Ferone et al., 2009; Saiardi,
Bozzi, Baik, & Borrelli, 1997; Theodoropoulou & Stalla, 2013).

La ACTH es sintetizada por las células corticotropa. El precursor de esta hormona es
una macromolécula denominada POMC. La POMC es una prohormona, que segun el
tipo celular que la sintetice, sera metabolizada por distintos sistemas enzimaticos
correspondientes a cada tipo celular, generando distintas hormonas o péptidos (Bosje
et al., 2002; Tanaka, 2003). En las células corticotropas, la POMC sufre un clivaje por
la enzima convertasa tipo 1 (PC1), generando la lipotropina beta (B-LPH) y un
fragmento intermediario, quien a su vez es clivado nuevamente por la misma enzima
para generar la ACTH (Tanaka, 2003) (Fig.10). La molécula de ACTH, constituida por
39 aminoécidos, comparte los primeros 24 aminoacidos con todas las especies. La
ACTH ejercer su accién en la corteza de la glandula adrenal a través de la unién con

su receptor de melanocortina tipo 2 (MC2R) (Panagiotakopoulos & Neigh, 2014).
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En la pars intermedia se encuentran las células melanotropas, que también sintetizan
POMC. En estas células, la presencia de la enzima convertasa tipo 2 (PC2), realiza el
clivaje de la ACTH en a-MSH y CLIP (péptido intermedio semejante a corticotrofina;
sin funcién conocida) (Tanaka, 2003) (Fig.10). La a-MSH estimula a los melanocitos
(células presentes en la piel) a sintetizar melanina para dar pigmento en la piel y el
pelo. La secrecion de a-MSH es estimulada por CRH. El principal mecanismo
regulador de la sintesis de a-MSH es un efecto inhibitorio sobre la misma dado por la
dopamina (Castillo, Gomez, Lalia, Cabrera Blatter, & Garcia, 2008; Kemppainen,
Zerbe, & Sartin, 1989). Las disminuciones en los niveles de dopamina se asocian con
menor actividad de la enzima PC2, y consecuente aumento en la concentracién de

ACTH, debido al menor clivaje y sintesis de a-MSH.
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Fig. 10. Procesamiento de la POMC.

La POMC se procesa segun el sistema enzimatico presente en cada tipo celular. En las células
corticotropas se sintetiza ACTH. En las melanotropas se sintetiza a-MSH debido a la presencia de la
convertasa tipo 2 (PC2) (Tanaka, 2003).

Es de gran relevancia mencionar que en el perro el ritmo secretor de ACTH y de
cortisol no muestra el mismo patrén circadiano que se observa en otras especies,
como el ser humano, siendo la secrecion de ACTH vy cortisol esporadicas, en lugar de

ser pulsétiles y ritmicas (Castillo et al., 2009; Kemppainen & Sartin, 1984).
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4.4. Glandulas Adrenales

4.4.1. Embriologia

Las glandulas adrenales se desarrollan en el mesodermo intermedio en relacién al
polo craneal del mesonefro. Durante la embriogénesis, las mismas se forman a partir
del mesodermo que da origen a la corteza y del ectodermo que origina la médula
(Panagiotakopoulos & Neigh, 2014).

Las células mesoteliales, que estan ubicadas entre la raiz del mesenterio y las
gobnadas, proliferan y se introducen en el mesénquima. Alli sufren una diferenciacion
en células de citoplasma acidofilo que van a dar origen a la corteza de la glandula
fetal. Luego, una segunda tanda de células mesoteliales, rodean a la masa inicial y
forman la corteza adrenal definitiva. Esta Ultima se diferencia en 2 zonas: en la zona
glomerular y fascicular a partir del dia 45 de la gestacion (Sasaki & Nishioka, 1998).

El desarrollo y la diferenciacion de las distintas capas de la corteza adrenal esta
regulada por la expresion de factores de transcripcion, como el Pref-1/Z0G, y el factor
esteroidogénico-1 (Luo, Ikeda, & Parker, 1994; Okamoto & Takemori, 2000). Posterior
al nacimiento, la corteza fetal sufre una regresion, dando lugar a la zona reticular. A
medida que se desarrolla la corteza adrenal, algunas células provenientes de la cresta
neural, la invaden, organizandose en cordones y acumulos. Originando a la médula
adrenal (Mesiano & Jaffe, 1997).

4.472. Anatomia

Las glandulas adrenales se ubican en la zona retroperitoneal en los polos craneales
medios de los rifiones (Evans & de Lahunta, 2013). Se encuentran craneal a los vasos
renales y dorso-lateral a los grandes vasos, ya sean la aorta o vena cava (segun sea
glandula izquierda o derecha, respectivamente); la adrenal derecha se ubica mas
hacia craneal que la izquierda. La glandula adrenal derecha se encuentra cercada al
hilio renal, debajo de la dltima costilla. Se relaciona medialmente con la vena cava
caudal, ventro-lateralmente esté cubierta por el rifidn, y cranealmente esta cubierta por
el higado. La glandula adrenal izquierda se encuentra debajo del proceso transverso
de la segunda vértebra lumbar y del musculo psoas menor. Se relaciona hacia medial
con la arteria aorta abdominal, hacia lateral con el rifién, en ventral con el bazo y

caudalmente con la arteria y vena renal (Kealy, McAllister, & Graham, 2011) (Fig. 11).
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Las glandulas adrenales estan formadas por una corteza y una médula. La corteza es
color amarillenta por a su alto contenido en lipidos, mientras que la medula es de color

rojizo por la gran irrigacion venosos.

Glandula adrenal izquierda

Glandula adrenal derecha

Rifidn izquierdo
Rifién derecho /

Anteria renal der. _ Arteria renal izq.

Vena renal der. Vena renal izq.

Pelvis renal

Uréteres

Fig. 11. Ubicacién anaté mica de las glandulas adrenales (esquema).
Vista ventral (Perel, 2014).

Las glandulas adrenales estan irrigadas por ramas de vasos sanguineos que las
rodean como la arteria aorta, arterias renales, arteria frenicoabdominal, arterias

lumbares y la arteria mesentérica craneal (Evans & de Lahunta, 2013).

4.4.3. Histologia

Las glandulas adrenales estan rodeadas de una capsula de tejido conectivo, de la que
nacen trabéculas que se van hacia la corteza adrenal. Por dichas trabéculas discurren
vasos sanguineos y fibras nerviosas hacia la médula.

La corteza adrenal esta dividida en tres capas 0 zonas concéntricas: la zona
glomerular, la zona fascicular, y la zona reticular (Ehrhart-Bornstein, Hinson, Bornstein,
Scherbaum, & Vinso, 1998) (Fig. 12).

La zona glomerular posee células pequefias organizadas en forma de grupos
redondeados o arcos.
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La zona fascicular es la mas extensa de las tres. Forma cordones o columnas
celulares. Entre ellos se hay capilares fenestrados con disposicion radial. Las células
son grandes y poliédricas, su citoplasma es levemente acidofilo y tiene gran cantidad
de espacios vacuolares, debido al alto contenido de lipidos (se pierde durante la
preparacion del preparado histolégico). Por esta razon es que estas células parecen
tener un aspecto “esponjoso” y se las denominan “espongiocitos”.

La ultima capa es la zona reticular, estd formada por un reticulo de cordones celulares
anastomosados, separados por sinusoides. Estas células son redondeadas o
poliédricas, con citoplasma eosindfilo y escasas gotas lipidicas.

No existe un limite perfectamente definido entre corteza y médula adrenal.

La médula esta formada por cordones celulares, entre los cuales se hay dispuestos
capilares y vénulas (Fig. 12). El citoplasma de estas células contiene granulos que se
tifien de color pardo debido a la oxidacion de las catecolaminas presentes en estas
células luego del proceso de fijacion para métodos de coloracion con tinciones
dicrémicas. A esa reaccion se la llama cromafin, por este motivo es que a estas
células se las conoce como células cromafines (Evans & de Lahunta, 2013). También

hay células ganglionares simpaticas, aisladas o en pequefios grupos.

Fig. 12. Corte histologico de glandula adrenal de perro.
Tincion: hematoxilina/eosina. Referencias: capsula (C), zona glomerular (G), zona fascicular (F), zona
reticular (R) y médula (M) (Gallelli, 2015).
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4.4.4. Fisiologia

Cada una de las diferentes capas de la corteza adrenal (glomerular, fascicular y
reticular) posee distintos sistemas enzimaticos que es lo que les permite a cada una
sintetizar diferentes hormonas, propias de cada capa, con mecanismos de regulacién
distintos (Hough, Storbeck, Cloete, Swart, & Swart, 2015; Sanders, Mol, Kooistra, Slob,
& Galac, 2016).

En la zona glomerular se sintetiza el mineralocorticoide por excelencia, la aldosterona,
encargada del balance hidroelectrolitico del organismo. La sintesis de esta hormona
es estimulada principalmente por la concentracién de potasio o Ang I, y en menor
medida, por la ACTH solo de forma aguda (Miller & Auchus, 2011). En la zona reticular
se sintetizan los esteroides sexuales, principalmente los andrégenos, también en
respuesta al estimulo de la ACTH. En la zona fascicular, la mas extensa, se sintetizan
los glucocorticoides, como el cortisol y la corticosterona (Pattison et al., 2007; Young et
al., 2003). El cortisol principalmente en el hombre, el perro y rumiantes, entre otros;
mientras que la corticosterona es la que predomina en los roedores (Romeo, 2010).

