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tiene con el conejo. Se debe notar que la cepa Wistar, por ejemplo,
proviene de la cepa King A albino establecida por Helen Dean King en
el Instituto Wistar en 1904, y ha sido criada por 139 generaciones. Aun
cuando en afios recientes ha sido cruzas no consanguineas mas que
cruzas consaguineas, el efecto biol6gico real de la selecciéon dentro de
esta cepa para la maduraciéon rdpida, tamafio de las camadas,
docilidad, etc., no han sido evaluadas. Teniendo un par de hermanos
de H. sapiens o de Canis familiaris que hayan sido seleccionados de
manera similar para la cruza consanguinea o para el mestizaje por
cruza estrecha durante 139 generaciones (calculando 25 afios por
generacion, desde 1525 a.C.), pocos estudiantes de fisiologia
esperarian que reaccionaran al estrés de manera similar al H. sapiens o
Canis familiaris, ambos de los cuales son generalmente representados en

investigaciones de fisiologia por individuos criollos”
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Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

INTRODUCCION

Los principales retos con los que se enfrenta el médico en el momento de estudiar
a un paciente con enfermedad renal son demostrar la presencia y gravedad del
proceso para establecer un diagndstico y tratamiento correctos. Aunque la historia
clinica puede ser util, el estudio clinico de la funcién renal depende principalmente
de las pruebas de laboratorio, especialmente de la estimacion de la tasa de filtrado
glomerular (TFG), ya que puede utilizarse para demostrar la presencia, estimar la

gravedad y hacer el seguimiento de una enfermedad renal (Rose, 1985).

Es aceptado que las enfermedades renales son un problema comun en la clinica
de pequefias especies. La insuficiencia renal es aun una causa importante de
morbilidad en especies pequefias (Rivas et al., 1997; Krawiec y itkin, 1997;
Barrera, 2007; Polzin et. al., 2007). La insuficiencia renal crénico (IRC) es el
trastorno renal que se diagnostica con mayor frecuencia en perros y gatos
(Barrera, 2007). Los desordenes renales cronicos en perros y gatos presentan una
elevada incidencia y es una de las principales causas de mortalidad en animales
geriatricos (Pugliese et al., 2005). Con frecuencia, el origen de la IRC recae en
tratamientos que el paciente recibié a lo largo de su vida, no observandose la
presencia de enfermedades renales en estos animales, hasta que las condiciones
han avanzado a etapas terminales, donde ya existen signos clinicos de uremia
(Rivas et al., 1997; Cotard, 2009).

Muchos de los perros mantenidos como mascotas aparentan estar sanos a pesar
de padecer una enfermedad renal. La mayoria de propietarios de mascotas
desconocen la alta incidencia de las enfermedades renales en los perros y gatos.
Los estudios realizados por la fundacién Animal Morris a partir de 1986 y hasta
1991 concluyeron que la enfermedad renal es la primera causa de muerte no
accidental en gatos y la segunda causa de muerte no accidental en perros
(Bronson, 1982). Otros investigadores encontraron que la enfermedad renal sélo

es superada por el cAncer como la principal causa de muerte en perros. Un tercer
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estudio concluy6 que el 20% de los perros mayores de 5 afios de edad tienen mas
de un 75% de reduccion en la funcién renal (Allen y Gross, 1996). Sanderson
(2005) ha considerado que uno de cada tres gatos y uno de cada cinco perros
geriatricos en los Estados Unidos padecen IRC. En la base de datos veterinarios
(Veterinary Medical Data Base) de la Universidad de Purdue, EEUU, entre los
afos de 1983 a 1992 se registro que el 18% de los perros con insuficiencia renal
tenian menos de 4 afios de edad, el 17% entre 4 y 7 afios, el 20% entre 7y 12.5
afos y el 45% més de 10 afios. Durante este periodo, la prevalencia fue de 12.5
por cada 1000 y entre los de méas de 15 afios de 50 por cada 1000 (Polzin et al.,
2007).

Se ha observado que en nuestro medio no se cuenta con bases de datos de
expedientes clinicos que permitan el andlisis y la evaluacion oportuna de los
problemas que aguejan a las mascotas en una ciudad, regién o a nivel pais. Sin
embargo, a la IRC se le ha reconocido como una patologia que frecuentemente
afecta a los perros, y se han identificado como factores de riesgo a las
enfermedades gastrointestinales, cardiacas y tratamientos medicamentosos
previos (Moreno et al., 2007). Las afecciones del sistema genitourinario han sido
reportadas como la cuarta causa de presentacion a consulta de perros en una

clinica veterinaria de la Ciudad de Morelia, Michoacan (Maldonado, 2003).

La IRC es una afeccién resultante de la pérdida prolongada, significativa y de
forma irreversible del tejido renal funcional, generalmente con una evolucién de
meses 0 afios. Cuando esta inoperancia funcional se instaura de manera
progresiva, se acompafia de inutilizacién progresiva de las nefronas y se expresa
mediante una disminucion lenta y progresiva de la TFG (Barrera, 2007; Senior,
2005). Como consecuencia de la inespecificidad de los signos clinicos que
muestran los animales con IRC, el diagndéstico laboratorial se manifiesta como una
herramienta fundamental para el diagnéstico y control de la enfermedad, ya que
los hallazgos laboratoriales suelen ser el resultado del fallo en los mecanismos de

excrecion renal (Barrera, 2007). En consecuencia, el sitio del veterinario en el
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tratamiento de esta enfermedad se dirige a detectarla temprano y disminuir la

progresion de la afeccidon (Krawiec y Itkin, 1997).

