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SALVADOR PADILLA ARELLANES Estudio de pruebas de coagulacion en vacas
lecheras y gatos con lipidosis hepitica. (Bajo la tutoria de Di Jan Bouda, Dra Norma
Calderén Apodaca, Dr Carlos Agustin Vega vy Murguia)

En las enfermedades hepaticas la sintesis de proteinas de la coagulacidon sanguinea
puede ser disminuida vy el tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial
(ITP) pueden incrementarse, especialmente cuando se utilizan diluciones en plasma El
objetivo del trabajo fue comparar las pruebas de laboratorio de rutina con las pruebas de
coagulacion optimizadas para el diagnodstico temprano de insuficiencia hepatica por
lipidosis En el primer estudio se utilizaron 20 vacas lecheras divididas en dos giupos, el
grupo testigo (n=10) consistié de vacas sin signos clinicos de enfermedad y el grupo
problema (n=10) de vacas con lipidosis hepatica, se les tomaron muestras de sangie y de
higado. En el segundo estudio 6 gatos sanos después de 8 semanas de acondicionamiento
con significativa ganancia de peso fueron divididos en dos grupos, el grupo testigo (n=2)
fue alimentado a libre acceso y el grupo experimental (n=4) solo alimento seco en un 20%
de la dieta de la fase de acondicionamiento Durante 8 semanas se tomaron muestras
sanguineas semanalmente y se realizé biopsia hepatica en la octava semana En ambos
estudios (vacas y gatos) y todos los grupos en las muestras sanguineas se realizaron
hemograma {15 analitos), perfil bioquimico hepatico (12 analitos) y pruebas de coagulacion
(2 analitos), ademas de evaluacion histologica y prueba de flotacion en tejido hepético En
vacas se encontrd diferencia significativa en el TP al 50% vy 25% en ambos grupos
(p=0 004 y p=0001) respectivamente. Existi6 diferencia significativa en acidos grasos
libres (AGL), aspartato amino transferasa (AST), triglicéridos y fibrinogeno (p=0 001,
p=0 007, p=0 044 y p=0 0001) respectivamente. En gatos se logro la induccion de lipidosis
hepatica El TP al 50%, el TIP al 100% v los AGL se encontiaron por arriba del valor de
referencia a partir de la segunda semana en el grupo experimental, mientras la alanina
amino transferasa (ALT) se incrementd a partir de la cuarta semana Se concluye que los
tiempos de coagulacion estén prolongados en animales con lipidosis hepatica. El uso de
pruebas de coagulacion optimizadas detecta alteraciones que no se aprecian al utilizar el TP
y TTP de manera convencional

Palabras clave: coagulacion, sangre, vacas, gatos, higado, lipidosis.



SALVADOR PADILLA ARELLANES Study of ceagulation tests in dairy cows and
cats with hepatic lipidosis (Dr Jan Bouda, Dra Norma Calderon Apodaca, Dr Carlos
Agustin Vega v Murguia)

The synthesis of coagulation proteins can be diminished in hepatic disease,
therefore the prothrombine time (P1) and partial thromboplastine time (PTT) can be
increased, especially when dilutions of plasma are used The objective of this work was to
compare the routine laboratory tests with optimized clotting tests for the early diagnosis of
hepatic lipidosis In the first study, 20 dairy cows were divided in two groups, the control
group (n=10) consisted of cows without clinical signs of disease and the problem group of
cows (n=10) with hepatic lipidosis Blood samples and liver biopsy in animals of both
groups were taken In the second study, 6 healthy cats after 8 weeks of conditioning were
divided in two groups The control group (n=2) was fed ad /ibitum and the experimental
group (n=4) was fed only by dry food, which was 20% of the conditionig diet During 8
weeks, blood samples were taken weekly and hepatic biopsy was performed in the 8th
week In both studies (cows and cats) and all groups in the blood samples there were
performed hemogram (15 analytes), hepatic biochemical profile (12 analytes) and clotting
tests (2 analytes) Histological evaluation and flotation test were performed in hepatic tissue
samples In cows the significant difference was found in the PT to 50% and 25% between
groups {p=0 004 and p=0 001, respectively) Significant difference was observed in values
of free fatty acids (FFA), aspartate amino transferase, triglycerides and fibrinogen
(p=0 001, p=0007, p=0044 and p=0 0001, respectively) In cats, hepatic lipidosis was
induced The values of PT to 50%, PTT to 100% and FFA were increased in comparision
with initial values from the second week in the experimental group, while the alanine
amino transferase was increased at the 4th week We concluded the clotting times are
prolonged in animals with hepatic lipidosis The use of optimized clotting tests detect
alterations, which can not be determined by conventional procedures for PT and PT'1

Key words: clotting, blood, cows, cats, liver, lipidosis



ABREVIATURAS

AGL: Acidos grasos libres

ALT: Alanina amino transferasa

AST: Aspartata amino transferasa

BD: Bilirrubina direcla

BI: Bilirtubina indirecta

BT: Bilirrubina total

CEPIPSA: Centro de ensefianza, practica ¢ investigacién en produccion vy satud animal
CGMH: Concentracion globutar media de hemoglobina
(CID: Coagnlacion intravascular diseminada

CK: Creatincinasa

CuS0,: Sulfato de cobre

DMCZPG: Departamento de medicina, cirugia v zootecnia en perros v gatos
FA: Fosfatasa alcalina

FMVZ-UNAM: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de
Meéxico

fv'W: Factor de von Willebrand

GGT: Gamma glutamil transferasa

H-E: Hematoxilina cosina

Ht: Hematocrito

L AD: Lipoproteinas de alta densidad

LBD: Lipoproteinas de baja densidad

[ HI: Lipidosis hepatica idiopatica

I MBD: Lipoproteinas de muy baja densidad

PP: Proteinas plasmaticas

ppp: Plasma pobre en plaguetas

PT: Proteinas fotakes

TCA: Tiempo de coagulacidn activado

TG: Triglicéridos

TIM: Trombocitopenia inmunomediada

TP: Tiempo de protrombina

T7: Tiempo de trombina

TTP: Tiempo de romboplastina patcial

VIa: Factor VII activado

VGM: Volumen globutar medio
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ESTUDIO DE PRUEBAS DE COAGULACION EN VACAS LECHERAS Y GATOS
CON LIPIDOSIS HEPATICA
1. INTRODUCCION

Existen gran cantidad de pruebas de laboratorio para evaluar la coagulacion
sanguinea, sin embargo los clinicos utilizan con mayor frecuencia el tiempo de protrombina
(TP) y el tiempo de tromboplastina parcial (TTP) debido a que son eficaces y relativamente
baratas '

La mayoria de las proteinas que actuan en la cascada de la coagulacion se sintetizan
en el higado, a excepcidn del factor VIII, por lo tanto, cuando llega a ocurrir dafio hepatico
grave existe la posibilidad de que la sintesis de proteinas se vea disminuida *

La determinacién de la albumina es un buen indicador del funcionamiento hepatico,
debido a que se sintetiza unicamente en el hepatocito, sin embargo las proteinas de la
coagulacion tienen una vida media plasmatica mas corta que la albumina, por lo tanto
pueden ser un indicador temprano de insuficiencia hepatica

El TP y el TTP se mantienen dentro de los valores de referencia en la mayoria de los
animales con enfermedad hepatica, sin embargo, la sensibilidad de estas pruebas puede
incrementarse cuando se utilizan diluciones de las muestras de plasma 3

En las vacas lecheras altas productoras es comun en las dos primeras semanas
posparto encontrar un desbalance energético negativo, el cual favorece la remocién de
lipidos a partir de tejido adiposo y posteriormente éste tiende a acumularse en los
hepatocitos por varios mecanismos, desarrollandose la lipidosis hepatica Esta enfermedad
es la causa mas comun de insuficiencia hepatica en las vacas lecheras altas productoras ®

En el caso de los gatos, la lipidosis hepatica es la enfermedad mds comun en el
higado, ¢sta se presenta la mayoria de las veces come un evento primario, sin embargo,
puede ser secundaria a varias enfermedades que favorezcan anorexia e incremento en el
metabolismo de lipidos *1

La determinacion del TP v TTP optimizados pueden ayudar a detectar problemas de
insuficiencia hepatica en etapa inicial vy asi favorecer al diagnostico mas temprano,

tratamiento oportuno y mejor prondstico para los animales que sufran de lipidosis hepatica



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Generalidades
El sistema hemostatico esta dividido tadicionalmente en tres componentes

11.12 .
La hemostasia

mayores: hemostasia primaria, hemostasia secundaria y fibrinolisis
primaria comprende la interaccion entre las plaquetas circulantes v los vasos sanguineos,
mientras que la hemostasia secundaria hace referencia a la activacion de fa cascada de la
coagulacion sanguinea la cual favorece la formacion de fibrina La fibrinolisis comprende
la lisis de un coagulo o trombo a través de la activacion del plasminégeno a plasmina Para
entender mejor la cascada de la coagulacion esta ha sido dividida convencionalmente en
tres vias: intrinseca, extrinseca y comiin '''? El inicio de la via intrinseca se debe al
contacto entre una superficie vascular dafiada, la cual causa la activacion de los factores
XII, X1, IX v VIII El complejo del factor tisular y el factor VII provoca la activacion de la
via extrinseca a través de la formacién del factor VII activado (VIla) La via comin incluye
al fibrindgeno vy los factores I, V vy X El complejo VIIIX vy el factor VIIa  activan al

1 . oy -,
12 A continuacion se muestia  una representacion

factor X, iniciando la via comun.
esquematica simplificada de los componentes de la cascada de la coagulacion y sus

interacciones.
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Esquema simplificado de 1a cascada de Ia coagulacién sanguinea
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Las anormalidades en cualquiera de estas vias pueden ser detectadas usando
pruebas diagndsticas especificas. La hemostasia primaria puede ser evaluada determinando
el numero de plaquetas y realizando el tiempo de sangrado para evaluar la interaccion

13.14 . . .
La hemostasia secundaria puede ser evaluada por el tiempo de

plaqueta-vaso
coagulacion activado (TCA) o el tiempo de tromboplastina parcial activado (11P) para ver
anormalidades en las vias intrinseca y comun, el tiempo de protrombina (TP} para evaluar
las vias extrinseca y comun El tiempo de trombina (TT) vy la cuantificacion del

211

fibrinégeno para evaluar en el plasma la via comun ©° El incremento de productos de la

degradacion de fa fibrina sugiere fibrinolisis sistémica activa, '

El TIP como se menciond mide la actividad de las vias intrinseca y comun de la
cascada de la coagulacion. El resultado expresado en segundos, refleja el tiempo requerido
para la formacion de un codgulo de fibrina después de que un factor activador y calcio son
adicionados al plasma citratado pobre en plaquetas del paciente El resultado es comparado
con el tiempo obtenido simultdneamente sobre un plasma control normal o una distribucion
de valores de referencia '*!7