La ACTH es el principal estimulo para la sintesis de los glucocorticoides. Esta ejerce
su accion luego de unirse a su receptor adrenal MC2R. Luego de esta union, aumenta
el ingreso de colesterol a las células fasciculares y se estimula la sintesis de las
enzimas correspondientes en la esteroidogénesis de la capa fascicular, entre otras
(Ariyoshi, Kim, Artemenko, Bhattacharyya, & Jefcoate, 1998; M. S. Brown, Kovanen, &
Goldstein, 1979; Chung, B.C., Guo, I.C., Chou, 1997; Faust, Goldstein, & Brown, 1977,
Hough et al., 2015; Hu, Hsu, Pai, Wang, & Chung, 2001).

La regulacion de la funcion de la glandula adrenal estd mediada por una gran
interaccion de varios elementos interrelacionados entre corteza y meédula, irrigacién de
la misma, la inervacion autonémica que posee, el sistema inmune y factores de
crecimiento (Ehrhart-Bornstein et al., 1998). Por esta razén es que las variaciones en
las concentraciones plasmaticas de cortisol no siempre son un reflejo exacto de los
niveles de ACTH o de la funcién propia del eje HHA, esta es la razon por la cual se
describe cierta “autonomia” por parte de la glandulas adrenales respecto de su
regulacion hipofisaria (Bornstein, Engeland, Ehrhart-Bornstein, & Herman, 2008;
Castillo et al., 2009; Nicholson et al., 1985; Wood, Shinsako, & Dallman, 1982; Wood,
Shinsako, Keil, Ramsay, & Dallman, 1982) (Fig. 13).
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Fig. 13. Esquema de la autonomia de la glandula adrenal en la sintesis de cortisol
No solo recibe estimulos del propio eje (hipot-hipof), sino que también pueden actuar otros factores para

estimular la sintesis de cortisol sin necesidad de la accion de la ACTH (Bornstein et al., 2008).

Al igual que otros tejidos esteroidogénicos, las distintas capas de la glandula adrenal
sintetizan sus hormonas esteroideas a partir de un sustrato comun: el colesterol (Fig.
14). Este puede provenir de sintesis de novo, de lipoproteinas plasmaticas y/o de las
reservas de colesterol intracelular, en forma de ésteres. En las células adrenales, la
mayor parte de colesterol proviene de lipoproteinas plasmaticas y de reservas
intracelulares esterificadas (Bisgaier, Chanderbhan, Hinds, & Vahouny, 1985; Vahouny
et al., 1985).

En todos los casos, el paso limitante en la sintesis de esteroides es la transformacion
de colesterol en pregnenolona, reaccion catalizada por el complejo enzimatico
dependiente de citocromo P450 (P450scc; CYP11A) que se encarga de escinde la
cadena lateral del colesterol. Previamente es necesaria la translocacion del colesterol
desde la membrana mitocondrial externa hacia la interna, donde esta la enzima
P450scc. Esto esta mediado por un mecanismo que involucra varias proteinas
transportadoras, entre las cuales la mas importante es la encargada de regular la
esteroidogénesis aguda (StAR) (Miller, 2007; Stocco, 2001).
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En la corteza adrenal tanto humana como canina, la sintesis de esteroides involucra la
accion coordinada de cinco formas de citocromo P450 y de la enzima 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B8-HSD), siendo la expresion particular de estas
enzimas en cada una de las capas de la corteza lo que determina el tipo especifico de
esteroide producido. En la zona glomerular, la sintesis de mineralocorticoides requiere
la presencia de las enzimas 3B-HSD, 21-hidroxilasa (P450c21; CYP21A2), 11B-
hidroxilasa (P450c11B; CYP11B1) y aldosterona sintasa (P450c11AS; CYP11B2). En
la capa fascicular, se requiere de la actividad 17a-hidroxilasa del citocromo P450c17
(CYP17) para sintetizar corticoides. En el perro, en contraposicion al humanos, existe
s6lo una CYP11B (Sanders et al., 2016). Finalmente para producir precursores
androgénicos dehidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato (DHEAS) en la capa
reticular, se necesita de la actividad 17a-hidroxilasa como la 17,20-liasa de P450c17,
asi como la sulfoniltransferasa (SULT2A1) (Miller, 2007; Samandari et al., 2007).
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Fig. 14. Estereidogénesis en corteza adrenal a partir de colesterol.

La estereidogénesis involucra la accion coordinada de cinco formas de citocromo P450 y la 33-HSD. Las
principales hormonas esteroideas producidas son cortisol (en perros y primates) y corticosterona (en
roedores), aldosterona y androstenediona (Pagotto, 2012)
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Los glucocorticoides, luego de su sintesis, son liberados a la circulacion para ejercer
sus efectos en los distintos tejidos. Dichos efectos son principalmente sobre el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, el sistema hematopoyético, el
sistema enddcrino, el sistema muasculo esquelético, el sistema inmune, el sistema
cardiovascular, entre otros y sobre diversos 6rganos. El cortisol realiza sus efectos a
través de dos tipos de receptores intracelulares: receptores de corticosteroides tipo | y
de tipo II; también denominados receptores de mineralocorticoides (MR) y receptores
de glucocorticoides (GR), respectivamente (R. Ahima, Krozowski, & Harlan, 1991; R.
S. Ahima & Harlan, 1990; Cintra et al., 1994; McGimsey, Cidlowski, Stumpf, & Sar,
1991; Morimoto, Morita, Ozawa, Yokoyama, & Kawata, 1996). A nivel central estos
receptores se expresan de forma difusa en el hipocampo, hipotalamo e hipofisis. De
esta forma el cortisol ejercer su feedback negativo a nivel de las neuronas productoras
de CRH y ADH en el nucleo paraventricular, en hipofisis lo hace a nivel de las células
corticotropas o en distintas regiones del cerebro que se comunican con el hipotdlamo
(Bradbury, Akana, & Dallman, 1994; Burgess & Handa, 1992; Sawchenko, 1987)
(Fig.15).
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Fig. 15. Esquema del eje HHA y sus regulaciones fisioldgicas (simplificado).
La sintesis de POMC/ACTH en hipdfisis es inducida por CRH y ADH ademas de interleuquinas 1, 1, 2,
4, 6, LIF (Factor inhibidor de Leucemia), Ang Il, TNF-a y catecolaminas. La inhibicion de la sintesis de

POMC/ACTH se realiza a través del feedback negativo que ejerce el cortisol a nivel hipotalamico e
hipofisario, inhibiendo la sintesis y liberacion de CRH y ADH. También son inhibidores la dopamina y
somatostatina. Omitido para simplificar el esquema, la accién del sistema limbico y serotonina, entre otros

mediadores quimicos.
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4.5.Sindrome de Cushing

45.1. Generalidades

El Sindrome de Cushing (SC) es una enfermedad insidiosa, cronica y sistémica
causada por el exceso de cortisol circulantes de forma cronica, ya sea, por produccién
enddgena de la corteza de la glandula adrenal o de forma exdgena, como ser
tratamientos crénicos con corticoides (Kooistra, Galac, Buijtels, & Meij, 2009; Pivonello
et al., 2007). Esta caracterizado por una serie de alteraciones clinicas y bioquimicas
gue dan el cuadro tipico de este sindrome. Esta patologia lleva el apellido del
neurocirujano, Harvey Williams Cushing, quien la describié por primera vez en el 1932
(Kooistra & Galac, 2012). En humanos, es una enfermedad de muy baja prevalencia,
mientras que en el perro, es una de las endocrinopatias més frecuentes, junto a la
Diabetes Mellitus y al Hipotiroidismo (Behrend, 2015).

Al hipercortisolismo enddgeno se lo puede clasificar como dependiente o

independiente de la secrecion de ACTH:

4.5.2. Sindrome de Cushing ACTH-dependiente

El Hipercortisolismo Pituitario Dependiente (HPD) es comunmente llamado EC,
representa el 80-85% de los casos de perros con SC y se debe a la produccion
excesiva de ACTH por parte de adenomas hipofisarios.

Los adenomas hipofisarios funcionales y productores de ACTH se pueden originar en
la pars distalis de la hipofisis, también llamada area corticotropa, y se los conoce como
corticotropinoma (producido por células corticotropas), asi como también, en la pars
intermedia, ya que ambos tejidos son capaces de sintetizan POMC. Aproximadamente
el 70-75% de los adenomas son generados en el area corticotropa y el 20-25%
restante, en el I6bulo intermedio (Bosje et al., 2002; Kooistra & Galac, 2012; Kooistra,
Voorhout, Mol, & Rijnberk, 1997). Hay reportes de tumores mixtos. Es de gran
relevancia tener en cuenta el origen del tumor, ya que esto puede tener
particularidades fisiolégicas que podrian repercutir al momento del diagnéstico y en el
tratamiento de la enfermedad (Castillo et al., 2008).

Segun el tamafio tumoral, se los puede clasificar como macro y microadenomas (Asa

& Ezzat, 1998; Thapar, Kovacs, Laws, & Muller, 1993), intra y extraselares segun si se
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proyectan 0 no por encima de la linea imaginaria que une los bordes anterior y
posterior de la silla turca (Gallelli, Cabrera Blatter, & Castillo, 2010) (Fig. 16 y 17).

Se ha reportado que los perros con macroadenomas hipofisarios suelen ser
resistentes a la inhibicion con dexametasona al momento del diagnostico (Bosje et al.,
2002; Kooistra et al., 1997).

Adenoma intraselar Adennma extraselar Pars intermedia

Fig. 16. 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. 17. Macroadenoma hipofisario de perros con EC (necropsi a).

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).