La insuficiencia renal puede diagnosticarse por métodos cualitativos y
cuantitativos. Los primeros identifican la enfermedad pero describen mal la
magnitud de la disfuncion. El diagndstico cualitativo de insuficiencia renal primaria
se basa en detectar azotemia aunada a la incapacidad para concentrar orina. En
muchos casos, esta valoracion cualitativa es el punto final del proceso diagnostico
y el inicio del terapéutico. En ciertos casos, es importante seguir mas el caso
desde el punto de vista diagndstico mediante una valoracion cuantitativa de la

funcién renal (Krawiec y Itkin, 1997).

Actualmente en medicina veterinaria, el funcionamiento renal en los perros se
valora usualmente por la medicion de la urea y la creatinina en suero que es un
reflejo crudo de la TFG, asi como la densidad urinaria. Uno de los problemas méas
persistentes con la valoracibn de la funciébn renal es la baja sensibilidad
diagnostica de los parametros tradicionales de laboratorio de la funcion renal ya
que la creatinina sérica, uno de los analitos mas usados, solamente se
incrementa después que se ha perdido mas del 75% de la masa renal y ademas la
urea es afectada por condiciones extrarenales como la dieta, la funcidén hepatica y
flora bacteriana intestinal (Reyers, 2003). Usualmente las pruebas clinicas usadas
en veterinaria para la valoracion de la funcién renal sélo permiten el diagnéstico de
la enfermedad cuando se ha perdido méas del 60% de la masa renal funcional
(Polzin, 2007).

La base de la formacion de la orina es la ultrafiltracion del plasma en el glomérulo.
La medicion de la magnitud de esta filtracion por lo tanto es generalmente
aceptada como el mejor indice general de la funcion renal (Levey, 1989). La TFG
no se puede ser medida directamente pero es certeramente estimada usando el
aclaramiento de un marcador del filtrado. Los nefrélogos contindan argumentando

sobre el problema de como cuantificar el dafio renal. A pesar de existir un
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incremento adaptativo de la filtracién por glomérulo en los rifiones, la medicidon de
la TFG contintla siendo el Unico indice cuantitativo de la funcion renal (Aurell,
1994). La determinacién de la TFG es considerado en general como el pardmetro
mas importante de la cuantificacion de la funcion renal (Frennby et al., 1996), otras
funciones del rindn como la produccion de eritropoyetina, activacion de la vitamina
D y el transporte de iones y solutos también se reducen cuando disminuye la TFG
(Schwartz y Furth, 2007).

La medicion de la TFG es critica en el manejo de los pacientes enfermos. La
cuantificacion rigurosa de la TFG requiere de pruebas de aclaramiento renal. La
prueba de aclaramiento con la inulina es considerada la prueba “estandar de oro”
(Rose, 1985), sin embargo, este método clasico de aclaramiento no es accesible
universalmente, la inulina se vende como compuesto de grado analitico pero no
garantiza la esterilidad (Kerl y Cook, 2005), requiere infusion intravenosa y la
recoleccion completa de orina, lo que la hace una técnica tediosa, ademas
requiere un analisis quimico complejo, del que no disponen la mayor parte de los
laboratorios, haciendo dificil el procesamiento central de muestras (Hall y Rolin,
1995), por lo que no es practico su uso en la clinica ni en los estudios de
investigacion (Barbour et al., 1975).

Como consecuencia, nuevos marcadores alternativos y métodos de aclaramiento
se han desarrollado y validado (Gaspatri et al., 1991). En este trabajo se planteo el
desarrollo de un método sencillo de Electroforesis Capilar de Zona (ECZ) para
usar tres marcadores radiograficos como alternativas para la determinacién de la

TFG por aclaramiento renal en perros.
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| MARCO TEORICO

.1 FUNCIONAMIENTO RENAL

El 70% del organismo es agua y a pesar de esta proporcion “constante” en
condiciones normales son muchos los mecanismos que intervienen en su
regulacion. Uno de estos es el riidn, que posee una gran area de filtrado
glomerular que le permite regular la cantidad de diversos solventes y solutos

excretados por la orina (Frandson y Spurgeon, 1995).

Los rifiones en el perro son uniformes, tienen aproximadamente el mismo tamario,
y representan aproximadamente el 0.5% del peso corporal (Osborne y Fletcher,
1995). Sin embargo, reciben del 20 al 25% del gasto cardiaco para filtrar el plasma
y los constituyentes plasmaticos de la sangre, posteriormente son reabsorbidas de
manera selectiva el agua y las sustancias Utiles del filtrado y se excretan
finalmente el exceso de agua y los productos de desecho del plasma (Frandson y
Spurgeon, 1995).

Ademas de la produccion y liberacién de hormonas por el rifidn que juegan una
funcion vital en el control de la presidén sanguinea sistémica, regulacién del fésforo
y calcio en el organismo, y en la produccién de glébulos rojos. Esta diversidad de
funciones renales ayudan a mantener la homeostasis del cuerpo (Cunninghan,
2005).

[.1.1 Unidad funcional: el nefron

La unidad anatomica y funcional del rifidn es el nefrén (Alanis, 1988), que esta
compuesto del corpusculo renal y de tabulo contorneado proximal, asa de Henle y
tubulo contorneado distal, continuado por el tubulo colector (Steven y Lowe, 1998).
Se estima que en cada rifidn en el perro existen un total de 400, 000 nefrones, en
el gato 200,000 y 1,000, 0000 en el hombre (Steinhausen et al., 1990).
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[.1.2 Irrigacion en el glomérulo

El corpusculo renal estda compuesto por el glomérulo y cdpsula de Bowman
(cdpsula glomerular), todos los glomérulos son localizados en la parte cortical del
rindn (Frandson y Spurgeon, 1995; Burkitt et al., 1993). El glomérulo es una red de
capilares anastomosados que se encuentran suspendidos dentro de la capsula de
Bowman. La sangre llega en el glomérulo por la arteriola aferente. La ultrafiltracion
de la sangre se realiza al nivel de la red capilar glomerular y el ultrafiltrado avanza
del espacio de Bowman para después ingresar al sistema tubular. La sangre
abandona posteriormente el glomérulo por la arteriola eferente para irrigar el
sistema tubular (Banks, 1993). La arteriola eferente es de un didmetro mas
pequefio que la arteriola aferente. Asi permite el mantenimiento de un gradiente

de presion gue interviene en la filtracion del plasma (Burkitt et al., 1993).