El TP evalta la funcion de las vias extrinseca y comun En particular, esta prueba
mide la actividad del factor V1L, un factor dependiente de la vitamina K que es sintetizado
en el higado vy con una vida media muy corta Ademas el TP evidencia la capacidad de
sintesis actual del higado, la adecuada absorcion de vitamina K y la inlibicion de la
sintesis de factores de la coagulaciéon por warfarina o algunos otros anticoagulantes El
resultado, expresado en segundos vy comparado como se menciono en el TIP, refleja el
tiempo requerido para que las tedes de fibrina aparezcan después de la adicion de

tromboplastina tisular v calcio en el plasma citratado pobre en plaquetas del paciente

2.2. Anormalidades hemostiticas en ¢l bovino

Las anormalidades en la hemostasia primaria en bovinos han sido raramente
estudiadas. La furazolidona ha sido implicada en casos de supresion de médula Osea en el
ganado bovino, causando trombocitopenia También 1a trombocitopenia ha sido observada

clinicamente en infecciones con cepas no citopaticas del virus de diarrea viral bovina, los

6



aspirados de médula dsea de algunos animales sugieten necrosis medular activa '’ La
intoxicacion con helecho macho causa depresion de la médula dsea, provocando
pancitopenia, la intoxicacion se observa comunmente después de cuatro a doce semanas de
la ingestion. *°

Los problemas cualitativos de las plaquetas también han sido informados en los
bovinos La trombopatia hereditaria del ganado Simmental ha sido descrita en los Estados
Unidos y Canada Las plaquetas de estos animales afectados no se agregaron cuando fueron
estimuladas con ADP o colageno, factor activador de plaguetas y trombina *' El sindrome
de Chediak-Higashi ha sido estudiado en varias razas de ganado bovino como la Hereford,
Negra japonesa y Brangus En este caso, las plaquetas producen menor cantidad de
serotonina, ATP y ADP, lo cual impide la agregacion plaquetaria 2 Una variante de la
enfermedad de von Willebrand ha sido reconocida en un becerro Simmental **

Los defectos congénitos involucrando la hemostasia secundaria también han sido
informados en el ganado bovino La hemofilia A se conoce en ganado Hereford ** La
deficiencia del factor X1 ha sido identificada en ganado Holstein-Friesian, ambos sexos son
susceptibles, pero es musual el sangrado, el problema se ha descrito en los Estados Unidos,
Canada y Gran Bretaiia >

Los bovincs pueden desarrollar diatesis hemorrégica por intoxicacion con trébol
dulce, la intoxicacidon es causada por el consumo de éste en forma de heno o ensilado
conteniendo dicumarol Ocasionalmente los bovinos tienen acceso a raticidas conteniendo
warfarina u otra clase de cumarinicos, siendo la patogénesis similar a la intoxicacion con
trébol dulce *7

Se menciona que la forma mas comun de disfuncién hemostatica en bovinos es la

coagulacion intravascular diseminada (CID), ésta ha sido asociada con enfermedades

sépticas sistémicas como mastitis, metritis y neoplasias 2

2.3. Anormalidades hemostaticas en el gato
Un numero limitado de anormalidades de la coagulacidn sanguinea han sido
informadas en los gatos Las anormalidades de la hemostasia primaria son raras e incluyen

el sindrome de Chediak-Higashi y la enfermedad de von Willebrand La coagulopatia



congenita mas comunmente reconocida en los gatos es la deficiencia del factor XTI
(Hageman), el cual impide la activacion del sistema intrinseco in viro, provocando la
prolongacion del TTP Sin embargo, la deficiencia del factor XII no provoca sangrado
espontaneo > Una deficiencia combinada de los factores 1X y X1l fue documentada en
una familia de gatos siamés, en la cual los gatitos machos afectados tuvieron sangrado
intermitente v cojeras > La deficiencia en conjunto de los factores VII y XIT también ha
sido descrita en gatos domésticos de pelo corto, de los gatitos machos afectados solo uno
mostrd sangrado espontaneo '

La hemofilia A o hemofilia clasica (deficiencia del factor VII) esta bien
documentada en humanos, perros, caballos v también ha sido informada en gatos 53614
hemofilia B o enfermedad de Christmas {deficiencia del factor 1X) ha sido descrita en dos
gatos domésticos machos de pelo corto no relacionados familiarmente, 7 asi cono en una
familia de gatos britanicos de pelo corto **

Una familia de gatos Devon Rex con una coagulopatia multifactorial que respondid
a la vitamina K fue descrita Los gatos afectados tuvieron una moderada a marcada
disminucién de los factores I, VIL IX v X Dos de estos gatos tuvieron evidencia clinica
de sangrado espontaneo profundo **

Existen multiples causas de anormalidades hemostaticas adquiridas, aunque muy
pocas han sido reconocidas en los gatos Defectos en la hemostasia primaria debida a
causas vasculares no han sido bien documentadas, excepto en la vasculitis causada por el
virus de la peritonitis infecciosa felina * En contraste a perros, la trombocitopenia

1% Uno de dos gatos con TIM desarrolio
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inmunomediada (11M) patece ser rara en gatos
también anemia hemolitica inmunomediada después de un transplante de médula Osea

Los problemas adquiridos de la hemostasia secundaria han sido estudiados en gatos
En contraste a perros, los gatos con mordedura de serpientes tienen minimas
prolongaciones en el TTP y el TP, ademas de que no sangran esponténeamente =~ La
inadecuada absorcion de vitamina K en un gato con insuficiencia pancreatica exocrina
provoco la prolongacion del TP y el T1P, los cuales se normalizaron después de la
suplementacion con enzimas pancreaticas en el alimento. *' La deficiencia de vitamina K

secundaria a warfarina u otros raticidas ha sido raramente descrita en gatos De dos gatos



envenenados con warfarina, un gato presentd severo sangrado subcutaneo e intraabdominal
y el otro fué presentado con persistente sangrado de una mordedura nasal ¥ Se ha
demostrado que el fenobarbital disminuye las actividades de los factores IT y VII de una
manera relacionada a la dosis en los gatos, la adminmistracion de vitamina K a los gatos
afectados soluciono esta coagulopatia *

La CID, un problema hemostatico mixto, ha sido descrita con poca frecuencia en {os
gatos. *"* Un informe describié 15 gatos con insuficiencia cardiaca congestiva secundaria a
cardiomiopatia dilatada o hipertréfica y acompafiada de tromboembolismo que cumplio

con los criterios diagnosticos de CID

2.4, Importancia del higado en los sistemas hemostaticos

Fl higado es un organo que frecuentemente sufre lesiones degenerativas o
necroticas, sin embargo, las pruebas de funcionamiento generalmente se ven dentro de
valores de referencia El higado juega un papel central en la sintesis de proteinas en donde
se incluyen fos sistemas de coagulacion sanguinea y fibrinolisis En €l se sintetizan todas
las proteinas de la coagulacion con la excepcidn del factor VI, por lo tanto, la sintests de
las proteinas de la coagulacidon puede estar comprometida en la enfermedad ''**°' Fi
higado también sintetiza inhibidores de la coagulacién como la antitrombina I, ¢
plasmindgeno que es el precursor de la plasmina, responsable de la degradacion de los
coagulos de fibrina y juega un papel esencial en la remocidn de factores de la coagulacion

. - 51 8
activos circulantes *'*?

La produccion hepatica de los factores de la coagulacion se dedujo
a partit de observaciones de pacientes con severa enfermedad hepatica, hepatectomia
experimental en varios animales y estudios sobre preparaciones tisulares in viro La
demostracion de la produccién de los factores de la coagulacion por una linea celular en
particular es facilitado por células en crecimiento en un medio de cultivo conteniendo 358-
metionina Las proteinas de nueva formacion incorporan el aminoacido radiomarcado
Después de la lisis celular, se usan anticuerpos dirigidos contra un factor de la coagulacion
en particular para aislar la proteina, esta ultima es analizada por electioforesis Este proceso

separa las proteinas basandose en su masa molecular y permite la demostracion de la

proteina radiomarcada por autoradiografia ™



En caso de enfermedad hepatica, la sintesis de algunas proteinas puede estar
comprometida La vida media de la mayoria de los factores de la coagulacion es muy corta,
3 ha 3 dias, por lo que en cualquier problema de disfuncion hepatica sus concentraciones
plasmaticas se veran afectadas Debido a que la mayoria de los factores se encuentran
normalmente en exceso, la coagulacion se ve impedida solo si existe un dafio hepatico
severo Ademas los niveles plasmaticos de los factores de la coagulacion disminuyen
acorde con su vida media El factor VII tiene una vida media muy corta, aproximadamente
3 a4 h, se calcula que de 24 a 28 h después del cese en la sintesis de este factor el sangrado
puede ocurrir, >** el factor IX tiene una vida media aproximada de 24 h pero disminuye a
niveles subhemostaticos hasta después de 3 a 4 dias ***® Los factores I y X tienen vidas
medias en el rango de 2 a 3 dias, y las severas deficiencias se desarrollan después de 5 a 10
dias al cese de su sintesis *° La determinacion de la albumina es un buen indicador de
funcionamiento hepatico, ya que ésta se sintetiza unicamente en el hepatocito y su vida
media plasmdtica es de aproximadamente 7 a 10 dias® Debido a que las proteinas de la
coagulacion tienen una vida media mas corta que la albumina, el TP puede ser un indicador
més tempranc de insuficiencia hepatica que la determinacion de la albumina En un estudio
se observo que la determinacion del TP y el TTP mostraron una buena correlacion con
alteraciones en la concentracion de albumina plasmatica’’ La obstruccion prolongada del
ducto biliar puede provocar mala absorcion de grasa vy deficiencia de vitaminas
liposolubles La deficiencia de vitamina K causa disminucion de la activacion de los
factores I, VII, IX v X ya que impide su carboxilacién ® Algunas enfermedades hepaticas
también estan asociadas con defectos en la funcion plaquetaria Pacientes humanos y perros
domesticos que tienen enfermedad hepatica tienen disminucion en la habilidad para agregar
plaquetas en respuesta a ciertos agonistas *° Defectos plaquetarios cualitativos son vistos en
enfermedad colestatica debido a un incremento en la produccion ¢ una disminucion en la
eliminacion de productos de la degradacion de la fibrina que se producen en CID, y puede
ayudar a explicar una coagulopatia en un paciente que tiene pruebas de coagulacion
normales y nimero adecuado de plaquetas > En la mayoria de los casos de enfermedad
hepatica, la hemorragia espontanea no ocurre, pero la tendencia a hemorragia se ve