En casos donde existe una desregulacién entre el hipotalamo y la hipéfisis, a causa de
una disminucion del tono dopaminérgico o por haber defectos en el receptor
dopaminérgico D2, se produce una pérdida de inhibiciobn en la sintesis de POMC,
habiendo posteriores aumentos en las concentraciones de ACTH (Colao, Lombardi, &
Annunziato, 2000; Pivonello et al., 2004). Estos incrementos se deben a que la
dopamina tiene efectos anti-mitogénicos, por lo que su déficit trae como consecuencia
el aumento de la ACTH y posible hiperplasia y desarrollo tumoral (Saiardi et al., 1997).
Existe otro causa de SC dependiente de ACTH, pero que no depende de sintesis y
secrecion proveniente de la hipdfisis, sino de una produccion ectopica de ACTH, como
sindrome paraneoplasico, por parte de carcinomas pulmonares, carcinomas tiroideos,
carcinomas timicos y bronquiales, feocromocitomas, entre otros. En medicina humana,
estan bien descriptos estos casos (Witek, Witek, Zielinski, Podgajny, & Kaminski,
2015). Todos ellos corresponden a tumores malignos, de muy dificil diagnéstico y
tratamiento. En medicina veterinaria, también se reporté el SC por produccion ectopica
de ACTH en perros (Castillo et al., 2014; Galac et al., 2005).
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4.5.3. Sindrome de Cushing ACTH-independiente

La causa mas comun de SC ACTH-independiente son los tumores de la corteza de la
glandula adrenal, secretores de cortisol, conocido como Hipercortisolismo Adrenal
Dependiente (HAD). Representan aproximadamente el 15-20 % del total de casos de
SC en perros. La mayoria son tumores unilaterales, aunque pueden presentarse de
forma bilaterales (Ford, Feldman, & Nelson, 1993; Hoerauf & Reusch, 1999; Newell-
price, Bertagna, Grossman, & Nieman, 2006).

Segun sus caracteristicas histopatologicas, se los puede clasificar en adenomas o
carcinomas, aunque su diferenciacion puede ser dificil. Se considera que los
carcinomas son mas agresivos por ser mas invasivos, infiltrativos y tiene la capacidad
de producir metastasis. En humanos, se utilizan de forma mas rutinaria una serie de
marcadores moleculares que permiten una mejor caracterizacién del tumor, ademas
de la histopatologia (Fottner, Hoeflich, Wolf, & Weber, 2004). Los carcinomas suelen
tener crecimiento expansivo, a nivel ecogréfico se puede inferir por presentar bordes
irregulares, y se los suele asociar a menor produccion de cortisol (Mendonca et al.,
1995). Segun el grado de anaplasia que manifiesten, los carcinomas son incapaces de
terminar la via de sintesis de esteroides, liberando a circulacion, ademas de cortisol,
aldosterona y andrégenos (Behrend et al., 2005; Fragoso et al., 2015; Hill et al., 2005;
Machida et al., 2008).

En medicina humana también esta descripto el SC ACTH independiente producido por
la presencia de receptores aberrantes o ilegitimos. Dichos receptores son aquellos que
se expresan de forma ectopica (no estén en la corteza de la glandula normalmente) o
gue se sobre-expresan en forma eutodpica (si se expresan normalmente en la corteza
adrenal), y que tienen la capacidad de estimular la sintesis de esteroides como
también favorecer el desarrollo de hiperplasia o neoplasia en la glandula adrenal
(Christopoulos, Bourdeau, & Lacroix, 2005; Newell-price et al., 2006). Se han
identificado numerosos receptores ectopicos: para B-adrenérgicos, para el péptido
inhibidor géstrico (GIPR), para vasopresina (V2R y V1bR), para Ang Il y para
glucagén. Dentro de los eutOpicos se detecté la sobreexpresion de receptores de:
serotonina, de hormona luteinizante (LHR) y de vasopresina (V1aR) (Christopoulos et
al., 2005; El Ghorayeb, Bourdeau, & Lacroix, 2015; Newell-price et al., 2006).

En la actualidad otros receptores ectopicos estan siendo estudiados como el de
interleuquina -1, TRH y FSH (Christopoulos et al., 2005). Todos ellos pertenecen a la
superfamilia de receptores de membrana acoplados a proteina G, por lo que
comparten vias intracelulares similares, siendo capaces, de esta forma, de estimular la

esteroidogénesis (Lacroix, N'Diaye, Tremblay, & Hamet, 2001).
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En medicina veterinaria, se han reportado casos de SC por receptor aberrantes de LH
en hurones y en perros por presencia de GIP (Galac, Kars, Voorhout, Mol, & Kooistra,
2008; Schoemaker, Kuijten, & Galac, 2008).

En humanos, también se describe como otra causa de SC ACTH-independiente, a la
hiperplasia macro o micronodular adrenal (Fragoso et al.,, 2015), posiblemente

asociada a receptores ilegitimos. Esta condicion todavia no fue reportada en perros.

4.5.4. Aspectos clinicos del Sindrome de Cushing

El SC es una de las enfermedades endocrinas que se presenta con mayor prevalencia
en el perro. Se observa principalmente en adultos o gerontes, aunque también se
puede presentar en animales jovenes de entre 2-4 afios. Hay evidencia de una mayor
predisposicion en hembras que en machos (Gallelli et al., 2010; Reusch & Feldman,
1991). No hay preferencia por alguna raza en particular, se presenta tanto en perros
mestizos como de raza.

Los signos clinicos caracteristicos del SC se deben al 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 cutdnea, que dan un aspecto apergaminado y traslucido de la misma,
sobre todo en zonas abdominal e inguinal trasluciéndose los vasos sanguineos;
hiperpigmentacién, comedones, calcinosis cutis), fragilidad capilar que acompafa 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, disnea o jadeo intenso asociado a
posible tromboembolismo pulmonar, entre otras manifestaciones clinicas (Behrend,
2015; Kooistra & Galac, 2012) (Fig. 18 y Fig. 19).
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ro con SC — Jack Russell, 4 afios de edad

Fig. 18. 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).

Fig. 19. Aspecto clinico clasico de un perro con SC — caniche, 12 afios.
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Se observar marcada prominencia abdominal, amplia zona de alopecia en dorsal y lateral del lomo, pelo

irsuto y fino. (Paciente particular — Vidal 2018).



4.5.5. Diagnostico del Sindrome de Cushing

El diagnostico del SC se basa en la signologia clinica, en andlisis bioquimicos de
rutina y enddécrinos especificos, y en el andlisis de las imagenes, ya sea Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) y ecografia abdominal. Todos ellos son fundamentales y
complementarios para poder llegar a un diagndstico certero del origen del SC.

El diagnostico de la EC se realiza teniendo en cuenta la presencia de los signos
clinicos caracteristicos de la enfermedad, la estimulacion con ACTH (que consiste en
la medicion de cortisol basal y a hora post-estimulacion, con 0,25mg de ACTH
endovenoso, Synacthen®), y 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 mafiana siguiente, se toma la
dltima muestra de orina en otro recipiente, para evaluar RCC, segun lo reportado por
Kooistra and Galac, 2012. El diagnéstico de HAD también se realiza teniendo en
cuenta los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad, el incremento de la RCC,
acd es importante la resistencia a la supresion con altas dosis de dexametasona.

La forma de poder diferenciar el HAD de las formas no suprimibles de EC, es
midiendo las concentraciones plasméaticas de ACTH y comparandola con los valores
de la RCC.

De forma paralela, se debe realizar el diagndstico por imagenes correspondiente: en
primer lugar se realiza la ecografia abdominal, para la evaluacion de las glandulas
adrenales tanto en su morfologia como en tamafo (pudiendo agregarse la imagen
doppler color para evaluar su vascularizacion), y luego, a través de RMN de regién
sellar, se visualizara la hipdfisis y la region de la silla turca (Gallelli et al., 2010; Miceli,
Cabrera Blatter, Gallelli, Pignataro, & Castillo, 2014). Puede agregarse en segundas
instancias la Tomografia Axial Computada (TAC) para una mejor evaluacion de la
relacion entre las glandulas adrenales y los grandes vasos en caso de haberse

evidenciado por ecografia una masa adrenal.
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4.6. Alteraciones metabdlicas del Sindrome de Cushi ngy

comorbilidades asociadas

Los signos clinicos son acompafiados de otras comorbilidades asociadas que son una
consecuencia del hipercortisolismo crénico, como la diabetes mellitus, dislipemias,
intolerancia a la glucosa en ayunas e insulinorresistencia, hipertension arterial y
obesidad con predominio del depdsito de grasa abdominal y visceral (Cabrera Blatter
et al, 2012). La combinacibn de obesidad central, hipertensién arterial,
insulinorresistencia, intolerancia a la glucosa e hipertrigliceridemia se conoce como
Sindrome Plurimetabdlico.

También se han descripto alteraciones del metabolismo fosfo-calcico,
hipercoagulabilidad (Feelders, Pulgar, Kempel, & Pereira, 2012; P. Vidal, Miceli, &
Castillo, 2016) y desarrollo de enfermedad renal y falla cardiaca.

Estas comorbilidades tienen la particularidad de permanecer aunque se haya podido
disminuir el nivel de cortisol en sangre, luego de su diagnostico y tratamiento

adecuado.