El glomérulo es un sistema de filtracién por alta presién, compuesto de una red
capilar especializada, que genera un ultrafiltrado libre de sangre y con cantidades
no significativas de proteinas sanguineas. El dafio renal o alteraciones en la
funcién glomerular afectan la habilidad renal para remover metabolitos de la
sangre hacia la orina (Lulich y Osborne, 1990).

1.1.3 Fisiologia de la filtracién glomerular

El volumen del flujo sanguineo que recibe el rifibn excede las necesidades
requeridas por el parénquima renal de oxigeno. Este flujo facilita la filtracion de la
sangre y resulta en la eliminacion de muchos metabolitos de desecho del cuerpo
(Guyton y Hall, 2000).

La pared del capilar glomerular esta constituida por tres capas: el endotelio capilar
fenestrado, la membrana basal glomerular (MBG) y las células epiteliales
(podocitos) que se encuentran unidos a la MBG por procesos podalicos discretos.
La MBG es derivada del material producido por las células epiteliales y
endoteliales, incluyendo colageno 1V, laminina, nidogen, y proteoglicanos de

heparan sulfato. La laminina y nidogen forman uniones apretadas que facilitan la

Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo Pagina 6



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

adhesion celular. El proteoglicano de heparan sulfato pueden contribuir a la
barrera de carga eléctrica en la filtracion de macromoléculas anionicas (Schwartz y
Furth, 2007).

Una de las principales funciones del glomérulo es permitir la filtraciéon de
moléculas pequefias, como el sodio, urea y agua, mientras restringe el paso de de
moléculas grandes. Esto permite al riidn mantener la homeostasis por la
excrecion de desechos nitrogenados derivados de la dieta, mientras se preservan
las moléculas proteicas esenciales mayores del plasma (Schwartz y Furth, 2007).
El paso potencial de una sustancia a través de la barrera de filtracién glomerular
(del plasma al ultrafitrado) en individuos sanos depende de: a) el tamafio
molecular: cerca del 100% de las moléculas con radio <2.5 nm la atravesaran.
Casi ninguna molécula con radio >3.4 nm la pasara; b) La carga eléctrica:
sustancias cargadas positivamente y eléctricamente neutras pasan la barrera
mejor que las sustancias con cargas negativas debido a que la membrana basal
contiene moléculas cargadas negativamente (Stockham y Scott, 2008), moléculas
mas cationicas son mas permeables, y c) la presion capilar (Mc Gavin y Zachary,
2007).

Los solutos de un tamafo menor de la inulina (PM 5 200) son libremente filtrados,
mientras que la mioglobina (PM 17 000) son filtrados menos completamente que la
inulina, y la albumina (PM 69 000) es filtrada solo en menor grado. La filtracion
esta también limitada para iones o farmacos que se encuentre unidas a proteinas
(Schwartz y Furth, 2007).

La TFG esta influenciada por los factores de la tasa de filtracién individual de cada
nefréon, también referida como la TFG de un nefron individual (TFGNI) y la suma
del nimero de nefrones filtrando. La sangre ingresa por la arteriola aferente en el
lecho capilar (enramillado capilar) del glomérulo y sale por la arteriola eferente. A
lo largo del enramillado capilar glomerular una porcion del plasma es ultrafiltrado

hacia el espacio de Bowman, el cual, después de ser procesado en los tubulos
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renales y ductos colectores, origina la formacion de la orina (Schwartz y Furth,
2007).

La filtracion glomerular depende de varios factores, los tres mas importantes son:

e La presion hidrostética de la sangre dentro del capilar que es elevada en las
arteriolas (fendmeno pasivo).

e La presidon oncética del fluido en el espacio Bowman (en el ultrafiltrado).
Esta suele ser insignificante, ya que las proteinas de alto y medio peso
molecular no se filtran (Cunninghan, 2005).

e La naturaleza misma del filtrado (morfologia y permeabilidad) (Finco et al.,
1999).

Las constantes de permeabilidad de la pared dependen de dos factores:

e La superficie: que puede ser modificada por la contraccion de células
mesangiales. Contienen actina que es capaz de contraerse en respuesta a
la angiotensina Il y a la hormona antidiurética (ADH). Las contracciones
provocan entonces una disminucién de la superficie y, por consiguiente,
una disminucién de la filtracibn glomerular. Ciertas patologias pueden
provocar una obliteracion de los glomérulos, y asi disminuir la superficie de
contacto.

e EI porocito: factor que es experimentalmente dificil de diferenciar de la

superficie (Finco, 1995).

Ademas de determinar la permeabilidad hidrica de la barrera de filtracion, las
caracteristicas estructurales y quimicas de la pared capilar glomerular establecen

también su permeabilidad selectiva (Cunninghan, 2005).

El flujo de liquido a través del glomérulo es gobernado por las fuerzas de Starling,
siendo proporcional a la permeabilidad de la pared capilar glomerular y al balance

entre las presiones hidrostaticas y oncéticas (Schwartz y Furth, 2007).

Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo Pagina 8



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

Las fuerzas responsables de la filtracion son las siguientes:

e La presion hidrostatica en la luz del capilar, es la fuerza de entrada del
fluido a través de la capsula de Bowman, este pasaje esta ligado
directamente a la presion en la arteriola aferente.

e La presion oncoética en la capsula de Bowman potencializa la filtracion. Pero
da el hecho de una concentracion en proteina débil (1 a 100 mg/L) Esta no

es considerada como un factor mayor de filtracion (Guyton y Hall, 2000).