incrementada 7 ¥ puede llegar a ocurir sangrado prolongado en sitios de
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venopuncion, excesivo sangrado después de la cateterizacion endovenosa o procedimientos
de biopsia, sangrado gastrointestinal debido a gastritis o ulceras {melena y hematemesis) y
sufusiones asociadas a traumatismos menores
La predisposicion al sangrado y anormalidades en las pruebas de coagulacion son
inusuales en animales que tienen ligera a moderada enfermedad hepéatica por varias
14Z0Ones:
L. El higado produce grandes cantidades de factores de la coagulacion y es eficiente en
desnaturalizar anticoagulantes circulantes
2 Debe haber pérdida de mas del 70% de la masa hepatica funcional para que se produzca
disminucion significativa en la produccién de los factores de la coagulacion, y aun con
esta severa pérdida de parénquima hepatico, el sangrado no es observado * El higado
es rapido v eficiente en regenerar hepatocitos después de degeneracidn o necrosis
hepatocelular
3 La enfermedad hepatica también puede causar un incremento en la produccion de
algunos factores de la coagulacion incluyendo el fibrindgeno en la enfermedad
inflamatoria en bovinos y equinos, los factores I y V en humanos v perros con ictericia
obstructiva y factor de von Willebrand (fvW) en hepatitis canina y necrosis
hepatocelular en humanos >®* Esto puede enmascarar la predisposicion al sangrado o a
un evento trombotico
El higado tiene limitadas vias para responder a lesiones y la respuesta hepatica
especifica dicta el tipo de coagulopatia que es observada clinicamente Se piensa que la
especializacién del hepatocito esta basada en su localizacion dentro del tobulo hepético, vy
las proteinas producidas en la zona | ricamente oxigenada (periportal) incluye muchas
enzimas metabolicas, proteinas estructurales y proteinas de la coagulacion, mientras que las
proteinas producidas en la zona 3 pobremente oxigenada (centrolobular) son diferentes
cualitativa y cuantitativamente Por lo tanto, una lesion inflamatoria o infiltrativa puede
provocar un tipo especifico de trastorno de la coagulacion. @
La disminucidn de ciertos factores es asociada con hepatopatias especificas; en

perros domésticos se produce disminucion de los niveles plasmaticos del factor VIII en

caso de neoplasias hepaticas, los factores VH y X tienden a disminuir en neoplasias

1§



hepaticas en humanos y amiloidosis primaria, los factores IX y X disminuyen en perros
que tienen enfermedad hepatica. Baja concentracion de fibrinogeno en ausencia de CID da
un pronastico desfavorable en pacientes con enfermedad hepatica ©°

Si se desartolla la CID la prolongacion del TP y el TTP sin diluir es comun, como
también la trombocitopenia, hipofibrinogenemia v el incremento de productos de la
degradacién de la fibrina La prolongada obstruccion biliar puede provocar deficiencia de

vitamina K y prolongacion del TP y TTP *68

2.5. Fisiopatologia de la lipidosis hepatica

La lipidosis o esteatosis son los términos utilizados para indicar la acumulacion de
gotas discretas de triglicéridos dentro del citoplasma de las células parenquimales La
lipidosis ocurre con mas frecuencia en higado, tifidn v corazon, la cual puede ser causada

por muchos disturbios en la sintesis normal y transporte de grasas

2.5 1 Transpoite de lipidos en el organismo

Las grasas son transportadas normalmente hacia los hepatocitos bajo la forma de
acidos grasos libres (AGL) provenientes de los triglicéridos conservados en los lipocitos o
adipocitos del tejido adiposo vy de los 4cidos grasos de cadena corta hidrosolubles que
entran a la circulacion portal directamente del intestino Los triglicéridos absorbidos del
intestino estan en forma de quilomicrones, é€stos entran a la circulacion sistémica via
intestinal y ductos toracicos mucho mas que la circulacion portal  Los quilomicrones son
paiticulas esféricas compuestas de una parte interna de triglicéridos rodeados por una capa
de fosfolipidos, colesterol y apolipoproteinas Estos son convertidos a AGL en los capilares
del musculo esquelético y cardiaco, también en tejido adiposo por la enzima lipoproteina
lipasa endoltehal, los AGL son utilizados por estos tejidos, al igual que el higado como
fuentes primarias de energia. En el higado, todos los 4acidos grasos son oxidados
directamente para producir energia o son esterificados a trighcérides Normalmente, la
mayoria de los triglicéridos hepaticos estan acompafiados por moléculas de apoproteinas
especificas sintetizadas por el higado para formar lipoproteinas Estas lipoproteinas, por

gfemplo, lipoproteinas de baja densidad (LBD), lipoproteinas de muy baja densidad
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(EMBD) v lipoproteinas de alta densidad (LAD), son secretadas hacia la circulacion

sanguinea y usadas como fuentes energéticas por otros tejidos

69-71

2 5 2 Causas de lipidosis hepatica

La lipidosis es debida al transporte de lipidos a células afectadas en cantidades que

exceden su capacidad para metabolizarlos o por la incapacidad de la célula para sintetizar

proteinas y lipoproteinas requeridas para el transporte de niveles fisiologicos de lipidos

fuera de las células afectadas Algunos de los mecanismos basicos involucrados en la

patogénesis de la lipidosis son los siguientes:

1

i

La excesiva liberacion de AGL del tejido adiposo provoca un incremento en la llegada
de éstos al higado, corazdn o 1ifion, donde ellos no pueden ser rapidamente utilizados y
por lo tanto, se acumulan en forma de triglicéridos Este es el mecanismo involucrado
en la lipidosis del ayuno protongado o restriccion calorica severa, en los cuales los AGL
son movilizados de las reservas de grasa corporales y transportados al higado para la
sintesis de glucosa (gluconeogénesis) como fuente de energia Esta forma ocurre
frecuentemente en gatos con lipidosis hepatica idiopatica ™ ™

La disminucion en la utilizacion u oxidacion de acidos grasos puede interferir con
algunos cofactores como carnitina, la cual es esencial para la oxidacién de acidos grasos
de cadena larga Las toxinas bacterianas {ej. toxina de difteria) producen cambio graso
de esta manera en seres humanos

La deficiencia de lipotropos disminuye la sintesis de fosfolipidos La deficiencia de
metionina o colina disminuye la sintesis de fosfolipidos y favorece la esterificacion de
diglicéridos a triglicéridos 7!

Los acidos grasos preferencialmente esterificados a triglicéridos se producen por un
incremento en los mniveles de o glicerofosfato Fste es uno de los mecanismos
involucrados en el cambio graso que se produce con excesivo consumo de alcohol n
La sintesis inapropiada de apoproteina interfiete con la habilidad del hepatocito para
sintetizar lipoproteinas, la forma en la cual los triglicéridos son excretados del higado
Una gran variedad de toxicos, incluyendo la etionina, tetracloruro de carbono,

puromicina v fosforo amarillo dafian el reticule endoplasmico rugoso e interfieren con
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fa sintesis de proteinas. La deficiencia de proteina también puede provocar cambio
graso debido a la disminucién de aminoacidos requeridos para la sintesis de proteinas
63.70.71

6. Los problemas en la secrecidn de lipoproteinas por parte del higado también produce
acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos Este mecanismo esta involuciado en la

. . ., . . L. 65
intoxicacidn experimental con acide ordtico.

2.6, Lipidosis hepatica en vacas lecheras

En la vaca lechera alia productora, la lipidosis hepatica puede deberse a un
desequilibrio energético negativo en las dos primeras semanas posparto v a problemas en la
fermentacion ruminai, intoxicaciones, infecciones por virus, bacterias y parasitos. Las vacas
con un desequilibrio energético negativo movilizan reservas de grasa periférica v
desarrollan Ia lipidosis hepatica 1apidamente debido a que el higado del bovino tiene una
pobie capacidad para exportar el exceso de lipidos en lipoproteinas 67 Ia lipidosis
hepatica es la causa mas frecuente de insuficiencia hepatica en las vacas lecheras altas
productoras > Aunque se ha demostrado que las gotas de grasa se pueden observar en todas
tas vacas lecheras al principio del posparto, es claro que los signos clinicos se asocian a una
.73

considerable acumulacion de grasa en los hepatocitos, v que puede llegar a producir

una disfuncion de éstos 7
El higado graso ocurre cuando la tasa de sintesis de triglicéridos (1G) excede a la
capacidad de hidrolisis y la exportacion hepatica de los mismos en forma de lipoproteinas
de muy baja densidad La tasa de sintesis de TG ({esterificacion) es proporcional a la
concentracion plasmatica de acidos grasos libres, que a su vez resultan de la movilizacion
paralela a partit del tejido adiposo La concentracion plasmatica de acidos grasos libres se
incrementa antes y durante el parto, resultando en la elevada captacion de acidos grasos pot
el higado, esterificacion de acidos grasos y almacén de triglicéridos n
26 1 Diagnostico
Las actividades séricas de enzimas hepatocelulares no son indicadores sensibles de

lipidosis hepatica, sin embargo de las enzimas comunmente medidas en suero, la aspartato

amino transferasa {AST) ha sido la unica que se ha correlacionado mejor con lipidosis
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hepatica La AST ha sido seleccionada para su uso en algunos programas disefiados para
monitorear hatos con ocurrencia de lipidosis hepatica

El analito sérico mayormente correlacionado con lipidosis hepatica en el ganado
bovino son los acidos grasos libres (AGL), los cuales se ven incrementados cuando se
produce una acelerada liberacion de estos a nivel de tejido adiposo La concentracion de
colesterol sérico parece variar de manera inversamente proporcional a la concentracion de
grasa en el higado El colesterol en el suero es un componente de las lipoproteinas, v la
correlacion entre higado graso y reduccion en colesterol sérico es un indicado: de baja
concentracion de lipoproteinas séricas y puede reflejar reduccion en la secrecion de
lipoproteinas T

A la necropsia el higado puede mostrar hepatomegalia marcada con bordes
redondeados, color palido amarillento y consistencia friable como resultado de la gran
deposicion de grasa (mas del 15% de su peso fresco). Las alteraciones encontradas pueden
ser comprobadas histologicamente por la observacion de gotas de lipidos en los
hepatocitos La extension en la infiltracion grasa puede llegar hasta el 70% del volumen
total de! hepatocito. ™

La mejor manera de confirmar la infiltracion grasa es mediante la biopsia hepatica
percutanea y tifiendo el espécimen con hematoxilina-eosina y sudan para correberar la
grasa Sin embargo, existe otro método de utilidad en condiciones de campo basado en
determinar el grado de acumulacion grasa en el higado Se evalua mediante la flotacion de

la muestra en soluciones de agua destilada y soluciones de sulfato de cobre con diferentes