4.6.1. Sindrome de Cushing e Hipertension

El SC esta asociado a un conjunto de comorbilidades (seccién comorbilidades), entre
ellas una de gran impacto y prevalencia es la hipertension arterial. Esta es una de las
complicaciones sistémicas mas comunes en el SC debido al exceso de corticoides en
circulacion de forma crénica y sostenida por largos periodos de tiempo, es decir
asociada a la duracion del hipercortisolismo (Lien, Hsiang, & Huang, 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, Smyrnaki, & Chrousos, 2006), y 60% en chicos y
adolecentes (P. Smets, Meyer, Maddens, & Daminet, 2010), siendo del 20-22% en SC
exdgeno (Isidori, Graziadio, et al., 2015). En veterinaria, especificamente en perros, se
vio que entre el 59-86% de los perros con SC enddgeno no tratado presentan
hipertensién sistémica al momento del diagnostico (P. M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra,
et al., 2012; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Meij, et al., 2012).
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Existe pequefias diferencias en los porcentajes de prevalencia reportos en perros
debidas al método de medicion utilizado (Goy-Thollot, Péchereau, Kéroack, Dezempte,
& Bonnet, 2002; Lien et al., 2010; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra, et al., 2012), y
ademds, 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 en perros con SC evaluados y especificamente de EC, pero ademas
encontramos que el 20% de la hipertension arterial se debia al incremento Unicamente
en la presion diastolica (PD) (P. N. 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 actian en la regulacion de volumen
plasmético, del gasto cardiaco, de la resistencia periférica total y renovascular
(Magiakou et al., 2006; P. 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, Graziadio, et al., 2015; Ulick, Wang,
Blumenfeld, & Pickering, 1992), los glucocorticoides en estados de hipercortisolismo
cronico, potencian la actividad inotrépica del corazén, aumentan la respuesta de
receptores B-adrenérgicos a catecolaminas (Heaney, Hunter, Sheridan, & Atkinson,
1999; Yang & Zhang, 2004) ya que aumentan la sensibilidad a la accion de las
catecolaminas y del sistema nervioso simpatico, disminuyen la vasodilatacién a través
de la alteracién 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, Jaryal, Jyotsna, & Deepak, 2011,
Yang & Zhang, 2004).

El NO cumple un rol importante en la vasodilatacion y relajacién del musculo liso
vascular, impide la adhesion, activacion y agregacién paqueteria, y tiene efectos
antitrombaéticos 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).

Los glucocorticoides en exceso, como ocurre en el SC, tienen la capacidad de tener

accién mineralocorticoidea ya que pueden unirse a receptores de MR ademas de
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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 113-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; P. 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, Graziadio, et al., 2015; Magiakou et al.,
2006; P. Smets et al., 2010).

La Endotelina-1 (ET-1), potente vasoconstrictor, fue reportado aumentado por accién
de los glucocorticoides; tiene implicancias en la hipertensién y arteriosclerosis en
humanos. Se demostrd correlacion positiva entre hipercortisolismo y niveles altos de
ET-1 (Isidori, Graziadio, 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
Angiotensindgeno, sintetizado mayormente en higado, en Ang |, y finalmente ésta
dltima es convertida en Ang Il por la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
primeramente en la circulacion pulmonar (Magiakou et al., 2006), aunque también es
formada por otras enzimas no-ECA (enzima generadora de Ang Il sensible a la
quimiostatina, catepsina G) en los tejidos (D. A. Duprez, 2006).

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. EI AT1 cuyas acciones
principales son: retencion de sodio, vasoconstriccion, formacion de aniones
superoxido, inflamacion, proliferacion, fibrosis, trombosis; y el AT2 tiene acciones
vasodilatadoras, antiproliferativas y de induccion 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 (D. A. Duprez, 2006).
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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,
Barker, & Berk, 2005).

La Ang ll, tiene otras funciones que estan involucradas en los mecanismos del
desarrollo de hipertension sistémica, ademas de la accibn comidnmente conocida
como potente vasoconstrictor. Dichas funciones son: capacidad para inducir
inflamacidén vascular, alteraciones en la permeabilidad y reclutamiento de leucocitos de
la circulacion hacia el tejido intersticial a través de la estimulacién 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 (D. A. 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
remodelacién vascular (Suzuki et al., 2003). También permite agregacion y activacion
plaguetaria (D. A. 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 produccién de
especies reactivas del oxigeno (Touyz, Tabet, & Schiffrin, 2003), en especial el anion
superoxido, que colabora en la disfuncion endotelial (Endemann & Schiffrin, 2004;
Schiffrin, 2004a) impidiendo la formacion de NO. Esto es de gran relevancia en la
patogenia de la hipertension, ya que hay varios mecanismos involucrados que atentan
contra la vasodilatacion, favoreciendo la accién vasoconstrictora y disfuncién
endotelial, que contribuyen no solo a la hipertension sino también al riesgo de
trombosis por verse afectada la capacidad fibrinolitica fisiologica (Prazny et al., 2008) .
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 rifibn como provenir de la circulacidn sistémica. Sus receptores
se encuentran en el glomérulo como en los vasos de los tdbulos (Yamada, Sexton,
Chai, Adam, & Mendelsohn, 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 patoldgicas como
hipertensién, coagulacion, inflamacion y hipertrofia e hiperplasia de células musculares

lisas de vasos sanguineos (D. A. Duprez, 2006).
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Por otro lado, la Aldosterona, hormona esterdidea, potente mineralocorticoide,
sintetizado por la zona glomerular de la corteza adrenal, es la encargada de la
reabsorcion de sodio y agua y excrecion de potasio y protones a nivel renal, es un
regulador hidroelectrolitico y del volumen y presion sanguinea (D. Duprez, De
Buyzere, Rietzschel, & Clement, 2000).

Se describen sus acciones como “genomicas” y “no gendmicas”. Genomicas, las
conocidas, de accién lenta, mediada por sus MR, que son receptores intracelulares, y
por lo tanto permiten transcripcion 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
sefalizacién con segundos mensajeros (Fuller & Young, 2005; Good, 2007).

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

Desempefia un rol importante en el desarrollo de hipertension arterial y remodelacion
vascular con engrosamiento, fibrosis y perdida 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 visto también una
produccion local, en vasos, cerebro (Gomez-Sanchez, Ahmad, Romero, & Gomez-
Sanchez, 2005) y rifion (Xue & Siragy, 2005). Se demostro la presencia de ARNm de
CYP11B2, principal enzima para sintetizar aldosterona, en rifién por Xue and Siragy,
2005, aunque no influye en la circulacion sistémica.

La aldosterona cumple un rol en el desarrollo de hipertensién a través del compromiso
vascular, cardiaco y renal por su acciébn 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
(D. Duprez et al., 2000; Schiffrin, 2004b).
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4.6.2. Sindrome de Cushing y Enfermedad Renal

Los glucocorticoides influyen desde el desarrollo al rifidn 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 aquaporinas (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, Walker,
Wintour, & Moritz, 2007).

La exposicidn 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 (GFT) (Baas, Schaeffer, & Joles, 1984; P.
M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra, et al., 2012; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Meij, et al.,
2012), densidad urinaria (P. 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, alteracion 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, Sprague, & Kernohan,
1957; P. Smets et al., 2010).

Entre 50% y 75% de los perros con SC, presentan proteinuria al momento del
diagnostico (Lien et al., 2010; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra, et al., 2012) vy 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).

La hipertensién sistémica conduce a un aumento de la presion hidrostatica capilar que
causa hiperfiltracion a nivel renal (P. 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
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en humanos, perros y gatos, por acelerar el deterioro de la funcion renal (Lees, Brown,
Elliott, Grauer, & Vaden, 2005).

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

Existe evidencia que lo triglicéridos y el colesterol elevados, como las dislipemias,
presentes en endocrinopatias (Smaji¢, Hasi¢, & Rasi¢, 2018), generan dafio
glomerular favoreciendo la enfermedad renal y proteinuria (J. Chen et al., 2004,
Kasiske, O’'Donnell, Garvis, & Keane, 1988).

El sindrome metabdlico, cuadro que comparte alteraciones comunes con el SC
(obesidad abdominal, resistencia a la insulina, hipertension, hiperglucemia y
dislipidemia), todas estrictamente estan asociadas con obesidad (Boscaro, Giacchetti,
& Ronconi, 2012).Y la obesidad esta asociada con la hipertensién sistémica y

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

4.6.3. Sindrome de Cushing e Hipercoagulabilidad

Las complicaciones trombdéticas secundarias a enfermedades se estan reportando con
mayor frecuencia en medicina veterinaria. En perros, muchas enfermedades se
asocian con la predisposicién 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, Lamb, & White, 2000).

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, Hopper, Herrera, & Johnson, 2010; Park et al., 2013) (Fig.
20), donde la complicacion mas frecuente es el TEP (Fig. 21) con alta tasa de
mortalidad (Burns, Kelly, Hornof, & Howerth, 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 hiperactivacion de
los sistemas de coagulacion 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, Owing, Ortega, Gosselin, &

Feldman, 2001) a causa de la disfuncion endotelial, hipercoagulabilidad y estasis
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vascular como consecuencia del hipercortisolismo crénico (Obiols Alfonso, Biagetti
Biagetti, Chacén Oreja, & Salvador Rodriguez, 2014).

Por ejemplo en humanos, el SC se asocia con el desarrollo de embolia pulmonar y
trombosis venosa profunda con riesgo de muerte (Small, Lowe, Forbes, & Thomson,
1983). Se comunicO que un 22% de perros con nefropatia perdedora de proteina por
dafio glomerular también presentaron tromboembolismo arterial y venoso como

complicacién secundaria (Cook & Cowgill, 1996; de Laforcade, 2012).

Fig. 20. Tromboémbolo en Arteria Aorta distal en perro 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 ecogréfica
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).

Fig. 21. 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).
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Los mecanismos fisiopatolégicos involucrados en la formacién de trombos se lo
conoce comunmente como “la Triada de Virchow”, su nombre deriva de quien realizé
el aporte que fue un médico y patélogo aleméan 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 activacién plaquetaria y de los factores de coagulacién, reduccion de los
anticoagulantes enddgenos y/o una fibrindlisis reducida (de Laforcade, 2012).