Las mayores fuerzas opuestas a la filtracion son:

e La presion oncdtica dentro del capilar glomerular (Cunninghan, 2005). La
concentracion en proteinas es mas importante en el plasma que en la
ultrafiltracién. Esta concentracion en proteinas se opone a la filtracion, ya
qgue el movimiento de los fluidos tiene que permitir un equilibrio de las
concentraciones (Guyton y Hall, 2000).

e La presién hidrostética en el espacio Bowman (Cunninghan, 2005).

La diferencia entre las fuerzas opuestas en cuestidbn provocan una presion de
filtracion, comprendida entre 6 y 14 mmHg (Guyton y Hall, 2000). El filtrado
glomerular es un mecanismo muy eficaz que permite para un perro de 25 kg el
filtrar 60 a 80 litros por dia, sea una filtracion glomerular de 2 a 4 mL/kg/min

(Frandson y Spugeon, 1995).

Asi la naturaleza de la orina primitiva es a poco grados equivalentes aquella del
plasma salvo las proteinas de PM superior 68 kDa que no difunden, las proteinas
de PM inferior a 68 kDa y no ligadas a las proteinas plasmaticas (la fraccién libre)
son filtradas (Guyton y Hall, 2000).
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|. 2 PATOFISIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD RENAL

Debido a que el tejido renal tiene limitadas vias de respuesta a las enfermedades
que sufre, los patrones de lesiones y su evolucién que inicialmente pudieron ser
distintivos en enfermedades severas y prolongadas suelen terminar en un punto
terminal similar de enfermedad e insuficiencia renal cronica (Mc Gavin y Zachary,
2007). La causa primaria responsable del comienzo del proceso de dafio renal
(que puede ser congénita, familiar o adquirida) esta frecuentemente ausente o es
irreconocible cuando se realiza el diagnéstico de la enfermedad renal crénica
(Barrera, 2007).

El dafio renal inicia con la pérdida de nefrones funcionales desarrollandose atrofia
y fibrosis en los glomérulos, tabulos renales o tejido peritubular. Los cambios
funcionales incluyen la disminucién del flujo sanguineo renal, disminucion de la
TFG y reduccion de la capacidad para concentrar la orina. La patogénesis de los
procesos siempre presentan la misma progresion: a) en las fase inicial del dafio
renal, se observa hipertrofia de estos nefrones con incremento en la tasa de
filtracion por los nefrones funcionales remanentes para mantener la homeostasis
del organismo; esta fase de enfermedad es caracterizada por la pérdida hasta del
67% de la funcion renal antes de manifestar signos clinicos en los pacientes; b) es
posible observar un incremento de la presion intraglomerular y desarrollo de
esclerosis en los nefrones remanentes; la pérdida de de tejido renal continda
resultando en un desbalance y la presentacion de signos digestivos y urinarios en
los pacientes, que se pueden tornar muy severos; ¢) Con la pérdida del 67 al 75%
de la tasa de filtracion se presenta poliuria y polidipsia severas, cando la falla se
incrementa (de 75 a 90% de pérdida de la masa renal) la acumulacion en sangre
de productos nitrogenados del catabolismo determinan la manifestacion de signos
sistémicos como anorexia, pérdida de peso y apatia, asi como signos especificos
como vOomito y diarrea; d) Cuando la funcién renal residual es menos del 10% la
uremia esta presente, se asocia con signos neuroldgicos (encefalopatia urémica)

gue indica el estado terminal de la enfermedad (Polzin et al., 2000).
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La deteccion temprana de la falla renal y la aplicacion subsecuente de un
tratamiento adecuado puede prevenir la progresion a estados mas severos de
insuficiencia renal previniendo morbilidad y mortalidad, asi como los costos que
implican (Hoste et al., 2005). La modificacién de la dieta ha sido una estrategia
efectiva en el manejo clinico de perros con enfermedades renales cronicas
(Pugliese et al., 2005; ).

|.3 PRUEBAS DE VALORACION DE LA FUNCION RENAL

I. 3.1 Pruebas indirectas de la funcion renal

Los métodos de rutina para valorar la funcion renal han permanecido sin cambios
por muchos afios (MacGregor et al., 2006) y la determinacion de la creatinina en
suero permanece como la prueba de laboratorio mas cominmente usada para

valorar la funcion renal (Van Lente y Sult, 1989).

Las pruebas para la valoracion de la funcion renal que son usadas actualmente en
la Medicina Veterinaria son la medicion de creatinina y urea en sangre que reflejan
la TFG. Cuando estos valores de urea y creatinina se observan elevados
(azotemia) recurrentemente por un periodo de tres meses junto con la densidad
urinaria menor a 1.030 se diagnostica insuficiencia renal en el perro (Polzin, 2007).
Estos analitos son el reflejo crudo de la TFG y son usados como marcadores del
deterioro de la funcién renal (Brown et al., 2006). Sin embargo, estas pruebas
tienen la limitacibn de ser poco especificas y no permiten establecer un

diagnéstico temprano del dafio renal (Polzin et al., 2007).

La enfermedad renal cronica se acompafia de una dafio renal continuo
caracterizado por la disminucion de la TFG (Schwartz y Furth, 2007). La
concentracion plasmatica de creatinina es de facil acceso pero es un indicador
menos sensible que la determinacién TFG (Aurrel, 1994), por lo tanto, la medicién

de creatinina en plasma no es un reflejo exacto de la TFG (Shemesh et al., 1985).
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Durante la fase silenciosa clinica temprana de la IRC, encaminando al punto
donde la TFG es reducida a 25-30% de lo normal, los rifiones pasan por una serie

de adaptaciones funcionales y anatomicas (Senior, 2005).