. 73
densidades

2.7. Lipidosis hepatica en gatos

La lipidosis hepatica es la enfermedad del higado mas comunmente reconocida en
gatos ® Se caracteriza por que le precede un periodo prolongado de anorexia. que provoca la
acumulacion masiva de grasa, colestasis intrahepatica severa, insuficiencia hepética y alta
mortalidad si el gato no es tratado Acontece en gatos de todas las edades pero es mas
comin entre 2 v 8 afios Se ha descrito principalmente en hembras y es mas frecuente

: : . 8-10.60 79,80 :
después de un perfodo de anorexia de 1 a 2 semanas 7 Los gatos obesos tienen
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cierta predisposicion® * En algunos gatos, cualquier problema primario que cause
anorexia o estrés puede ser el origen; en otros, la condicion es idiopatica La infiltracion
grasa de los hepatocitos es un hallazgo histoldgico inespecifico y ocurre por la reduccién en
el consumo de alimento, con una variedad de enfermedades metabolicas, en obesidad, con
ingestion de productos toxicos y otros tipos de problemas hepaticos ® ** ®

La lipidosis hepatica en gatos puede ocurrir como un evento primario conocido
como hpidosis hepatica idiopatica (EHI) o secundaria a otro proceso enfermedad La

lipidosis hepatica secundaria puede darse en conjunto con enfermedades que alteran el

metabolismo de lipidos en el hepatocito, como son la diabetes mellitus 8486 1 a lipidosis

hepatica secundaria también ha sido identificada en gatos con colangiohepatitis, *
obstruccion extrahepatica del ducto biliar y colangiohepatitis supurativa, asi como en otras
enfermedades involucrando otros 6rganos o sistemas, incluvendo varios tipos de neoplasias,
enfermedad renal, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, pancreatitis y enfermedades del
intestino delgado. > La anorexia prolongada presumiblemente juega un papel muy
importante en muchos casos de lipidosis hepética secundaria

Los hallazgos clinicos en gatos con LHI varian con relacién a la severidad y
duracion de la enfermedad En etapas tempranas, los gatos pueden presentar pérdida de
masa muscular, deshidratacion, ptialismo y vomito Como la funcion hepatica empeora, se
desarrolla un severo desgaste muscular, ictericia v signos de hepatoencefalopatia (severa
depresion y convulsiones) La ictericia puede ser vista al principio en el paladar blando,
seguida por la esclerGtica, membranas mucosas y piel La hepatomegalia es un hallazgo
inconsistente en gatos con LHI %
2 7 1 Diagnostico

Las anormalidades mé&s consistentes en el peifil bioquimico son un incremento de
las enzimas hepéaticas alanino amino transferasa (ALT), AST v fosfatasa alcalina (FA), asi
como hiperbilirrubinemia conjugada El inctemento de FA es mas consistente y de mayor
magnitud que la gamma glutamil transferasa (GGT) La hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia, disminucion de urea, hipocaliemia e hiperglucemia se encuentran

- 50 80
ocasionalmente
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Un diagnéstico definitive de lipidosis hepatica requiere la confirmacion citologica o
histologica. A la evaluacidon citologica se encuentran los hepatocitos severamente
distendidos con vacuolas conteniendo lipidos En la evaluacion histoldgica de biopsias
hepaticas estas tienden a flotar en formalina, los hepatocitos conteniendo vacuolas se
encuentran en un patron difuso o focal, aunque la distribucion difusa estuvo presente en un
74% de gatos en un estudio * %

En un estudio de gatos con lipidosis hepatica, el 45% presenté al menos un

resultado anormal en pruebas de coagulacidon, aunque pocos gatos tuvieron evidencia

clinica de un problema de sangrado

2.8, Antecedentes

El factor VII de la via exirinseca de la coagulacion se ve particularmente
comprometido porque se encuentra en muy pequefia cantidad y su vida media es de
aproximadamente 3-4 horas, por lo tanto, una disminucion en la sintesis hepatica afecta
primero a este factor y al Tp 1128647

Menos del 2% de los animales con hepatopatias tienen tendencias de sangrado La
enfermedad hepatica causa con poca fiecuencia tendencia a hemoiragias, la frecuencia de
anomalias en los resultados de las pruebas de coagulacion puede ser tan alta como 66% en
perros y hasta 85% en humanos

Generalmente no se observan hemoriagias ni valores anormales en las pruebas de
coagulacion hasta que disminuye la concentracion o actividad de los factores menos del
30% de su valor normal

FEl TP y el TTP se mantienen dentro de los valores de referencia en la mayoria de los
animales con enfermedad hepatica * La sensibilidad del TP y del TTP puede incrementarse
diluyendo el plasma, lo cual frecuentemente resulta en prolongacion de los tiempos * En
otras investigaciones en donde se ha empleado el TP vy el TTP optimizados con diluciones
del plasma al 100, 50, 25 v 12 5% se observd que fueron indicadores sensibles de
enfermedad hepatica en perros Solamente el 15% de estos perros mostraron variaciones en

cuanto a los valores de referencia de estas pruebas en muestras de plasma sin diluir, y el

66% mostraron variaciones al realizarse las pruebas optimizadas * Sin embargo, en un
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estudio realizado en Alemania utilizando el TTP optimizado hubo una disminucion en la
sensibilidad para diagnosticar deficiencia de factores de la coagulacion en diferentes

patologias felinas incluyendo algunas hepatopatias como la lipidosis hepatica >
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2.9, Justificacion

La determinacion de las pruebas de coagulacion sanguinea pueden ser de gran
utilidad como herramienta para el diagnéstico temprano de insuficiencia hepatica porque
los factores de la coagulacion tienen una vida media muy corta en comparacion a la
determinacion de otros analitos como la albumina; ademas se requiere de mejores métodos
para el diagndstico de lipidosts v disfuncion hepatica de manera precoz, menos invasivos
que la biopsia, que no afecte la produccion, de facil realizacion, repetible y de menor costo
que la biopsia v el ultrasonido La lipidosis hepatica severa compromete el funcionamiento
hepatico y su capacidad de sintesis de proteinas, ademas es una enfermedad que causa alta
mortalidad en el gato si no es diagnosticada y tratada correctamente, mientras que en las
vacas lecheras se sabe que la lipidosis hepética causada principalmente por deficiencia de
energia, lipomovilizacidn y por trastornos metabolicos disminuye considerablemente la
produccion de leche, interfiere con la actividad reproductiva vy disminuye la respuesta

inmune, lo cual produce finalmente su muerte o la necesidad de ser enviadas a sacrificio



2.10. Hipétesis

La determinacion del tiempo de protrombina y el tiempo de tromboplastina optimizados

pueden detectar insuficiencia hepética en fase temprana o inicial

En ammales con lipidosis hepatica se produce un incremento en el tiempo de
prottombina y el tiempo parcial de tromboplastina optimizados con respecto a los

valores en animales sanos

2.11. Objetivos generales

Determinar los valores del tiempo de protrombina vy el tiempo de tromboplastina parcial
en vacas lecheras y gatos sanos y en ambas especies con lipidosis hepatica
Determinar los valores del tiempo de protrombina vy el tiempo de tromboplastina parcial

optimizados en vacas lecheras y gatos sanos y en ambas especies con lipidosis hepatica

2.12, Objetivos especificos

i

Comparar la sensibilidad de las pruebas de laboratorio de rutina y el tiempo de
protrombina y tiempo de tromboplastina parcial optimizados para el diagnostico
temprano de insuficiencia hepética por lipidosis

Relacionar los resultados de laboratorio con el grado de lipidosis hepatica por medio de
la evaluacion histologica

Relacionar los resultados de laboratorio con el grado de lipidosis hepatica por medio de

prueba de flotacion con sulfato de cobre
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3. MATERIAL Y METODOS

Para cumplir con los objetivos planteados, la investigacion se dividic en dos
estudios
3.1, Estudio en vacas lecheras
3.1.1. Animales y muestreo

Se utilizaron 20 vacas lecheras de la 1aza Holstein-Friesan, posparto divididas en
dos grupos. El grupo testigo (n=10) consistié de vacas sin signos clinicos de enfermedad
de acuerdo a un examen fisico general, el cual incluyd la frecuencia respiratoria vy
frecuencia cardiaca por auscultacion y temperatura rectal con termometio. Tentendo una
condicion corporal en promedio de 32 (2.8 — 3 5), tomando en cuenta la escala de 1-5
descrita por Herdt (1988) ™ Este grupo fue seleccionado basandose en la prueba de
flotacion de tejido hepatico en soluciones de diferentes densidades ** Las vacas de este
grupo fueron muestreadas en las instalaciones del Centro de Ensefianza Practica e
Investigacion en Produccion y Salud Anmimal (CEPIPSA), de la Facultad de Medicina
Veterinatia y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de Meéxico {(FMVZ-
UNAM) (n=6), en un rancho en el estado de Querétaro (n=2) vy en un rancho del estado de
México (=2}

El grupo problema (n=10) consistié de vacas con lipidosis hepatica seleccionadas
con base en el examen fisico y condicion cotporal, la cual fue en promedio de 22 (18 —
2 5) y por prueba de flotacidn de tejido hepatico en soluciones de diferentes densidades.
Las vacas del grupo experimental provenian de diferentes ranchos del estado de Querétaro
y el estado de México (n=8), las cuales fueron muestreadas en el rastto municipal de
Tlalnepantla, estado de México, las restantes fueron muestreadas en un rancho del estado
de Querétaro (n=2)

Las vacas en ambos grupos fueron manejadas en mangas apropiadas y se les
tomaron muestras de sangre a partir de la vena coccigea, en tubos de vidrio con vacio y sal
tripotasica de 4cido etilendiaminotetracético (Vacutainer ®) para realizar un hemograma
completo y en tubos de vidrio con vacio sin anticoagulante (Vacutainer ®) para obtener
suero Para la determinacion de un perfil bioquimico hepatico el suero se separo en las

primeras dos horas por medio de centrifugacion a 1000 g durante 10 min Para la
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determinacion de las pruebas de coagulacion se tomaron 4 5 mL de sangre en tubos de
vidrio con vacio conteniendo citrato de sodio al 3 8% (Vacutainer ®) y se procedio a la
separacion del plasma pobre en plaquetas (ppp) en las primeras dos horas por medio de
centrifugacion a 800 g durante 15 min