Por otro lado, los mecanismos de coagulacion estan correctamente balanceados para
que de forma fisiolégica la sangre fluya normalmente y ante una injuria en un vaso, se
forme un codgulo el cual bloquee la salida de sangre. Las complicaciones ocurren
cuando no existe un correcto balance entre todos estos mecanismos.

Los glucocorticoides inducen hipercoagulabilidad en el SC (Obiols Alfonso et al.,
2014), esto sumado a sus comorbilidades contribuyen al riesgo de trombosis como la
obesidad visceral, hipertension, alteracion en el metabolismo de la glucosa,
hiperlipidemias, alteraciones cardiovasculares (Trementino et al., 2010). Este efecto
provocado por los glucocorticoides, endégenos como los exégenos provenientes de
tratamientos de terapias prolongadas de prednisolona, dexametasona,
metilprednisolona, producen el mismo efecto (Isidori, Minnetti, Sbardella, Graziadio, &
Grossman, 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 hipofiblinolisis (Klose, Creevy, &
Brainard, 2011). Algunos factores de coagulacion que se describen involucrados son el
factor I, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIIl, FvW, PAI-1, ATIII (Erem et al., 2009; Fatti et al.,
2000; Klose et al., 2011; Manetti et al., 2010; Trementino et al., 2010; P. 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
plaguetas, encargada de mediar la adhesion de estas Ultimas al subendotelio vascular
en caso de injuria (Giblin, Hewlett, & Hannah, 2008). Este factor es liberado luego de

la activacion de las plaquetas.
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El PAI-1 tiene como funcion 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, Fujita, Hutzelmann, Mayer, & Shebuski, 1991). Estudios en ratones
muestran que también se encuentra en corazén, pulmén, aorta, musculos, higado,
tejido adiposo, y se vio presencia de genes para su expresion 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, Hoyhtya, & Jarvinen, 1990; Trementino et al., 2010).

La ATIII, es un inhibidor de serina proteasa (serpina), de 58000 - 65000 Dalton, similar
a la albumina (Donahue, Brooks, & Otto, 2011; Kauffmann, Veltkamp, Van Tilburg, &
Van Es, 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 I
activado) y el factor X activado (Flores-Rivera, Meza-Marquez, Nava-Lopez, &
Ramirez-Morales, 2014; Isidori, Minnetti, et al., 2015) . Permite mantener la sangre
fluida y regula la formacién de coagulos.

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,
Hopper, Mellema, & Johnson, 2013; Nelson & Andreasen, 2003; Stokol, Brooks, Erb, &
Mauldin, 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 and 1 Pit bull), siendo el rango etario de 4 a 15 afios (mediana de 9.9 afos)
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, Kooistra, Teske, & Rijnberk, 1997)
estimulacion con ACTH (medicion del cortisol basal y a la hora post administracién
endovenosa 0,25 mg de ACTH), medicién de ACTH plasmatica, ecografia abdominal
donde se evaluaron glandulas adrenales, morfologia y tamafio, y RMN de la regién
sellar (Gallelli, Cabrera Blatter, & Castillo, 2010; Miceli, Cabrera Blatter, Gallelli,
Pignataro, & Castillo, 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
participar 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 institucién, 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, Salman,
Lappin, & Wrigley, 1996; R Novellas et al., 2008; Rosa Novellas, Espada, & De
Gopegui, 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 CaNas-Sn RADIOFARMA® TC, 3-4mCi o 111-148 Mbq) a una distancia fija de
26 cm sobre el centro de la cdmara 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 parametros: 1) GFT; 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 GFT debe ser >3ml/kg/min para un rifion sano, siendo indicativos
de insuficiencia renal subclinica valores entre 1.2 y 2.7 ml/kg/min y azotemia a valores
<1.2 ml/kg/min. ElI RT considerado normal es <3.5 minutos, correspondiendo a rifiones
con alteracion funcional valores que >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 vy 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-enzimético
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 patolégicos 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). Las corrida en PM = 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, Bonfanti, &
Zatelli, 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
evaluo si existe asociacion entre la presion arterial, UPC vy el indice de resistencia de
la arteria renal, calculandose el Odds 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 diagnostico de EC, natural y no inducido, obtenidos de la Unidad de
Endocrinologia del Hospital Escuela FCV-UBA, seglin se fueron presentando a la

consulta de la especialidad. El diagnostico de EC se realizo 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 institucién, consistente en suministrar una combinacion 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), tension 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.

(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.

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, V &
Davey, 1986), también se ha tenido en cuanta la posologia de otros inhibidores a;-
adrenergicos usados en perros en enfermedades renales (S. Brown, Elliott, Francey,
Polzin, & Vaden, 2013).

Se agrega otro grupo control o testigo, Grupo E, 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
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proteinuria de los tratamientos renoprotectores probados, eliminando posibles efectos
sobre proteinuria que podria ejercer el tratamiento de la EC. (Grupo E: UPC (+),

normotensos n=6)

Comparar la efectividad del
GrupoA- n=6 Doxazosina  tratamiento renoprotector
& e hipotensor indicado.
= nipo . E
UPC (+) GrupoB: n=6 Enalapril
Grupo | GrupoE: n=6 CONTROL UPC.
de trabajo = nomotensos \
: . Solo tratamiento
Grupo GrupoB: n=6 Doxazosina pars EC
UPC ()

Grupo C: 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 disminucion de proteinuria y de la
presién arterial de los farmacos a comparar. Se midio: UPC y presién 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, vy

posteriores a modo de control del estado general.

El procedimiento de toma de muestras y analisis 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).

Se realiz6 la comparacion entre los efectos hipotensores de los 2 farmacos aplicados,
como también, cual ejercia mejor efecto renoprotector, es decir, lograba reducir la

proteinuria.
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Para las comparaciones, se realiz6 la diferencia de cada variable medida, es decir, la
diferencia entre la medicion de parametros final (a los 3 meses) menos la inicial, es
decir: Delta UPC, Delta PS, Delta PD.

De esta forma los resultados se obtuvieron como valores numéricos “negativos” en su
mayoria y los graficos se representaron, por ende, hacia abajo evidenciado la

“reduccion” de dicho parametro.

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 realizdé 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 realizé el diagnostico explicado
previamente; si cumplian con los parametros de inclusion 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 congeld a -80°C hasta su procesamiento.

También se realiz6 extraccién de sangre para las mismas determinaciones, a un grupo

de perros sanos, grupo control o testigo (mismo grupo de la Experiencia 1).
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*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 Ill se midié6 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 medicién de fibrindgeno (F)).

Actividad de AT Ill'y 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.

> El andlisis estadistico utilizado fue el Test exacto de Fisher calculandose el OR,
especificidad y valor predictivo negativo. Se estudié la correlacion entre las variables

(Spearman test). Software GraphPad 5, USA. Siendo significativo P<0,05.
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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 afios (rango 6-13 afos).

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 |l

”

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 extraccién de sangre
se separo el suero por centrifugacion y se congel6 a -80°C hasta su procesamiento.

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).
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Luego se realiz6 la extrapolacion y obtencion 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 distribucion no paramétrica.

Los resultados obtenidos fueron expresados como mediana.

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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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. 22).

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-PD (P<0.001).
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Fig. 22. 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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b)

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 GFT y RT (Fig. 23).

El GFT (Fig. 24) 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. 24) estuvo alterado (>3.5 y <5
minutos) en 7/20 perros (35%), coincidiendo con aquellos en que el GFT 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. 23. 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 (GFT), 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. 24. Tasa de filtracion glomerular total (GFT) y tiempo de reactividad (RT) en perros con EC.

Circulo blanco: PS. Circulo negro: PD. El recuadro indica el area de normalidad para el GFT 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.25) fueron significativamente
elevadas (P<0.0001) en los perros con EC. Por el contrario, las concentraciones de
NO nit/nit (Tabla 1 y Fig.25) 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. 25. Concentraciones de cortisol plasmatico y NO nit/nit en los perros control y con EC.
Cada circulo representa un perro, circulo y triangulo blanco: controles, circulo y triangulo 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. 26) 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. 27). 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 GFT (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. 27). También se hallo
correlacion con la UPC (r= 0.8; P<0.001) (Fig. 28), 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 GFT
(r=- 0.58; P=0.007) de forma negativa (Fig. 28).
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El IR correlacioné (Fig.29) 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 asociacion 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 13
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 GFT no se
hall6 correlacion (r=-0.34; P=0.14).

Finalmente, el GFT no present6 correlacién con el cortisol (r=-0.16; P=0.5), habiendo
correlacion con el NO nit/nit (r = 0.54; P=0.004).
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Fig. 26. Correlacion entre el NO nit/nit y el cortisol 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. 27. 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. 28. Correlacion entre la UPC (A) y GFT (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 GFT se vera afectada por la PD (B), aunque en menor medida dado el valor de la

correlacion. (Adaptado Vidal et al. 2018).

pag. 76



RIE

= (6% P=0, 0007
-
_E -
-
&
«3
™
[T % - -
b "
]
': -
L ]
U L ] L]
2 .
E (X l-. .
. -
- »
2 .
-]
=
.4
i 2 i B Q 2
B) 4 : b I 1
(R Cortisol {p/dL)
r=-E3: P 0014
.
L
= .
=
&
.E ILH= - - "
T
=
o - ™
= *s -
3 -
:E KT s - -
ﬁ -
g ™
- .
-
=
4
[IA1] L3 1. 1.5 i 25 .0 A5 4.0

MNO nit/mit fmmoelimL )

Fig. 29. Correlacion entre el IR vs. cortisol plasm  atico (A) y el NO nit/nit (B).
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y en menor medida por el NO (B) segun arrojo el valor de la correlacion. (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 vio que no hubo diferencias
significativas en la disminucién del UPC entre los tratamiento con Enalapril como con
Doxasozina mesilato, respectivamente, comparandolos entre si. Se analizd la
diferencia, es decir: 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. 30).