[.3.2 Creatinina y nitrGgeno ureico en sangre
La medicion de la urea y creatinina en sangre han sido usados como los analitos

convencionales para estimar la TFG (Chew y DiBartola, 2007).

Las células musculares toman la creatina producida por el higado, donde cambia
en forma irreversible a creatinina. La creatinina es excretada por filtracion
glomerular en perros y gatos, y también en una pequefia cantidad por secrecion
del tabulo proximal en perros. La produccion de creatinina puede alterarse por la
cantidad de masa muscular, y asi presentar diferencias entre géneros, edad, y
raza que alteran la concentracion de creatinina en plasma. Sin embargo, esto es
poco tomado en cuenta en medicina veterinaria. Los normogramas para
determinar los intervalos normales de la concentracion de creatinina en plasma en
personas consideran otros factores. La presencia de cromdgenos no creatininicos
en el plasma de perros y gatos normales complican la interpretaciéon de las
concentraciones de creatinina en plasma, particularmente con incrementos

moderados (Brown, 2003).

Es conocido que el monitoreo de la creatinina sérica es una prueba relativamente
limitada para detectar disfuncién renal, si se considera los efectos que tienen
sobre sus valores la dieta, consumo de carne, metabolismo enddgeno, y las rutas

extrarenales de excrecion (Giudice et al., 2008).

Las estimaciones de la TFG basadas en la medicion de creatinina (aclaramiento
de creatinina, creatinina sérica, y sus reciprocas) han mostrado una imprecision
significativa por la secreciéon tubular altamente variable de la creatinina, la cual
estd influenciada por los efectos de la dieta, medicacion, y presién sanguinea (Hall
y Rolin, 1995).
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La creatinina en suero es usualmente medida por un método colorimetro cinético
de picrato alcalino (basado en la reaccién de Jaffé), y menos comunmente por el
método enzimético. EI método de picrato alcalino es sujeto a la interferencia de
otros cromdgenos incluyendo cetonas y glucosa, dando valores artificialmente
elevados de la creatinina sérica. Otras sustancias que interfieren como la
bilirrubina y pueden causar una valores menores de la creatinina sérica
(MacGregor et al., 2006).

El intervalo de valores de creatinina en sangre es amplio en perros o gatos cuando
se consideran grupos de animales, pero es mucho mas estrecho para un animal
en lo individual. El grupo IRIS (International Renal Interest Society, 2006) ha
recomendado que el limite superior normal para la creatinina en perro sea menor
de 1.6 mg/dL. Estos valores superiores son sustancialmente menores que los
valores de referencia proporcionados por la mayoria de los laboratorios
comerciales. Cuando estos valores son usados, mas animales con enfermedad
renal pueden ser detectados pero también animales algunos animales normales
pueden ser incluidos en este grupo basados Unicamente en los valores de la
creatinina sérica. Con el incremento de la atencion en el bienestar y evaluacion de
los animales geriatricos, variaciones individuales en la creatinina sérica se pueden
detectar si el mismo laboratorio es usado para hacer las determinaciones de los
valores de la creatinina. El analisis de la concentracién de creatinina sérica en un
mismo laboratorio ofrece resultados muy constantes, al contrario de cuando se
hace la medicion en diversos laboratorios. El incremento secuencial de la
creatinina sérica aun dentro de los rangos normales pueden sugerir la pérdida

progresiva de masa renal (Chew y DiBartola, 2007).

La creatinina, aunque no es influenciada significativamente por la dieta, es aun
menos sensitiva en pacientes con reduccion de la masa muscular como la
observada en pacientes emaciados 0 caquéxicos, pero solamente se incrementa
después de que se ha perdido el 75% de la masa renal funcional (Chew y
DiBartola, 2007; Reyers, 2003).
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La urea es el producto del ciclo hepatico, que inicia con el metabolismo de los
aminoacidos y excrecion de nitrégeno. La urea es pasivamente filtrada a través del
glomérulo renal. Debido a que algunos segmentos del epitelio tubular son
permeables a la urea, la urea puede salir o entrar del fluido tubular, reciclandose
pasivamente durante el proceso de concentracion de la orina. Por lo tanto, el
nitrogeno ureico en sangre (NUS) no solo refleja la TFG sino también la
produccion de urea por el higado y la tasa de flujo de fluido tubular. Por lo tanto, la
ingestion de alimentos ricos en proteinas, hemorragia gastrointestinal, la presencia
de un estado catabdlico, y la deshidratacidon pueden elevar el NUS aun sin
cambios en la TFG. En contraste, la insuficiencia hepdatica, dietas pobres en
proteinas, estados anabdlicos, y poliuria tienden a disminuir los niveles del NUS
independiente de los cambios en la TFG. Estos importantes factores extrarenales

complican la interpretacion de los valores del NUS (Brown, 2003).

La observaciéon de cambios en la capacidad de concentracién urinaria maxima
puede dar pistas de que la masa de nefrones esta disminuyendo. La habilidad
para concentrar al maximo la orina se va perdiendo progresivamente a partir del
dafio de mas del 50% de la masa renal hasta presentar valores de isostenuria
(densidad urinaria de 1.007 a 1.017) que se registran cuando el 67% o mas de la
masa renal estd dafiada (Chew y DiBartola, 2007). En perros, la capacidad de
concentrar la orina se observa cuando aproximadamente 66% de la masa renal

funcional se ha perdido (DiBartola, 2000).

I. 3.3 Pruebas directas de la funcién renal

En estas pruebas se evalla la funcién a través de la estimaciéon de la TFG.