A las vacas pertenecientes a los ranchos antes mencionados, se procedid a
realizarles después del muestreo de sangre una biopsia hepatica previa asepsia, a la altura
del onceavo espacio intercostal del lado derecho, 20 cm por debajo de la espina dorsal vy
dirigiendo la aguja hacia las extremidades anteriores En las vacas pertenecientes al rastro
munictpal de Tlalnepantla se procedié a tomar una porcion del higado de aproximadamente
1 om® después del sacrificio Las muestras de tejido hepatico se utilizaron para las pruebas

de flotacion v examen histologico

3.2, Estudio en gatos
3.2.1 Animales y muestreo

Se obtuvieron 6 gatos por donacion (4 machos y 2 hembras), de 2 a 8 afios de edad,
raza mexicano doméstico, con calendario de desparasitacion y vacunacion al corriente para
inducir experimentalmente lipidosis hepatica Los gatos se alojaron en jaulas individuales
en el Departamento de Medicina, Cirugia y Zootecnia en Perros y Gatos de la FMVZ-
UNAM, a una temperatura ambiente de 20 + 3°C En la primera etapa (acondicionamiento)
se les realiz0 un examen fisico general, asi como el muestreo sanguineo a partir de vena
yugular (5 mL), previa sedacion con Tiletamina-zolazepam (0 5 mg/kg de peso) para la
realizacion de hemograma completo, perfil bioquimico v pruebas de coagulacion para
comprobar que se encontraban clinicamente sanos v no sufrian de enfermedades
subclinicas El peso promedic fue de 4,400g (3,100 a 5,000) Se les mantuvo durante 2
meses en una dieta a libre acceso la cual consistid de alimento humedo™® y alimento seco™,
asi como agua a libre acceso La finalidad de esta primera etapa fue que los gatos
aumentaran de peso v st fuese posible sobrepeso

En la segunda etapa (induccion de lipidosis hepatica) se procedid a pesar a los gatos

y registrar la ganancia de peso adquirida Se realizé un examen fisico general v se les
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realizd hemograma completo y un perfil bioquimico completo para comprobar que
coutinuaban clinicamente sanos L os gatos se dividieron en dos grupos

* Friskies Petcare Company, Glendale, CA, USA

El grupo experimental consistid de 4 gatos (2 machos y 2 hembras) y se les mantuvo
en las mismas condiciones ambientales que en la primera etapa Se les proporciono
unicamente alimento seco en un 20% de la dieta que estaban acostumbrados a comer y
agua a libre acceso con el objetivo de desarrollar lipidosis hepatica secundaria a la
restriccion alimenticia

El grupo testigo consisti6 de dos gatos (una hembra y un macho), los cuales fueron
mantenidos con la misma dieta que en la primera etapa vy agua a libre acceso En ambos
grupos de gatos se realizaron muestreos v andlisis de sangre a las 2. 3, 4, 5,6, 7, v 8
semanas

L as muestras de sangre (5 mL) fueron tomadas a partir de la vena yugular, en tubos
de vidrio con vacio y sal tripotasica de acido etilendiaminotetracético (Vacutainer ®), en
tubos de vidrio con vacio sin anticoagulante (Vacutainer ®) y en tubos de vidrio con vacio
conteniendo como anticoagulante citrato de sodio al 3 8% (Vacutainer ®) En las muestras
de sangre se realizaron hemograma completo, perfil broquimico hepatico y pruebas de
coagulacion

Al finalizar la segunda etapa se procedio a tomar una biopsia hepatica de | cm’ del

16bulo craneal detecho del higado * para la prueba de flotacion y el examen histologico

3.3 Analisis de muestras
3.3.1. Pruebas de coagulaciéon sanguinea

En las vacas lecheras las pruebas de coagulacién se realizaron en las primeras 6
horas de la toma de la muestra y se determinaron el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo
de tromboplastina parcial (TTP) en plasma total (100%) v dos diluciones subsecuentes
utilizando una solucion de NaCl estéril al 0 9% (SI) En la primera dilucidon (1:1) se
uttlizaron 200 pL del plasma pobre en plaquetas (ppp) y 200 pL de la SI para conseguir

la concentracion de fos factores de la coagulacion al 50% con respecto al plasma total, en
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la segunda ditucion (1:3) se utilizaron 100 pnl de ppp v 300 ul de ta SI para conseguir la
concentracion de los factores de la coagulacidn al 25% con respecto al plasma total “la
determinacion de las pruebas de coagulacién se realizo en un equipo semiautomatizado
{Thrombotimer-1, Organon Teknika ®, Germany).

Para la determinacion del TP se utilizaron las muestras de plasma sin dilucion y con
las diluciones mencionadas usando un reactivo comercial (tromboplastina cerebral de
conejo) y las instrucciones de la compaifiia proveedora Fl mismo numero de lote del
reactivo fue utilizado durante todo el estudio. La teaccidn fue iniciada adicionando 200 uL
del reactivo comercial precalentado (37 °C) a 100 pl del plasma, el cual habia sido
incubado durante 1 mina 37°C

Para la determinacién del TTP se utilizaron las muestras de plasma sin dilucion y
con las diluciones mencionadas usando un reactivo comercial {Thrombotax activado) y las
instrucciones de la compaiiia proveedora El mismo numero de lote del reactivo fue
utilizado durante todo el estudio Un volumen de 100 ul. de plasma y 100 pL del activador
fueron mezclados e incubados por dos minutos & 37°C Para iniciar la reaccion se utilizaron
100 uL de cloruro de calcio (0 2 M) previamente incubado a 37°C

En el caso de ios gatos las determinaciones de TP y TTP fuercn realizadas de la

misma manera descrita en el estudio de las vacas lecheras

3.3.2, Bioguimica sanguinea

En las vacas lecheras el perfil bioquimico incluyd el analisis de AGL, AST,
colesterol total, GGT, albOmina, urea, bilitrubina total (BT}, bilirrubina directa (BD),
bilirrubina indirecta (BI), TG y creatin-cinasa (CK) por medio de espectrofotometria
(Cobas-Mira, Roche ®, Switzerland) y con una incubacion a 37 "C Estas determinaciones
se hicieron en las primeras ocho hoias de la toma de la muestra a excepcion de los AGL,
los cuales fueron mantenidos midximo 3 meses en congelacion a —20 °C hasta su
determinacion

En el caso de los gatos se realizaron las siguientes determinaciones: glucosa, urea,

ALT, AST, FA colesterol total, PT, albumina, BT, BD, BI, TG v AGL



3.3.3. Hemograma

El hemograma completo se realiz6 en las vacas lecheras por un método
automatizado (Cell Dyn 3500R, Abbott Laboratories ®) y se determind la cantidad de
hemoglobina, el conteo total de leucocitos y plaquetas, por el método manual” se
determiné el hematocrito (Ht), proteinas plasmaticas (PP), fibrindgeno, conieo de
eritrocitos, calculo del volumen globular medio (VGM) y la concentracion globular media
de hemoglobina (CGMH), asi como el conteo diferencial de leucocitos a partir de un frotis
sanguineo coloreado con la tincion de Wrigth

En el caso de los gatos se realizo el hemograma completo, sin la determinacion del

fibrindgeno La estimacion plaquetania fue realizada a partir del frotis sanguineo

3.3.4. Examenes a las muestras de higado _

Cada una de las muestras hepaticas fue fraccionada en 4 partes Tres fracciones de
la muestra hepatica se utilizaton para la prueba de flotacion, cada una de estas fueron
colocadas en dos soluciones de sulfato de cobre {densidades 1 055 y 1 025) v otra en agua
destilada (densidad 1 000) ™ La interpretacion de fa pméba de flotacion se hizo de acuerdo
a la presencia de sedimentacion o flotacion de las fracciones en cada una de las tres

soluciones vy de acuerdo a los criterios descritos en el cuadro 1

Cuadro 1 Interpretacion de la lipidosis hepatica por medio de la prueba de flotacion de

tejido hepéatico en soluciones de sulfato de cobre (CuSQ,) a diferentes densidades y agua

destilada

Grade de hipidosis | Grasa (%) Agua destilada Solucion de CuSO;,
hepatica hepatica Densidad 1.000 Beriiad 1035 | Denvidad 1 055

Normal <13 % - - -

Ligera 13- 25% - - T

Moderada 25 - 34% - + +

Severa > 34%, + n n

- sedimentacion, + flotacion




La cuaita parte de la muestra hepatica fue colocada en un frasco conteniendo

formalina al 10% a un pH 7.4 para la evaluacion histologica y se le realizaron cortes, los

cuales fueron coloreados con la técnica de hematoxilina-eosina (H-E) v sudan para la

confirmacién de ausencia ¢ presencia de lipidosis hepatica En las laminillas coloreadas con

H-E se revisaron 5 campos con microscopio optico a 400X, revisando de la zona

centrolobuliliar hacia las zonas periportales, evaluando en porcentaje a los hepatocitos

afectados y confirmando en cada una de ellas la presencia de lipidos con las respectivas

laminillas coloreadas con sudan La clasificacion de lipidosis hepatica de acuerdo a la

evaluacion histologica se realizo haciendo ligeras modificaciones a los criterios descritos

por Biourge ef al {1993) (Cuadro 2)

Cuadro 2. Clasificacion de lipidosis hepatica en tejido hepatico utilizando tincicnes de H-E

y sudan
Grado | Denominacidn Descripcion

0 Normal Vacuolas indefinidas (glucogeno, degeneracion hidropica) en
menos del 25% de los hepatocitos Vacuolas de lipidos en
menos del 25% de los hepatocitos

1 Ligera Vacuolas indefinidas en el 25% al 50% de los hepatocitos
Vacuolas de lipidos en el 25% al 50% de los hepatocitos, en su
mayoria mictovesiculares

2 Moderada | Variable cantidad de vacuolas indefinidas en los hepatocitos
Vacuolas de lipidos en el 50% al 75% de los hepatocitos, en su
mayoria microvesiculates v en ocasiones macrovesiculares |
Ocasionales hepatocitos con nucleo excéntrico

3 Severa Variable cantidad de vacuolas indefinidas en los hepatocitos

Vacuolas de lipidos en mas del 75% de los hepatocitos, tanto
microvesiculares como macrovesiculares Cantidad elevada de
hepatocitos con nucleo excéntrico Pérdida de la arquitectura de

cordones hepaticos

Modificada de Biourge ef al (1993)
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2.4. Anailisis estadistico
2.4.1 Estudio en vacas lecheras

Se realizaron pruebas de T de Student para evaluar diferencias significativas entre
ambos grupos en cuanto a las pruebas de coagulacidn vy sus respectivas diluciones, al igual
que en los analitos de bioquimica sérica y del hemograma Se utilizd un analisis de varianza
para mediciones repetidas para estudiar el efecto de la condicion individual (sano-enfermo)
sobre los tiempos de coagulacion por medio de la prueba T de Bonfertoni y asi detectar
diferencias entre diluciones Se relacionaron descriptivamente los analitos estudiados de
acuerdo al grado de lipidosis hepatica por examen histologico, al igual que por la prueba de
flotacion
2.4.2 Estudio en gatos

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas: media y desviaciéon estandar de las
pruebas de coagulacion con sus respectivas diluciones, asi como de los analitos de
bioquimica s€tica y del hemograma, para observar si habia diferencia entre ambos grupos