2_
[
0 @ I
(] |
g -2-
S e |-
S
g
-6- o o
[
'8 I I
A: Enalapril B: Doxazosina

Fig. 30. 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
encontré con el Grupo control D (UPC -), es decir, que ambos tienen efecto en reducir
proteinuria:

Grupo A vs D: (-2,22 y -0,01) P-valor oysp= 0,03 y

Grupo B vs D: (-2,5y -0,01) P-valor g sp= 0,005. (Fig. 31)
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Fig. 31. 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 vio 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 decir que, si bien ambos farmacos tienen un efecto renoprotector, ya que
colaboran en la disminucion del UPC, seria mas efectiva la Doxazosina, respecto al

Enalapril. Se grafican las medianas (Fig. 32.)
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Fig. 32. 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 vio que no hubo
diferencias significativas para disminuir la PS entre los grupos Ay B:

[A: -19 vs B:-18,5) P-valor, 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 vio 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. 33)
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Fig. 33. 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 vio diferencias entre los tratamientos del:
Grupo A vs B (A: -9 vs B: -37) P-valor 5sg= 0,037.

Grupo A vs D (A: -9 D: 0,5) no hubo: P-valor, s p= 0,05

pero si entre A vs E (E: 1,5) P-valor 5 sg= 0,04.

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

si hubo diferencia significativa coincidiendo ambos con un P-valor g ysp, g vs e = 0,002.

Y finalmente C vs E también dio diferencia significativa (C: -30)
P-valor ¢ ysg= 0,008.
Si bien ambos farmacos hipotensores son efectivos para reducir PD, se vio que entre

ambos, seria mas efectiva la Doxazosina para reducir la PD. (Fig.34.)
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Fig. 34. 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 A vs E: P-valor=0,04; entre Bvs Dy B vs E: **P-valor= 0,002; entre C vs E: **P-valor=
0,008.

Los valores de bioquimica general (urea, creatinina, albumina, 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 Il y DD:

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

En 9/26 (34,6%) tanto la ATIII como el DD estuvieron alterados, habiendo asociacion
entre ambos (P-valor=0,002, OR: 0,04; 95%CI: 0,004-0,3) teniendo una correlaciéon
inversa (r=-0,5; P-valor=0,008) (Fig. 35).

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. 36) y con el DD+
(P-valor=0,008, OR: 0,06; 95%CI: 0,008-0,4) (Fig. 37) correlacionando los valores de
UPC con ATIII (r=-0,75; P-valor <0,001) y con DD (r=0,67; P-valor=0,004).
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La presidn sistdlica y diastélica, no presentaron asociacién ni correlacién estadistica
con ATIIl, DD y UPC.

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 mostréd evidencias de tromboémbolos.

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

[ DD-
[ DD+

P<0,002; OR:0,04 (C195%: 0,004-0,33)
20+

154

ek

n° de casos

104

AT<80 AT>80

Fig. 35. Asociacion entre DD y AT Il
El DD+ se asocia con menor actividad de AT Ill y un DD- se asocia con mayor actividad de AT IIl.

Teniendo correlacion inversa (r=-0,5; P-valor=0,008).
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Fig. 36. 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)
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Fig. 37. 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).
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8.3.2. PAI-1, FvW y NO:

Las concentraciones del FYW y PAI-1(Fig. 38 y 39) 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. 40).

Tanto el FvW como el PAI-1 correlacionaron (Fig. 41) 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. 38. Concentracién de FVW entre testigos y cushing (EC).

Concentracion significativamente mayor de FVW en el grupo de perros con EC respecto al grupo testigo o
control. FvW: 4,2+0,3 vs 2,740,3 ng/ml, P-valor=0,003.
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Fig. 39. Concentracion de PAI-1 entre testigos y cushing (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).

P<0.0001
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Fig. 40. Concentracion de NO entre testigos y cushing (EC).
Concentracion significativamente mayor de NO en grupo testigo o control respecto a grupo con EC. NO:

540,3 vs 1,740,2; P-valor <0,0001.
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Fig. 41. 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).

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 5,22 pg/ml vs 5,12 pg/ml respectivamente, P-valor= 0,8. (Fig.42.)
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Fig. 42. 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 Il:

Los concentraciones de la Angiotensina Il arrojaron diferencias significativas entre los
testigos sanos y los perros que presentaban EC, siendo sus valores respectivamente:
0,05 ng/mly 0,07 ng/ml con un P-valor< 0,0001. (Fig. 43)
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Fig. 43. Concentracion de Ang Il en testigos vs cushing (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 fue perros con SC. Si bien en humanos, es una enfermedad de muy baja
prevalencia y dificil de diagnosticar, 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; P. M. Y. Smets,
Lefebvre, Kooistra, 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, Li, & Whitworth, 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; P. Smets et al., 2010), remodelacion
vascular y disfuncion endotelial entre otros, mencionados en el apartado SC e
Hipertension (Chandran et al., 2011; Isidori, Graziadio, et al., 2015; Iuchi et al., 2003),
seria una de las causas de la HTA, evidenciandose por la importante correlacién
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; R Novellas et al., 2008; Hurley & Vaden, 1998; Ortega et al.,
1996), segun el autor y segln consideren uno o ambos tipos de presiones y el método
de medicién. 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 hallo la situacion
contraria, elevada la PS con la PD normal. De haberse considerado unicamente la PS,
s6lo el 60% de los perros serian hipertensos, por lo que es muy probable que su
incremento sea mas tardiamente conforme la enfermedad siga su curso y se vean mas
afectados los mecanismos vasodilatadores y se incorporen los otros mecanismos
mencionados para desarrollar hipertension (Magiakou et al., 2006; Novellas et al.,
2008; Wehner, Hartmann, & Hirschberger, 2008) y por eso, ademés de la metodologia
de evaluacion 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
(P. N. Vidal et al., 2018). Para respaldar lo dicho, en un trabajo se encontré 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 correlaciono y asocioé con la disminucién del GFT. 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 hallo 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 GFT (Cianciolo, Hokamp, & Nabity,
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 GFT 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; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra, 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. El 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 obstruccidn uretral se ve afectado y
hay reportes de alteraciones limitadas al glomérulo donde aparece normal (Platt, Ellis,
Rubin, DiPietro, & Sedman, 1990), por lo tanto, con un valor de IR<0.7 no se debe
descartar el dafio renal siendo indicativo que el riidn aun puede recuperarse. Por el
contrario, un valor de IR>0.7, asociado a hipertension 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 GFT >3ml/kg/min). Por razones metodoldgicas 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, Bianchi, Baldari, & Campese, 1998; Janssen, Twickler, Jublanc,
Cramer, & Bruckert, 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 Y. 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 (méas
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 diastolica y UPC en valores ya mayores 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 GFT 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 disminucién del flujo plasmético renal (Denton, Li,
Anderson, & Whitworth, 2001).

Si bien los glucocorticoides administrados en corto tiempo incrementan el GFT (Wen,
Li, & Whitworth, 2000) la exposicién cronica como en el caso del SC provocan el
efecto opuesto (Haentjens et al., 2005; P. M. Y. Smets, Lefebvre, Kooistra, et al., 2012;
P. Smets et al., 2010) ya que existe un efecto contraproducente y a largo plazo el
efecto del cortisol sobre la GFT persiste incluso en individuos con remisién del SC.
Considerando que la mayoria de los perros estudiados (65%) present6 el GFT normal,
pese a ya tener afectado el IR y presencia de proteinuria, indicaria que la filtraciéon 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
osmorregulacién a nivel central para su liberacion (Baas et al., 1984; Knoepfelmacher
et al., 1997). Tanto el GFT 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 evalu6 en un momento puntual y no prospectivamente tanto al
cortisol como el GFT 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 (S. A.
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 excrecién 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 aj -
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
Pupe et al.,, 2013). Se vio que tiene cierta accibnh aumentando la apoptosis y
reduciendo el crecimiento prostatico (Remaley, 2007) y otros usos estan en
investigacion.

Es ampliamente conocido el efecto renoprotector del Enalapril, reduciendo la excrecién
de proteina urinaria y controlando la hipertensién, mecanismo logrado por la dilatacién
de la arteriola eferente (S. A. Brown et al., 2003). De esta forma se opondria a la
accion de la Ang I, que si bien provoca vasoconstriccion de la arteriola aferente como
la eferente, hay estudios que indican que actuaria particularmente en la eferente
(Carmines, Perry, Hazelrig, & Navar, 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 reduccion de la proteinuria con el tratamiento del Enalapril respecto al
inicio del tratamiento y comparandolo Iégicamente 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). S6lo se vio una diferencia significativa
entre el grupo By el grupo E.

El grupo E corresponde a animales con proteinuria pero sin hipertension, el objetivo de
este grupo es tratar que aquellas variaciones en la proteinuria debidas a la EC y al
tratamiento especifico de la enfermedad sean contempladas. En este trabajo el
analisis siempre fue utilizando el “delta” o variacion (concentracion final — inicial).

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
tomamos una muestra basal al inicio y otra a los 3 meses, ya que hay evidencia no
solo en trabajos sino en nuestros pacientes, en el Delta UPC que muestran que Si
tiene efecto, solo que la que mas efecto tendria es la Doxazosina.