I.4 TASA DE FILTRADO GLOMERULAR
La TFG representa el volumen de plasma ultrafiltrado presentado a los nefrones
por unidad de tiempo en el proceso de formacién de orina (Schwartz y Furth,

2007). La medicién de la TFG se realiza indirectamente midiendo la tasa de
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excrecion urinaria de algun compuesto endogeno o exégeno que sea libremente
filtrado en el glomérulo renal y que cumpla con las caracteristicas de un marcador
para este propdsito (Barbour et al., 1975), se ha definido como el volumen de
plasma que puede ser completamente aclarado (limpiado) de una sustancia en

particular por los rifiones en una unidad de tiempo (Heymsfield et al., 1983).

La TFG es considerada el mejor indice para evaluar la funcion renal en sujetos
sanos y enfermos. Esta medicion es usada para estimar la efectividad de los
tratamientos que se aplican para disminuir el avance de la enfermedad renal o
valorar la condicion de rifiones trasplantados (Rose, 1985). La evaluacion exacta
del flujo sanguineo renal y la TFG son también necesarios para ayudar a los
fisiblogos y farmacoélogos para interpretar los datos clinicos y experimentales
(Boschi y Marchesini, 1981), y es superior a las mediciones en plasma de
creatinina y la cistatina C y otras pruebas sencillas de la funcion renal (Bexfield et
al., 2008). Hijorth et al. (2002) concluyeron que en nifios la determinacion de la
creatinina y la cistatina C plasmaticas, asi como formulas basadas en la altura del
paciente y la creatinina en sangre proporcionan datos imprecisos de la TFG. La
TFG se reduce antes de la presentacién de signos y sintomas de la falla renal,
relacionandose con la severidad de las anormalidades estructurales en la

enfermedad renal crénica (Nankivell, 2001).

[.4.1 Antecedentes de la determinacion de la TFG

Rehberg en 1926, propuso que el aclaramiento podia ser usado para medir
algunas funciones renales, tal como la tasa de filtracion glomerular y analizar
mecanismos excretorios para sustancias especificas como la urea. Reconocio que
el aclaramiento de una sustancia que es libremente filtrada y no esta sujeta ni a
secrecion ni a reabsorcion tubular puede ser usada para medir la tasa de filtracion

glomerular (Torres, 1988). Rehberg aplico la férmula clasica:

U xV
P 1)

TFG =
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donde U es la concentracion del marcador en la orina (mg/mL), V es la tasa de
flujo de orina (mL/min) y P es la concentracion en el plasma del marcador (mg/mL)
(Frennby y Sterner, 2002). Pero a Homer Smith, Jefe del Departamento de
Fisiologia de la Universidad de New York, realmente le corresponde el mérito de
reconocer Yy utilizar el tremendo potencial del concepto de aclaramiento para medir
cuantitativamente muchos parametros de la funcion renal; fue por el afio de 1937,
gracias a la aplicacion de esta técnica pudo medir la tasa de filtracion glomerular
empleando la inulina, un carbohidrato que se comprobd que sélo es excretada por

filtracion glomerular (Torres, 1988).

[.4.2 Indicaciones de la medicion de la TFG

La TFG es el indicador mas importante de la funcion renal y es de crucial
importancia en el paciente con enfermedad renal cronica (Schwartz et al., 2006).
La medicion de la TFG es de mucho valor en varias circunstancias como la
deteccién temprana de dafio renal, para dosificar correctamente farmacos que son
eliminadas via renal, monitorear pacientes donadores y receptores de trasplantes
renales evaluar a los pacientes que recibirAn terapia o agentes radiograficos
potencialmente nefrotoxicos (Gaspari et al., 1997b; Hoste et al., 2005; Schwartz y
Furth, 2007).

Clinicamente la medicién de la TFG aparte del monitorear la funcion renal en
pacientes con enfermedades nefro-urologicas, esta indicada en pacientes con
cancer para predecir la toxicidad de farmacos contra el cancer excretadas por via
renal, aunque no son nefrotdxicas, son tdxicas para otros érganos, en especial la
medula 6sea, y en pacientes con enfermedades que son tratadas efectivamente
por medicamentos, los cuales no son excretados principalmente a través de los
rifones, y sin embargo son nefrotoxicos, por ejemplo la ciclosporina en el
tratamiento de la psoroasis y farmacos con platino usadas en el tratamiento de

algunos tipos de cancer (Peters, 2003).

La estimacion de la TFG es ampliamente usado en la investigacion pero también

puede ser muy util en la clinica en los paciente con signos vagos y que presenten
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elevaciones moderadas de la concentracion plasmatica de creatinina, la TFG
puede indicar cuando estdn enfermos o no. La estimacion de la TFG ayuda a
identificar enfermedades intrinsecas renales de una lista de diagndsticos
diferenciales en pacientes no azotémicos con poliuria, proteinuria, o hematuria. La
determinacidon exacta puede facilitar la decision de prondstico en pacientes con
una enfermedad renal establecida. La medicion de la TFG facilita el ajuste correcto
de la dosis en pacientes viejos o criticos y en situaciones de monitoreo de

farmacos terapéuticas (Heiene y Moe, 1998).

Las indicaciones para la medicion precisa de la TFG en medicina veterinaria son
muy amplias. Se incluye la busqueda de enfermedad en animales con poliuria no
azotemicos o0 incrementos moderados de la concentracion plasmatica de
creatinina, monitoreo en razas con predisposicién a una enfermedad renal familiar,
monitoreo pre quirdrgico o posterior a un tratamiento, para guiar la dosificacion
cuando se emplean farmacos que tengan eliminacion por via renal y para evaluar
los efectos de la dieta u otras intervenciones terapéuticas sobre la funcién renal.
La medicién secuencial de la TFG también provee informacién util sobre las

alteraciones de la funcién renal con el paso del tiempo (Bexfield et al., 2008).