T i - P : o . . 88
Los analisis estadisticos se efectuaron aplicando el programa computacional SAS
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4. RESULTADOS

4.1. Estudio en vacas lecheras

De las 20 vacas seleccionadas para el estudio, las 10 vacas en el grupo testigo
presentaron una condicidon corporal media de 32 (25 -~ 35) asi como constantes
fisiologicas (fiecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca v temperatura) dentro de valores
de referencia Las 10 vacas lecheras en el grupo problema (lipidosis hepatica) presentaron
una condicion corporal media de 2 2 (1 8 — 2 5), una de estas vacas estaba posirada por un
aborto dos dias antes, 3 presentaban claudicacion por pododermatitis y dos presentaban
mastifis cronica La inclusion en el grupo testigo o problema se basé en el examen fisico de
los animales y en la prueba de flotacion de tejido hepatico, asi como en el estudio
histologico de tejido hepatico De acuerdo a la prueba de flotacion de tejido hepatico, las 10
vacas del grupo testigo fueron negativas, es decir no flotaron en ninguna de las soluciones,
mientras que de las 10 vacas del grupo problema, 5 tuvieron flotacion coun la solucion de
1 055 de densidad clasificandose como lipidosis ligera v las 5 restantes flotaron tanto en la
solucion con densidad de 1055 come en la de | 025 clasificandose como lipidosis
moderada Con el examen histoldgico del tejido hepatico, 9 vacas del grupo testigo fueron
clasificadas con grado O y una vaca con grado | o lipidosis ligera En el grupo problema 7
vacas fueron clasificadas con grado 2 o lipidosis moderada v 3 vacas con grado 3 o
liptdosis severa (cuadro 3) Cabe mencionar que en la preseleccion de las vacas problema, 5
vacas que habian sido positivas a la prueba de flotacion no fueron seleccionadas para el
grupo final, debido a que 2 vacas presentaron en el examen histoiégico amiloidosis y 3
vacas proceso inflamatorio supurativo difuso

Los valores medios en segundos de las pruebas de coagulacion se incrementaron al
hacer las respectivas diluciones como se observa en el cuadro 4 El valor medio del tiempo
de protrombina al 100% en el grupo testigo fue de 16 5 segundos, mientras que en el grupo
problema de 18 1 segundos, no encontrandose diferencia significativa entre las medias de
ambos grupos (p=0 118), sin embargo utilizando las diluciones al 50% vy al 25% se observo
diferencia significativa entre las medias de ambos grupos (p=0004 y p=0.001)

respectivamente, utilizando un analisis de varianza para mediciones repetidas para estudiar
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el efecto de la condicion individual (sano-enfermo) sobre los tiempos de coagulacion por lo
cual se realizd la prueba 1 de Bonferroni para detectar diferencias entre diluciones (cuadro
5) encontrandose diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05)

El valor medio del TTP al 100% en el grupo testigo fue de 32 9 segundos, mientras
en el grupo problema de 299 segundos, no encontrandose diferencias significativas entre
fas medias de ambos grupos (p=0 167), tampoco hubo diferencia estadisticamente
significativa (p=0.471) entre las medias de ambos grupos en el TTP al 50% Sin embargo el
TTP al 25% no se considerd debido a que la mayoria de las muestras no coagulaban al
momnento del analisis o el aparato mostraba inestabilidad para la deteccion del coagulo

Los valores medios de los analitos bioquimicos en suero se presentan en el cuadio 6,
encontrandose diferencias significativas entre el grupo testigo y el grupo problema en los
AGL (p=0.001), AST (p=0007) vy triglicéridos (p=0 044) En las concentraciones séricas de
colesterol, bilirrubina total, proteinas totales, albumina, urea y actividades de gamma
glutamil transferasa entre el grupo testigo y problema no se encontraron diferencias
significativas

En los valores medios de los analitos en el hemogiama, no se encontraron
diferencias signiﬁcativa:s entre los grupos festigo v problema, a excepcion del fibrindgeno
en el cual se encontro una diferencia significativa {(p=0 0001) como se observa en el cuadro
7

Comparando el grado de lipidosis hepatica por medio de la evaluacion histologica v
por el método de flotacién no se aprecia disminucidén o aumento importante en las pruebas
de coagulacion, incluyendo las diferentes diluciones

En cuanto a los analitos bioquimicos séricos se observa un aumento gradual de los
AGL vy de la actividad de AST de acuerdo a la severidad de lipidosis hepatica por medio del
examen histologico (figuras 1 y 2) No apreciandose cambios importantes en triglicéridos y
fibrinogeno Comparando lo anterior pero con el grado de lipidosis hepatica por medio de
la prueba de flotacion de tejido hepético, se aprectan aumentos importantes en el caso de
AGL, AST y fibrinogeno (figuras 3 a 5), en contraste con los triglicéridos que no muestran

cambio impottante de acuerdo al grado de lipidosis hepatica
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4.2 Estudio en gatos

En la primera etapa de acondicionamiento los gatos alcanzaron una ganancia de
peso de 5,680 g (4,700 a 7,000 g) Durante los dos meses que durd el acondicionamiento
estos se encontraron de buen animo y apetito, ademas de no observarse signos clinicos de
enfermedad En la segunda etapa del experimento (induccion de lipidosis hepatica) los
gatos del grupo experimental tuvieron un descenso progresivo de peso a partir de la
segunda semana hasta la octava semana del experimento, mientras que los gatos del grupo
testigo mantuvieron su peso constante (figura 6)

A traveés del experimento todos los gatos del grupo experimental mostraron
depresion, pero se mantuvieron de buen apetito A la cuarta semana del experimento dos
gatos presentaron ligera agresividad, sin embargo en las semanas siguientes se mantuvieron
deprimidos pero alertas. Durante el experimento ningun gato presento ictericia

En la prueba de flotacion del tejido hepatico, los gatos del grupo testigo fueron
negativos, mientras que en los gatos del grupo experimental, 1 fue negativo y los otros 3
fueron clasificados como lipidosis hepatica ligera debido a que sus muestras de tejido
hepético solo flotaron en la solucion que contenia una densidad de 1 055 Con base en el
examen histologico del tejido hepatico 1 gato del grupo testigo fue clasificado con grado 0
y el otro gato con grado 1 En el grupo experimental, I gato fue clasificado con grado 2, es
decir lipidosis hepatica moderada v los tres gatos restantes con grado 3 6 lipidosis hepatica
severa (cuadro 8) Por lo tanto se confirma la induccion de lipidosis hepatica en los gatos
del grupo experimental

Los valores medios de TP al 100% se encontraron en valores de referencia de 9 a 15
segundos en ambos grupos, el TP al 50% se observa en la figura 7, encontrandose los gatos
del grupo testigo en valores de referencia, mientras que los gatos del grupo experimental se
encontraron ligeramente arriba del valor de referencia v el TP al 25% se observa en la
figura 8, encontrdndose ambos grupos por artiba de los valores de referencia, apreciandose
ligeramente mayor tiempo en los gatos del grupo experimental Los valores medios del TIP
al 100% se observan en la figura 9, encontrandose dentro de valores de referencia de 12 a
22 segundos en el grupo testigo, en el grupo experimental se observa un incremento ligero a

partir de la segunda semana, sin embargo a partir de la sexta semana comenzo a haber un



descenso en el tiempo hasta llegar al rango de referencia en la octava semana Los valores
del TTP al 50% se observan en la figura 10 encontrandose en ambos grupos por arriba de
los valotes de referencia, pero apreciandose un descenso a partiv de la quinta semana en el
grupo problema y llegando al rango de referencia en la octava semana, en el caso del T1P
al 25% se encontraron por arriba del rango de referencia sin observarse una diferencia
apreciativa en ambos grupos

Con respecto a {a bioquimica sérica, los valores medios de AGL se observan en la
figura 11, encontrandose en valor de referencia < 0 8 mmol/L. al comienzo del experimento,
apreciandose un aumento a partir de la segunda semana en el grupo expermmental y
manteniéndose arriba del valor de referencia hasta la quinta semana, en la sexta semana
estos valores regresaron al valor de referencia, en la séptima semana mostraron un aumento
marcado vy volviendo al valor de referencia a la octava semana Sin embargo en el grupo
testigo se mantuvo en valor de referencia a excepcion de la séptima semana en la cual hubo
un aumento importante

Los valores medios de FA, AST y albaumina se encontraron en valor de referencia (<
107 UL, <61 UL y 26 — 34 g/L, respectivamente) en el grupo testigo al igual que en el
grupo experimental Sin embargo, en la ALT se observaron en el rango de referencia (< 72
UI/L} en el grupo testigo mientras que en el grupo experimental se incrementaron a partiy
de la cuarta semana alcanzando su nivel maximo a la sexta semana y regresando a valores
de referencia en la séptima y octava semana como se observa en la figura 12 Con respecto
a la CK se encontraron en rango de veferencia (< 277 UI/L) en el grupo testigo y por arriba
del valor de referencia en la segunda vy cuarta semana en el grupo experimental (figura 13)
En cuanto a la BT se encontraron dentro de los valores de referencia (1 7 -3 4 pmol/L) en
el grupo testigo a lo largo del experimento, y sélo un ligero aumento en la tercera y quinta
semana en el grupo experimental (figura 14) El colesterol se observé en valores de
referencia (1 81 — 3 88 mmol/L) en el grupo testigo e incrementados al comienzo del
experimento vy en la octava semana en el grupo experimental (figura 15) mientras que los
triglicéridos (figura 16) se encontraron en valores de referencia (0 57 — 1 14 mmol/L} en el

gtupo testigo v disminuidos en el grupo experimental a partir de la segunda semana hasta la
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octava semana. En las concentraciones séricas de glucosa y urea no hubo valores fuera de
los rangos de referencia en ambos grupos
En cuanto al hemograma los resultados se encontraron en rangos de referencia, solo

observandose ligera disminucton de globulos blancos en el grupo experimental en {a quinta

semana



5. DISCUSION

La literatura existente sobre pruebas de coagulacion en el ganado bovino es escasa,
debido a que hay muy pocos casos informados de anormalidades en los sistemas
hemostaticos de esta especie Sin embargo, la realizacion de éstas es mandatoria cuando se
sospecha de coagulacion intravascular diseminada, intoxicacién con trébol dulce,
enfermedad hepatica y deficiencia congénita de factores de la coagulacion *

En el caso de gatos existe mayor informacion respecto a estas pruebas. aunque en su
mayoria son reportes de estudios retrospectivos sobre anormalidades en las pruebas de
coagulacion en diferentes presentaciones clinicas de enfermedad *