En un trabajo donde se utilizd el Enalapril, mencionan que dentro del mes del
tratamiento deberia comenzar a verse la reduccion en la proteinuria (S. A. Brown et al.,
2003), los resultados de dicho trabajo resultan demasiado rapidos, no fue nuestro caso
con ninguno de los 2 farmacos probados, no se encontr6 trabajos similares como ese
ultimo sobre la Doxazosina tampoco. 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 (D. A.
Duprez, 2006; Magiakou et al., 2006), que no estarian siendo bloqueadas con el
Enalapril, pudiendo haber formacién local y sistémica por estas otras enzimas y
actuando sobre los receptores AT1, que son los involucrados y conocidos, hasta el
momento, con los efectos nocivos, al mismo tiempo existe formacion de otro péptidos
derivados de Ang | y Ang Il gue si bien no se saben sus efectos aun, estan en estudio,
podrian verse involucrados (D. A. Duprez, 2006; Watanabe et al., 2005). También, los
diversos mecanismos que constituyen a la hipertensién en el SC, no estarian siendo
blogueados por este farmaco, por lo que podria estar impedido su efecto renoprotector
indirectamente por no poder regular tanto a la presion 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, ya que no es suministrado
en consultorio (por tratarse de farmacos de uso diario y via oral, en pacientes que no
requieren internacion), por lo tanto 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 reduccién de la excrecion urinaria de proteina (Jyothirmayi,
Alluru, & Reddi, 1996; Mori, Matsubara, Nose, & Shibasaki, 2001). En medicina
humana es utilizado en pacientes con enfermedad renal de forma segura, con objeto
de reducir la presién y evitar un mayor deterioro producto de la hipertension (Roble et
al., 2005).

Podemos encontrar receptores a;-adrenergicos en las células del musculo 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 rindn es un oOrgano altamente vascularizado e inervado, por tal motivo la
estimulacion adrenérgica es tan relevante en el desarrollo de la hipertension (de
Leeuw, Van Es, de Bos, & Birkenhager, 1986). La estimulacién de estos receptores
incluye vasoconstriccion general e intrarenal, aumento de la renina, reabsorcion 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 retencion de iones y agua, tiene cierta controversia, ya que hay reportes
mencionando como un efecto adverso del uso de farmacos bloqueantes aq;-
adrenergicos, como la doxazosina, a la expansion de volumenes de liquidos
corporales (Roble et al., 2005), pudiendo asociarse esto con una evolucién a 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 accidn para ejercer su efecto antihipertensivo
(Holdaas et al., 1995; Jekell, Kalani, & Kahan, 2017; Kanazawa et al., 2004; Mori et al.,
2001), donde al bloquear de forma selectiva el receptor a, -adrenérgico, como lo hace
la doxazosina, se impide la union 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 ya que hay trabajos que demuestran que genera vasodilatacion pre
glomerular de las arteriolas, a través de la inhibicién de la vasoconstriccion dada por la
noradrenalina (Mori et al., 2001), mejorando la filtracion 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 hipertensién juntas inducen mas dafio glomerular, que por
separado (Mori et al., 2001). Se vio entonces que los pacientes que recibian
doxazosina tenian una disminucion en los triglicéridos y colesterol. Se reporto
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 cronica 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 ser que en nuestros resultados, esta mayor eficacia renorpotectora de
la Doxazosina, se pueda deber 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.

pag. 100



En cuanto a los efectos hipotensores, los resultados de la experiencia han dado que
ambos farmacos sirven de igual modo en reducir la PD sobretodo, comparandolos
entre si (A vs B) y entre el grupo control D y E, es decir, si bien entre ellos hubo
diferencias significativas, en las comparaciones individuales, demuestran que sirven
por igual reduciendo la presién, aunque habria mas efecto con la Doxazosina,
condiciendo con otros autores (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 accion superadora la Doxazosina, por actuar tanto a nivel de la PS como
PD, a través del bloqueo de la vasoconstriccion que ejerce el sistema nherviosos
simpatico mediante la uniébn de la noradrenalina a su receptor especifico ai-
adrenergico, permitiendo asi la vasorelajacion.

También se vio una mayor eficacia en la reduccién de la PD de la Doxazosina
comparandola con el grupo control D. Esto podria deberse también a los efectos
sistémicos a;-bloqueantes especificos, pero por permitir, ademas, una mayor tasa de
filtracion renal, por favorecer la dilatacién vascular preglomerular (Holdaas et al.,
1995), entonces colabora en la reduccion de la presibn 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 la suma total de los
efectos beneficiosos expuestos.

El Enalapril, es uno de los farmacos de primera eleccion 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 tan efectivos
suelen darse en pacientes que no tienen la interaccion de diversos mecanismos que
contribuyen a la hipertensioén, 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 accion sola inhibiendo a la ECA, no sea suficiente para este tipo de
pacientes con esta enfermedad en particular.

No lo hemos probado, pero se utiliza mucho en medicina humana la combinaciéon de
dos terapias para el manejo de la hipertension y renoproteccién, ya que ambos
problemas estdn intimamente relacionados. Seria una muy buena opcion la
combinacion de un farmaco IECA con un antagonista a;-adrenergico, por la suma de

sus efectos antihipertensivos especificos como también los efectos beneficiosos
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secundarios (Jekell et al., 2017; Kanazawa et al., 2004), mencionados en los péarrafos
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, pero no ha sido probada en perros. Seria muy util ya que la suma de los
efectos extra antihipertensivos de ambos farmacos, tiene gran implicancia en la EC,
por las alteraciones metabolicas 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 I, 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; P. 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 encontrado 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
unién con la plaqueta (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).

Estudios en humanos han demostrado que en algunos pacientes con SC se encuentra
aumentada la concentracion de FVW y en otros pacientes con SC no, esto se debe a
gue 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
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predisposicion, que aquellos que no lo tienen, por ser mas sensibles a los efectos del
cortisol, por su accion génica en estos genes (Daidone et al., 2011).

Esto no fue analizado en perros aun, pero seria muy interesante 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 asi, esta
podria ser una explicacién a nuestros resultados; como también mencionar que esos
trabajos hablaban 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 FYW como marcador bioquimico de activacion o
disfuncion endotelial, siempre y cuando se haga diferenciacion del cuadros
patoldgicos, ya que el FVW 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 disfuncién endotelial, hipertension,
disminucion del NO y alteraciones metabolicas provocadas por los corticoides (luchi et
al., 2003). Nuestros resultados demostraron correlacion inversa entre FVW y NO,
reducido por accién de los corticoides impidiendo la correcta vasodilatacion, lo cual
también colabora a la disfuncién endotelial, hipertension 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 vio ademés, que dentro de
nuestros pacientes de la experiencia 3, 7/12 perros con EC presentaron hipertension
arterial, coincidiendo con los valores mas elevados de FVW y PAI-1, esto se explica
por la relacion inversa entre FYW y NO, correlacion inversa entre Cortisol y NO, la
relacion entre cortisol e hipertension, 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, Graziadio, et al., 2015; luchi et al., 2003; Prazny et
al., 2008).

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 vio 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 crénico.
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Esta demostrado que el PAI-1 puede ser sintetizado por los adipocitos (Alessi, Peiretti,
Henry, Nalbone, & Juhan-Vague, 1997) y que también se encuentra aumentado en el
sindrome metabdlico, condiciobn que engloba obesidad central o visceral,
insulinorresistencia, hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa, hipertension,
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 intensa correlacion positiva entre aumento de grasa
visceral/peso corporal y concentracion del PAI-1 (Juhan-Vague, Alessi, Mavri, &
Morange, 2003).

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

El sindrome metabdlico estd asociado a la hipertension. EI SRA-A juega un papel
importante en el control de la presién arterial, y la Ang Il es una hormona que estimula
sintesis de PAI-1. Se vio que los IECA reducen PAI-1. Hay una gran relacion entre
hipertension y PAI-1 (N. J. Brown, Agirbasli, & Vaughan, 1999; Skurk, Lee, & Hauner,
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 decir que como el cuadro del sindrome metabdlico es
compartido por los pacientes con EC, podemos suponer que los riesgos de trombosis
asociados al aumento del PAI-1 con disminucidon 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.

Para terminar de colaborar con el desbalance en los mecanismos de coagulacién, se
postula por muchos autores la disminucién plasmatica de ATIII (B. F. Feldman,
Rasedee, & Feldman, 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 reduccion 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+ (resultados de experiencia 3).
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La asociacion inversa entre disminucién de ATIII y aumento de proteinuria, esta
respaldado por otros autores que postulan lo mismo (Singhal & Brimble, 2006). El
fundamento de esto, es que la ATIll 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, De Graeff, Brutel del la Riviere,
& Van Es, 1976), encontrandose 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 disminucion de ATIII (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
explicacién de su disminucidn en los niveles plasmaticos. 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 dafo
glomerular, se evidencia disminucion de ATIII plasmatica, la cual es filtrada a través
del glomérulo junto con albumina, favoreciendo el cuadro de hipercoagulabilidad,
ademas de proteinuria. Singhal and Brimble, 2006 postula 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 ATIIl y disminucion de
albumina plasmatica, en nuestros pacientes no hubo cambios en la concentracion de
proteinas totales ni albumina en sangre, probablemente porque no han llegado a un
dafio glomerular tan significativo como para desarrollar enfermedad renal todavia o
sindrome nefrético con todas las manifestaciones clinicas, ni tampoco presentan lesiéon
hepatica con lo que haya menor sintesis.