I. 4.3 Factores que influyen en la TFG

El rango normal de TFG varia de acuerdo a la masa renal y consecuentemente a
la masa corporal. Sin embargo, en adiciéon a la edad, existen un gran niamero de
condiciones fisioldgicas y patolégicas que pueden afectar la TFG, incluyendo la
gestacién, hipertension, medicacion y enfermedad renal (Nankivell, 2001). En el
perro la TFG puede ser influenciada por varios factores no renales como el
consumo de proteina, estado de hidratacion, balance del sodio, género, edad, y la
raza, como también la variacion circadiana en el error individual. Por lo tanto el
rango de valores de referencia en animales sanos es amplio (Levey, 1989; Izzat y
Rosborough, 1989).
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Los estudios de aclaramiento deben realizarse durante un periodo hemodinamico
estable. El aclaramiento total corporal es la suma de todos los procesos de
eliminacion del cuerpo, principalmente aclaramiento renal y hepatico. La
eliminaciéon a través de la saliva, sudor, y de otras rutas es comunmente
insignificante. El aclaramiento plasmatico refleja el aclaramiento total corporal. El
aclaramiento renal equivale al aclaramiento plasmatico y al aclaramiento corporal
total si la sustancia marcadora es excretada Unicamente a través del rifion (Heiene
y Moe, 1998).

[.4. 4 Aclaramiento renal

El término aclaramiento renal o aclaramiento urinario es usado para describir el
calculo de aclaramiento usando ambos datos de plasma y orina. El aclaramiento
renal mide la cantidad de marcador actualmente excretado en la orina y deben
realizarse después que se ha obtenido una distribucion completa de la sustancia
en los tejidos corporales, en donde el radio de distribucion de la droga en el

tejido:plasma es constante.

El aclaramiento renal es calculado por la férmula:

U ®Cu

Cp 2)

Cl renal =

donde U= flujo de orina en mL/min, C,=concentracién del marcador en la orina en
mg/mL, y C,= concentracion del marcador en el plasma en mg/mL. La

aproximacion exacta es proporcionada si la coleccion de orina es completa.

En la practica, es comunmente dificil asegurarse que se vacid completamente la
vejiga después de la coleccidn urinaria, y el vaciamiento incompleto de la vejiga
provocara la subestimacion de la TFG. Ademas la colocaciéon de un catéter vesical

es un factor de riesgo para el desarrollo de infeccion (Heiene y Moe, 1998).
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TABLA 1. Valores reportados de la tasa de filtrado en perros con funcién renal normal por
varios métodos.

Método Xzts Unidades Referencia
Aclaramiento de inulina en orina 3.55 +0.14 mL/min/kg Fenrriggset al,
Acla,ramlento de_ creatinina 3.77+0.77 mL/min/kg Bovée y Joyce,
endogena en orina - 1979
Aclaramiento de creatinina 3.45+0.7 mU/min/kg | Watson et al., 2002
exogena en orina
Ac[aramlento de creatinina 3.040.52 mL/min/kg Labato y Ross,
exbégena en plasma 1991
Aclaramiento de iohexol en 2.22+0.86 mL/min/kg Brown et al., 1996
plasma
Aclaramlento plasmético de 2.9140.60 mL/min/kg Goy-Thollot et al.,
iohexol 2006
Aclaramiento plasmatico de 2.4+0.55 mUminkg | Bexfield et al., 2008
iohexol
Aclaramiento plasmatico de .

. 4.1+0.5 mL/min/kg Laroute et al., 2005
iohexol

Aclaramiento plamatico de 3.1+ 0.39 mL/min/kg Mourou, 2002
iotalamato

TC-99m-DTPA- centelleo renal 2.56+ 0.99 mL/min/kg Moe i/gHg(;lene,
Aclaramlento plasmatico de 80.5+15.5 mL/min/m? Goy-Thollot et al.,
iohexol 2006
Acla,ramlento de_ creatinina 57.649.3 mL/min/m? Bovee y Joyce,
endbdgena en orina 1979
Aclaramlento plasmético de 39-84 mL/min/m? Moe y Heiene,
iohexol 1995
Aclaramlento plasmaético de 41-106 mL/min/m? Moe y Heiene,
iotalamato 1995
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Con el método tradicional de inulina, el aclaramiento renal es comunmente medido
a una concentracibn sanguinea relativamente constante durante la infusién
intravenosa continua de un marcador, pero el aclaramiento renal puede ser
también ser medido después de la inyeccidn Unica, cuando la distribucién es
completa (Pihl, 1974; Pihl y Nosslin, 1974; Florijn et al., 1994).

El aclaramiento de una sustancia en un compartimiento es definido como el radio
entre la tasa de eliminacion de la sustancia (mg/min) de ese compartimiento y la
concentracion de la sustancia (mg/mL) en el mismo compartimiento. El
aclaramiento de un marcador de la TFG es un valor abstracto calculado que se

expresa en mL por m? o por kilogramo de peso corporal (Frennby y Sterner, 2002).

En la practica veterinaria no existe un método perfecto para determinar la TFG
(Heiene y Moe, 1998). La ventaja cuando se colecta orina para determinar la TFG
es que la ecuacion (ecuacion 5) que se expresa en mL/kg/min es facilmente
calculada y entendida (Kerl y Cook, 2005). En la tabla 1 se presentan valores

reportados de la TFG.