Heuwieser ef al ¥ describieron valores normales de TP en 90 vacas sanas de 20 1 a
36 1 segundos y de TTP de 253 a 44 § segundos En este estudio se obtuvieron valores de
TP en las vacas sanas de 14 7 a 18.2 vy en las vacas con lipidosis hepatica de 154 a 243
segundos, en cuanto al TTP se obtuvieron valores en las vacas sanas de 28 a 40 5 segundos
y en las vacas con lipidosis hepatica de 18 5 a 65 6 segundos a pesar de no encontrarse
diferencias significativas entre el grupo de las vacas sanas y vacas con lipidosis hepatica
como se menciond en los resultados Estas discrepancias en los valores de referencia
descritos por i0s otros autores con respecto a los obtenidos en este estudio dependen de
muchos factores 1) el tipo de aparato utilizado para la determinacion de las pruebas de
coagulacion, 2) el tipo v lote de reactivos utilizados v 3} la persona que realice las pruebas,
por lo tanto se ha recomendado que cada laboratorio obtenga sus valores de referencia que
se consideren normales de acuerdo a las condiciones con las que estén trabajando En el
taboratorio clinico del Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM no existen valores
de referencia en las pruebas de coagulacién para las diferentes especies domésticas de
acuerdo a las condiciones con las que se esta trabajando, por lo tanto, se deberian realizar
estudios més completos para obtener valores de referencia Sin embargo, algo recomendadoe
en la literatura es realizar las pruebas de coagulacion de los pacientes problemas en
conjunto con pruebas en un paciente clinicamente sano como control o comparar con los

valores obtenidos de un “pool” de plasmas de animales sanos de la misma especie
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En el caso de los gatos se han descrito valores de referencia en el TP de 84 a 108
segundos y del TTP de 13 7 a 30 2 segundos ™ O’Rourke ¢f a/ ”' obtuvieron valores de
TP de 73 a 11 4 segundos y de TIP de 10.6 a 14 9 segundos En analisis previos en el
laboratorio clinico del Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM se encontraron
valores en el TP de 9 a 15 segundos v en el TTP de 12 a 22 segundos por lo que estos
fueron tomados como referencia en el estudio de los gatos, en los cuales se encontraron
valores de TP en el grupo testigo de 96 segundos a 13 1 segundos y en el grupo
experimental de 10.1 a 20.3 segundos, asi como en el TIP en el grupo testigo de 12 8 a
219 segundos y en el grupo experimental de 91 a 42 8 segundos Estas diferencias en
cuanto a los valores de referencia son debido a lo mencionado anteriormente en las pruebas
de coagulacién por cada laboratorio

El tiempo de protrombina vy el tiempo de tromboplastina parcial han demostrado ser
indicadores sensibles de enfermedad hepética en el perro, especialmente cuando se realizan
en diluciones seriadas del plasma En un estudio no fueron especificas para algun tipo en
particular de enfermedad hepatica Debido a que el TP y el TTP dependen de muchos
factores de coagulacion, las alteraciones en uno o mas de estos factores durante los
diferentes tipos de enfermedad hepatica pueden ser responsables de valores alterados en el
IPyTIP*

Realizando las pruebas de coagulacion optimizadas se encontraron diferencias
stgnificativas entre los dos grupos de vacas con el TP al 50% y el TP al 25% y no se
encontraron diferencias significativas en cuanto a las pruebas de TTP al 100% y TTP al
50% No existe literatura de pruebas de coagulacion optimizadas en las vacas lecheras, por
lo tanto, seria importante realizar estudios mas extensos para dilucidar si la utilizacidon de
estas pruebas optimizadas dan pautas realmente precisas de alteraciones en determinados
tipos de enfermedad hepatica En el caso del presente estudio se observo que haciendo las
pruebas optimizadas en el TP si hubo diferencia significativa entre el grupo de vacas sanas
y el de vacas con lipidosis hepatica, no siendo significativo en el caso del 11P optimizado

La disminucién en ciertos factores de la coagulacion esta asociada con hepatopatias
especificas, por gjemplo los niveles plasmaticos del factor VI en perros disminuyen con

neoplasias hepaticas, mientras que los factores VII v X se encuentran disminuidos en



neoplasias hepéticas y amiloidosis primaria en seres humanos, el factor X1 tiende a estar

55 . .
» En este estudio no se determinaron

disminuido en perros con degeneracion hepitica
factores especificos

En un estudios realizado por Thomas e a/ ** encontraron que de 85 gatos con diferentes
enfermedades el 45% de estos tuvieron uno o mas resultados anormales en las pruebas de
coagulacion, las cuales incluyeton el TP, el TTP, el tiempo de trombina y la determinacion
de los productos de la degradacion de la fibrina, de estos gatos las enfermedades asociadas
con prolongacién del TP incluyeron principalmente lipidosis hepatica y otros problemas
como hipertiroidismo y cardiomiopatias. Las enfermedades asociadas con prolongacion del
TTP incluyeron puentes portosistémicos, neoplasias, enfermedades neuroldgicas y otras
enfermedades Enfermedades asociadas con prolongacion en ambos tiempos (TP y TTP)
incluyeron enfermedades hepaticas (ej lipidosis hepatica y colangiohepatitis), neoplasias
(linfoma vy mastocitosis sistémica) y otros problemas como intoxicaciones y
envenenamiento por mordedura de serpiente En otio estudio realizado por Peterson ef al
encontraron anormalidades en las pruebas de coagulacion en el 69% de 101 gatos de los
cuales las principales enfermedades que los afectaron fueron lipidosis hepatica v
neoplasias. Deniz ef al » estudiaron el TTP en 21 gatos con diferentes enfermedades
encontrando incremento en esta prueba, de los 21 gatos, 4 tuvieron lipidosis hepéatica
También realizaron pruebas optimizadas pero notaron que perdian sensibilidad, lo cual
atribuyeron a discrepancias en el incremento de los valores por la transposicion de los
valores obtenidos en las diferentes diluciones En este trabajo se observé que los gatos con
lipidosis hepatica tuvieron valores de TP por arriba de los valores de referencia, siendo esto
de manera apreciativa debido al numero de gatos en el experimento el cual fue muy
reducido para inferir su relevancia, en la prueba de TP al 50% los gatos del grupo testigo se
mantuvieron en el rango de referencia, lo cual demuestra que los gatos del grupo
experimental en realidad si presentaron disminuciones en algunos factores de la
coagulacion debido a que si mostraron un aumento apreciativo en el TP al 50% Al
observar lo sucedido en el TP al 25% ambos grupos presentaron aumento en los valores
siendo mas marcado en el grupo experimental El TTP al 100% se mantuvo en el valor de

referencia en el grupo testigo, mientras que en el grupo experimental se observo un

o
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incremento a partir de la segunda semana del experimento lo cual demuestra que podria
haber disminucién en factores que actuan en las vias de coagulacion evaluadas por esta
prueba, la disminucidn observada a partir de la sexta semana podria deberse a aumento en
el valor del fibrindgeno que puede ocurrir en procesos cronicos de inflamacidén que
pudieron haber sucedido en el caso de la lipidosis hepatica que presentaron estos gatos v lo
cual pudo haber hecho que se obtuvieran valores de TTP mas cortos al final del
experimento incluso Hegando a valores de referencia como se observa en la figura 9 Lo
mismo se podria explicar en el grupo experimental respecto al TTP al 50% (figura 10) Con
respecto al TTP al 25% no se observaron diferencias apreciativas entre ambos grupos v esto
podria dar fa pauta a suponer gue en cuanto mayor es la difucidn se pierde sensibilidad en la
prueba

La prolongacion del TP y un TTP normal sugieren un defecto en el factor VII en la via
extrinseca del sistema de coagulacion y fue encontrado mas cominmente en gatos con
enfermedad hepéatica, notablemente en lipidosis hepatica E!l incremento en el TP fue et
defecto hemostatico mas comiinmente informado en un estudio de lipidosis hepatica en
gatos y se propuso que fue el resultado de deficiencia de vitamina K o insuficiencia
sintética del higado, ademas solo 3 gatos de los 77 estudiados tuvieron episodios de
hemortagia © En este estudio de gatos con induccién de lipidosis hepatica fue mas notable
el cambio en el TP con respecto al T IP por lo que concuerda con lo reportado

Las alteraciones en la sintesis hepatica de los factores de coagulacion pueden ser
analogas a la sintesis de albumina por parte del higado Se sabe que la albumina es una
proteina que sblo se sintetiza en el higado, que tiene una vida media mayor que los factores
de la coagulacion y que su concentracion se ve frecuentemente disminuida como
consecuencia de muchas enfermedades hepaticas Los valores de TP y TIP se
correlacionan bien con alteraciones en la concentracion de albimina plasmatica ° Por lo
tanto, la disminucion en la sintesis de otras proteinas producidas por el higado como los
tactores de coagulacion pudieron haber provocade un incremento en el TP y ITP
observados en ese estudio En el estudio realizado en las vacas lecheras no se encontro
diferencia significativa en los valores de albumina en ambos grupos En el caso de los gatos

tampoco se observo disminucién de la albumina, por lo que se puede inferir que es mas
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prematura la disminucion en la sintesis de factores de la coagulacion debido a su vida
media més corta

Badvylak et al * observaron que la determinacién de factores especificos de la cascada de
la coagulacién en pertos proveen mayor especificidad para diferentes anormalidades
mortfologicas de enfermedad hepatica que el TP y el TTP por si solos, sin embargo en un
estudio realizado en seres humanos por Green et al ™ encontraron que en pacientes con
ictericia obstructiva, enfermedad hepatica cronica activa y cirrosis descompensada la
determinacidn del factor VII no dio informacién adicional que el TP por si solo En
aquellos pacientes con cirrosis descompensada, la insuficiencia para responder a la
administracion de vitamina K fue demostrada igualmente por ambas pruebas y ninguna
informacion adicional del TP fue provista por la determinacion del factor VI para clasificar
la severidad y el pronostico. Sin embargo, notaron una buena correlacion del factor VII y el
nivel de albiimina, pero el amplio valor de referencia de la concentracion de alblimina mas
el efecto de otras enfermedades sistémicas (ej. dafio renal) limita su sensibilidad como un
marcador de sintesis hepatica

En otio estudio Mischke ™ observo que realizando pruebas optimizadas del TP en
perros es mas sensible para detectar ligeras deliciencias de los factores del complejo de la
protrombina y seria adecuado para monitorear a pacientes con terapia de vitamina K
después de intoxicacion con cumarinicos En este estudio se aprecid la alteracion del TP en
las prucbas optimizadas de una manera mas evidente