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 completo TAT, pero
esta seria otra forma de explicar porque los niveles plasmaticos de ATIII estan

disminuidos, seria una disminucion por “consumo” para formar dicho complejo.
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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 metabdlicos 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

El DD se ha medido en el laboratorio de nuestro hospital a través de la aglutinacion en
latex, método validado y considerado con mayor especificidad y sensibilidad que por
ELISA (Dewhurst, Cue, Crawford, & Papasouliotis, 2008; Monreal, 2003). El
inconveniente de este marcador, es en general 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,
Takeuchi, Matsumoto, Bando, & Suda, 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 ocurrio y se
resolvig, o tratarse de: ya sea un cuadro crénico, uno activo o deberse a alguna de las
otras causa mencionadas; si da negativo, 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 dar 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
bioquimicos como el FvW, el PAI-1, la actividad de ATIII, el TAT entre otros y siempre
debe asociarse a los signos clinicos en relacion a la enfermedad (Epstein et al., 2013;
Monreal, 2003). Los resultados obtenidos respecto a este marcador evidencian la
correlacion que hay entre los otros indicadores, UPC y ATIII, utilizados 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 interrelaciébn con las demas
variables involucradas en la formacidén de trombos como ser la hipertension, disfuncién
endotelial, dafio glomerular, etc.

Esta demostrado que los procesos de TEP, una de las complicaciones por trombosis
mas frecuentes en perros con EC y con mayor tasa de mortalidad, se caracteriza por

un cuadro clinico de compromiso respiratorio, suelen comenzar con taquipnea
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preferentemente en reposo y con el paso del tiempo, se transforma en disnea y
agitacion (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 ventilaciéon 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, Castillo, Fernando, &
Velandia, 2011).

Por lo que podemos afirmar que signos clinicos de EC, cortisol elevado, hipertension,
UPC + y marcadores bioquimicos (FvVW, PAI-1, ATIIl, 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 o método de imagen
gque muestra la imagen pulmonar con el area sin perfundir correspondiente al area del
trombo.

En nuestros resultados el recuento plaguetario, pruebas de coagulacién 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 ser que en nuestros resultados no se
manifestaron variaciones en el F, ya sea por utilizacién en la formacién de DD+, como
en la formacion de algun trombo; también puede ser que la técnica de medicidn sea
diferente en nuestro laboratorio. Algo similar puede ocurrir con el recuento plaguetario
en relacion a la medicién de laboratorio.

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 la implementacién de terapias
profilacticas (Boscaro et al., 2002; Trementino et al., 2010; Van Der Pas, Leebeek,
Hofland, De Herder, & Feelders, 2013). En humanos se hace 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.
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9.4.Discusion resultados de Experiencia 4:

Por dltimo queda intentar explicar que rol desempefian la Ang Il y la Aldosterona, dos
variables involucradas en la patogenia de la hipertension arterial, comorbilidad tan
frecuente en la EC tanto en humanos como en perros.

En los resultados de la experiencia 4 hemos encontrado coincidencia con algunos
autores y discrepancia con otros, ya que en nuestros perros con EC la concentraciéon
de Ang Il fue elevada respecto a los controles sanos. En algunos reportes en humanos
la Ang Il no presentd alteraciones (Isidori, Graziadio, et al., 2015). Respecto a la
Aldosterona, no hubo variaciones entre los perros con EC y los controles sanos en
nuestra experiencia. Estudios en humanos han dado mismos resultado respecto a la
Aldosterona (Cicala & Mantero, 2010; Rizzoni et al., 2009).

Hay muchas discrepancias sobre la evaluacién del SRA-A, sus resultados y el rol de
cada uno en la hipertension en la EC. Existen muchos mas trabajos donde se han
realizado mediciones de otros componentes del sistema, preferentemente de Renina y
Aldosterona, donde los resultados para renina arrojan valores desde suprimidos a
rangos bajos en humanos (Isidori, Graziadio, 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, Buijtels, Mol, & Kooistra, 2010; Javadi et al.,
2003).

Algunos de estos mismos 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). Las explicaciones de estos resultados podria ser que aunque los
glucocorticoides en exceso. presentes en la EC. producen una estimulacion directa en
el higado aumentando la concentracion de angiotensinogeno (Magiakou et al., 2006;
Van der Pas et al.,, 2014), también estimulada su produccién por el tejido adiposo
visceral abundante en pacientes con hipercortisolismo (Boscaro et al., 2012), podria
suceder que el feedback negativo hacia la renina esté alterado, y por otro lado, porque
el exceso de glucocorticoides de forma prolongada podria inducir una desregulacién

de sefalizacién del receptor de angiotensina.
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Ademas por el exceso de glucocorticoides se impediria el aumento de la concentracion
de Aldosterona, por la saturacion de la enzima 11B3-HSD2, encargada de inactivar
corticoides e impedir que se unan a los receptores de MR, por lo tanto estos se
unirian a los receptores de MR, ejerciendo accidbn mineralocoerticoidea, es decir,
absorbiendo sodio y agua (P. Smets et al., 2010; Van der Pas et al., 2014) de esta
forma como los volimenes estarian de normales a algo aumentados, se impedirian la
elevacion 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,
se ve que previo al tratamiento renina y aldosterona estan disminuidas, pero durante el
mismo, al disminuir el cortisol, aumentan de forma paulatina ambas (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
retencion de sodio y agua como mecanismo principal (Goy-Thollot et al., 2002). Esto
mismo hemos visto en los pacientes con EC que son atendidos en el hospital y han
formado parte de la tesis, ninguno tuvo alteraciones en los niveles de sodio y potasio
medidos dentro 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 concentracién de
receptores AT1 de la Ang Il potenciando dichos efectos (Cicala & Mantero, 2010;
Magiakou et al., 2006). Nosotros no hemos medido expresion de receptores AT1 en
pacientes que murieron durante el estudio, pero estos efectos se pueden ver de forma
indirecta por el aumento en la frecuencia cardiaca y taquipnea en reposo que
manifiestan en los exdmenes fisicos desde la prime consulta y durante sus
seguimientos.

En pocos trabajos se ha visto la utilizacién de la medicion de concentracion de
Angiotensina para determinar estado del SRA-A en pacientes con EC. Andrea M.
Isidori et al., 2015 mencion6 que la Ang Il no suele presentar variaciones. Por lo que
hemos visto en un alto nimero de trabajos cientificos sobre el tema, que no es de
eleccion la medicidon de Ang Il para evaluar el estado del SRA-A en la patogenia de la

hipertensién en la EC.
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Si lo es, en cambio, la medicion de renina o 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). Por ser mucho mas representativas a la hora de evaluar la actividad del
SRA-Ay sensibles a las variaciones de volumenes y electrolitos que puedan repercutir
en sus funciones. Ademas hay reportes de produccion local de Ang Il, 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 hipertension 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. Pueden influir los métodos de medicion en una
pequefia variacion de resultados.

Lo que podemos decir 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 afirmacién 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 hipertensiéon 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 expansion de volumenes a expensas de una mayor concentracion de sodio y
retencién de agua, tampoco seria la causa, ya que la aldosterona nuestra y la de los
trabajos junto con la renina se mantienen bajas (por la accion mineralocorticoidea de
los glucocorticoides) y tampoco el agua y sodio estan en exceso como para ser los
causantes de la hipertension. Los andlisis de nuestros pacientes como los trabajos
leidos, no muestran alteraciones en los niveles de sodio y potasio con lo cual la
contribucién seria minima (Isidori, Graziadio, et al., 2015; P. 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 disfuncion endotelial, perdida de la vasodilatacibn y potencian la

vasoconstriccion, estimulacion del angiotensinogeno que llevaria a la mayor
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produccién de Ang Il, 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 tienen
en circulacion altas concentraciones de IL-1, IL-6, TNF-a lo que podria ser un
indicativo de estados proinflamatorios vasculares (D. A. Duprez, 2006).

No hemos medido en esta tesis citoquinas proinflamatorias, pero en los trabajos de
Cabrera Blatter et al., 2012, 2011 se vio que los perros con EC tienen elevada la IL-6,
ademds de triglicéridos, colesterol, glucemia y disminuido el NO sobre todo en
pacientes ciegos, y alteraciones en el endotelio vascular, lo que indicaria que si habria
presente un estado proinflamatorio, sobretodo proveniente de la grasa visceral. Serian
de utilidad medir algunas citoquinas mas 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 describié 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 disfuncidon 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 ellos y con las
comorbilidades presentes en SC llevan indefectiblemente a la remodelacion vascular
la cual es considerada un mecanismo adaptativo cuando hay aumento de la presiéon
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 hipertensién. Se ha reportado que en pacientes con SC hay
anormalidades en arterias de resistencia que presentan remodelacion hipertrofica,
hipertrofia o hiperplasia de las células del masculo liso vascular (Rizzoni et al., 2009),
mas deposito de matriz extra celular (Schiffrin, 2004a). Esto termina disminuyendo la
elasticidad de los vasos, colaborando también a la hipertension.

Una vez instalada la remodelacion vascular, es irreversible. Por tal motivo, como los
mas 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 (D. A. Duprez, 2006). Hay evidencia de mejoras con
el uso de estos farmacos. Colaborando también en evitar la activacion y agregacion

plaguetaria.
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Nosotros no hemos analizados los vasos de los perros con EC que han fallecido
durante el estudio, pero creemos que esta remodelacion vascular, por necesitar tiempo
para su desarrollo, estaria presente ya que muchos de ellos demoran en llegar al
diagnostico por no ser llevados a tiempo al veterinario, pudiendo estar meses hasta 1

afio 0 1 afios y medio sin tratamiento.
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CONCLUSION




10. CONCLUSION:

En funcion a todo lo desarrollado en esta tesis podemos concluir que:

Los perros con EC padecen hipertension, con alta prevalencia y mayor 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 diagnostico, 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 perdida 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 diagnostico precoz y profilaxis:

4 La implementacién del 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 (si bien tuvo accién no fue tan efectiva), tanto
renoprotector como hipotensor, por sus acciones directas antagonistas ;-
adrenergicas como por sus efector indirectos. Seria muy util la terapia de accion 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 disfunciébn 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 imagenes. 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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