Lisciandro ef af *° describieron que el 82% de 22 gatos con enfermedad hepética
tuvieron al menos una prueba anormal en el perfil de la coagulacion La prolongacion del
IP fue la alteracion mas comun (16/22 gatos) y la actividad del factor VII estuvo por
debajo del valor de referencia (< 60%) en 15 gatos Cuando se clasificaron de acuerdo a la
patologia especifica, la deficiencia de vitamina K fue la anormalidad encontrada con mas
frecuencia (11/22 gatos) Otras anormalidades fueron menos comunes e incluyeron
insuficiencia sintética hepatica (3/22), indeterminado (3/22) y CID (1/22) E! incremento en
ia actividad de FA fue la unica anormalidad en la bioquimica sérica que mostrd correlacion
estadisticamente significativa con las anormalidades en la coagulacion (p= 0 023), los gatos

con marcado incremento en la actividad de FA fueron los que mas comunmente tuvieron
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anormalidades en la coagulacion que aquellos con ligero a moderado incremento en la
actividad de FA. En el caso de los gatos en un estudio realizado por Biourge ef al * se
encontrd que la actividad enzimatica de FA se eleva mas comiunmente en lipidosis hepatica,
pero en este estudio los valores de FA se encontraron en valores de referencia en el grupo
experimental, no se podria explicar concretamente el porqué se mantuvieron en valores de
referencia a pesar de que se confirmé la lipidosis hepatica con el examen histologico, se
puede suponer que los valores de referencia para FA utilizados en el laboratorio clinico de
la FMVZ-UNAM son muy amplios ya que al observar la figura 17 se observd que los
valores de la actividad de esta enzima estdn mas eclevados en los gatos del grupo
experimental en comparacion con los gatos del grupo testigo, alcanzando su valor maximo
a la sexta semana. También se ha mencionado aumento de la actividad enzimatica de la
ALT, en el caso de este estudio se observd el mayor incremento a la sexta semana, a
diferencia del estudio realizado por Biourge et a/ * donde existié un incremento
significativo pero no mencionan en que semana de su experimento se presentd la mayor
actividad.

Se ha mencionado que los acidos grasos libres se encuentran incrementados en vacas
con lipidosis hepatica, " lo cual concuerda con lo observado en las vacas con lipidosis
hepética en este estudio, por lo tanio, se considera que este analito es de gran importancia
para el diagnostico de lipidosis hepatica En los gatos del grupo experimental también se
observod un incremento importante en los AGL 1o cual confirma el aumento en la lipolisis
del tejido adiposo v liberacion de los AGL. hacia el higado ™

La actividad sérica de las enzimas hepatocelulares no son indicadores sensibles de
lipidosis hepatica en bovinos, sin embargo la AST ha sido la Unica enzima que se ha
correlacionado mejor con lipidosis hepatica en esta especie '° En este estudio se observo un
aumento en la actividad v diferencias estadisticamente significativas en las vacas con
lipidosis hepatica con respecto a las vacas sanas [as concentracion de colesterol sérico
parece variar inversamenie proporcional con la concentracion de lipidos hepaticos en el
ganado bovino, 7 a pesar de que en este estudio no se encontraron diferencias significativas
entre el grupo de vacas sanas y el grupo de vacas con lipidosis hepatica En el caso de los

gatos del grupo experimental se observd un aumento apreciativo en la octava semana pero
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posiblemente fue un hallazgo incidental que no podria relacionarse a lo observado en las
vacas lecheras Se menciona baja concentracion de triglicéridos en vacas con lipidosis
hepatica, "*lo cual se observo en las vacas del grupo problema en este estudio ya que hubo
diferencia significativa entre éstas vy las vacas del grupo control Lo mismo se observa en
los gatos que a partir de la segunda semana del experimento y a lo largo de éste se
encontraron por debajo de los valores de referencia, esto podria estar asociado al
impedimento en la liberacion de Hpoproteinas de muy baja densidad que se observa en
casos de lipidosis hepatica '* La concentracion de bilirrubina sérica se encuentra
frecuentemente elevada en gatos con lipidosis hepatica, particularmente cuando la
enfermedad progresa *° Biourge e @/ * encontraron en su estudio un incremento de
bilirrubina al final de su experimento, es decir, a la séptima semana, ademas de que la
mayoria de los gatos estudiados por ellos presentaron ictericia de la tercera a la quinta
semana, esto no se observo en este estudio ya que solo hubo ligero incremento en la
bilirrubina total en la tercera y quinta semana, ademéas que los gatos del grupo experimental
jamas mostraron ictericia que es uno de los hallazgos clinicos mas comunes en gatos con
lipidosis hepatica

El ayuno no produce acumulacion hepéatica de lipidos en humanos, sino ha sido asociado
con una disminucion en la concentracién de lipidos hepaticos * En petros adultos obesos
no se describieron incrementos en la actividad de FA v concentraciones de BT después de
35 a 50 dias de ayuno °° En dos perros clinicamente sanos, la examinacion histologica del
tejido hepatico después de 20 dias de ayuno no reveld anormalidades % El ayuno esta
asociado a sindrome de higado graso en cobayos, * ovejas gestantes, " ponies '* y vacas
posparto, " %% pero en todas estas especies el sindrome se desarrollo en pocos dias después
del ayuno, opuesto a semanas en los gatos del estudio realizado por Biourge ef af * Esta
variacion sugiere diferencia entre especies en el metabolismo catabolico relacionado al
ayuno en gatos obesos Un sindrome de lipidosis hepatica mas similar al presentado en
gatos ha sido observado en monos obesos %

Los gatos con lipidosis hepatica también tienen signos de disminucion de proteinas que
producen atrofia muscular, hipoalbuminemia vy anemia pobremente regenerativa 2280 En

este estudio sblo se observs la atrofia muscular, ya que los niveles de albumina se
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mantuvieron constantes a lo largo del experimento, ademas de que los gatos nunca
presentaron anemia

Al hacer las comparaciones de las pruebas de coagulacion con sus respectivas diluciones
y los diferentes grados de lipidosis hepatica por evaluacion histologica, se observo que el
grado de lipidosts hepatica no influy¢ sobre los tiempos de coagulacion, es decir que no se
aprecian valores mayores en las pruebas de coagulacion entre mas severa fue la
acumulacién de lipidos en el higado, lo mismo se observo al hacer las comparaciones con la
técnica de flotacion

Se llega a la conclusién de que los tiempos de coagulacion estan prolongados en
animales con lipidosis hepatica, debido a que el higado no sintetiza cantidades adecuadas
de factores de la coagulacion Ademas de que el uso de las pruebas optimizadas detectan
variagciones minimas que no se aprecian al utilizar el TP y el I'TP de manera convencional,
por lo tanto seria necesario realizar estudios mas extensos con mayor numero de animales
para tener inferencias mas confiables.

Aungue la evidencia clinica de sangrado espontanco es extremadamente raro en vacas y
gatos, la evidencia de anormalidades en las pruebas de coagulacion es comun, por lo que se
deberia evaluar prospectivamente a animales con o sin signologia para poder Hevar a cabo
planes terapéuticos que disminuyan la morbilidad y mortalidad en esta enfermedad

De este estudio también se concluye, que el uso de una sola prueba de laboratorio o solo
criterios histologicos para definir la severidad de la enfermedad hepatica podrian dar

resultados errdneos para identificar verdaderamente a los animales con lipidosis hepatica
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Cuadro 3. Grado de lipidosis de acuerdo a la evaluacién histologica y

prueba de flotacidon en tejido hepatico en vacas lecheras (n=20)

Grado de lipidosis

Vaca lechera Evaluacion Prueba de
histologica flotacién
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Testigo 1 Negativa
Problema 2 Ligera
Problema 2 Ligera
Problema 2 Ligera
Problema 2 Moderada
Problema 2 Moderada
Problema 2 Moderada
Problema 2 Moderada
Problema 3 Moderada
Problema 3 Moderada
Problema 3 Moderada
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Cuadro 4. Valores medios y desviacion estandar en segundos detl
tiempo de protrombina (TP) y del tiempo de tromboplastina parcial

(TTP) en vacas lecheras (n=20)

Grupo
Prueba Plasma Testigo (n=10) Problema (n=10) Probabilidad
TP 100% 165+£129 1814+276 P=0118
TP 50% 17.0+135 219+ 453 P=0004
TP 25% 204 +178 2924713 P =09001
TTP 100% 329+499 2994429 P=0167
TTP 50% 512+913 4777+ 1135 P=0471

TP (Tiempo de protrombina)
TTP (Tiempo de tromboplastina parcial)
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Cuadro 5. Valores medios y desviacion estandar en segundos de las
diferencias entre diluciones en las pruebas de coagulacion en vacas

lecheras (n=20)

Grupo

Prueba de Testigo (n=10) | Problema (n=10)
coagulacion
TP 100% a 50% 0.48 + 032 378+ 2639

TP 50% a 25% 3.4+00932 7.27 + 3.201

TP 100% a 25% 3.88 £ 1.039 11.05 £ 4 957
TTP 100% a 50% | 18.23+8.173 | 17.84 +8.638

TP (Tiempo de protrombina)
TTP (Tiempo de tromboplastina parcial)
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Cuadro 6. Valores medios y desviaciones estandar de analitos

selectos en suero sanguineo en las vacas lecheras (n=20)

Grupo
Analito Testigo (n=10) | Problema (n=10) | Probabilidad
AGL mmol/L 016+0006 094 +065 P =0 001
AST U/L 787 +151 1677 +864 P =0 007
Colesterol mmol/L 3.88+1.03 11.05+£495 P =10 880
BT pmol/L 51+25 248 £307 P=0058
PT g/L 69141 75.8 £ 117 P—0105
Albimina g/L. 278434 268168 P=00683
Urea mmol/L 417112 387+092 P=0521
Trighicéridos mmol/L 012+004 015+003 P=0041
GGT U/L 182+£82 178 +86 pP=10270

AGL (Acidos grasos libres)
AST (Aspartato amino transferasa)
BT (Bilirrubina total)

PT (Proteinas totales)
GGT (Gamma glutamil transferasa)
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Cuadro 7. Valores medios v desviaciones estandar de analitos

selectos en hemograma en las vacas lecheras (n=20)

B Grupo

Testigo (n=10) | Problema (n=10) | Probabilidad
Ht L/L 026+002 0301007 P=01511
PP g/L 734 £ 341 80.8 +12.23 P=00817
Fibrindgeno g/L 380+175 740+ 165 P =0 0001
Plaquetas 423 + 1357 558 £ 164.1 P=02190
Ieucocitos X10%/L 760+249 100+292 P = 00869

Ht (Hematocrito)

PP {Proteinas plasmaticas)

33




Cuadro 8. Grado de lipidosis de acuerdo a la evaiuacién histolégica y

prueha de flotacion en tejido hepatico en gatos (n=6)

Grado de lipidosis
Gato Evaluacion Prueba de

histolégica flotacion
Testigo 0 Negativa
Testigo 0 Negativa
Experimental 2 Negativa
Experimental 3 Ligera
Experimental 3 Ligera
Experimental 3 Ligera
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