[.4.5 Caracteristicas de los marcadores de la TFG

Las caracteristicas que debe tener un marcador de filtracion ideal son:

- Que no altere la permeabilidad capilar glomerular durante la filtracién glomerular
- No se una a los globulos rojos 0 a las proteinas plasmaéticas en la circulacion

- No exista escape extrarenal (a menos que sea completamente reversible, como
en el liquido del espacio intersticial)

- No exista secrecion tubular (aun que si bien se ha probado que el indicador es
completamente retenido en el epitelio tubular, la reabsorcion tubular es
tedricamente permitida si el aclaramiento plasmatico esta siendo medido)

- Que no exista difusion a través de la membrana tubular siguiendo la filtracion (la
cual ocurre si existe necrosis tubular extrema, pero también a bajas tasas en otras
formas clinicas menos obvias de dafio tubular, como en la nefrotoxicidad por

ciclosporinas) (Peters, 2003).
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Ademas, un marcador de la filtracion atraviesa libremente la membrana
glomerular, y no es reabsorbido o metabolizado por los tdbulos renales. Las
sustancias que han sido usadas como marcadores del filtrado glomerular son: A)
polisacaridos como la inulina; B) quelatos solubles radioactivos como °'Cr-
Etilendiaminotetracetico (EDTA), *°Tc- Dietillenetriaminepentacetico (DTPA) y
guelantes no radioactivos como el Gd-DTPA; C) medios de contraste radioactivos
como el **I-iotalamato; y D) medios de contraste urolégicos no radioactivos como
los mondémeros idnicos (p. ej.. metrizoato, diatrizoato, iotalamato), y los
monomero no iénicos (p. €j.: iohexol, iopamidol, iopromida) (Frennby y Sterner,
2002).

1.4.6 Influencia de las propiedades del marcador

La mayoria de los protocolos usados en la determinaciéon plasmatica o renal se
basan en asumir que la distribucion de la droga es completa dentro de la primeras
1 a 2 horas posteriores a la aplicacion del marcador. La mayoria de los muestreos
del aclaramiento renal se inician después de un periodo en un intento de
muestrear cuando la distribucién del marcador es completa. Sin embargo, las
propiedades de los marcadores generalmente no son conocidas completamente
(Heiene y Moe, 1998).

Se espera que un marcador usado para determinar la TFG no sea téxico para el
paciente. Un método comun para estimar la TFG utiliza a la creatinina endégena
como marcador. La TFG es por lo tanto evaluada a partir de la concentracion en
plasma de la creatinina sola o del aclaramiento renal, calculado como el radio
entre la tasa de excrecién de creatinina en orina y la concentracién de creatinina
en plasma. La medicion de la creatinina sérica sola o la medicion del aclaramiento
renal de la creatinina puede sobre estimar la “TFG verdadera” en un 50 a 100% si
se compara con un marcador exdgeno, esto se ha relacionado a la secrecién en
los tubulos renales y posible reabsorcion en varias especies, por lo que el uso de

creatinina Unicamente como marcador para la determinacion de la TFG en
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pacientes con enfermedad glomerular no es justificable en situaciones de
investigacion y es poco deseable en muchas situaciones clinicas (Shemesh et al.,
1985).

Ha existido un incremento en el uso de medios de contraste no radioactivos como
marcadores en la medicion de la TFG. El iohexol, un mondmero no ionico ha
venido siendo uno de los marcadores de la TFG mas comunmente usado en
Europa. Se asume que otros mondmeros no iénicos, como el iobitridol, iomeprol,
lopamidol, ioversol y el iopromide, son igualmente efectivos como marcadores de
la TFG debido a sus caracteristicas farmacocinéticas similares (Frennby y
Sterner, 2002).

I.4.7 Reacciones secundarias de los marcadores iodados

La nefrotoxicidad es un efecto adverso bien conocido de los medios de contraste
radiograficos (MCR), aun cuando su incidencia es baja (2%) en la poblacion
general (Goldfarb et al., 2009). La patogénesis de la nefrotoxicidad inducida por
MCR no esta completamente entendida, a pesar de la superioridad de los MCR no
ionicos sobre los MCR ionicos considerando la nefrotoxicidad demostrada en
varios modelos experimentales. La vasoconstriccion, resultante en hipoxia medular
renal, y la toxicidad en el epitelio celular tubular son considerados como los
factores primarios responsables de la nefrotoxicidad por MCR (Uozumi et al.,
2001).

En personas, las mediciones de aclaramiento por cromatolografia lquida de alta
resolucién requieren la administracion IV lenta de 5 a 20 mL de iohexol que
contiene 300 mg de yodo/mL. Esto contrasta con los 50 a 100 mL de iohexol que
se aplican IV rapido en los estudios radiograficos. Estas diferencias en volumen y
velocidad de aplicacion pueden explicar el porqué actualmente no se reportan
reacciones adversas al iohexol en estudios de aclaramiento. Obviamente los
medios iodados deben ser evitados en pacientes con reacciones conocidas a los

medios de contraste radiograficos (Aurell, 1994).
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1.4.8 Eleccion de unatécnica de aclaramiento

Las diferentes técnicas de aclaramiento varian con la aplicacion y el muestreo de
los marcadores exdgenos de la TFG. Cada técnica de aclaramiento presenta
ventajas como también desventajas. El método clasico de aclaramiento para
determinar la TFG es la eliminacion renal con inulina, incluyendo la infusion
intravenosa del marcador para conseguir una concentracion plasmatica constante
del marcador, seguida de del muestreo multiple y coleccion temporal de la orina
por un catéter intravesical. Esta técnica elimina el problema del equilibrio entre
diferentes compartimientos corporales. El tiempo requerido para administracion
por infusibn continla de la inulina y el analisis quimico laborioso de la
concentracion de la inulina en el plasmay la orina hacen al aclaramiento de inulina
caro e impréctico en la practica clinica diaria. Para evitar la aplicacion de
infusiones intravenosas, el marcador de TFG puede ser aplicado IV en bolo (dosis

anica) (Frennby y Sterner, 2002).

La medicidén de la creatinina en sangre como marcador Unico para monitorear la
TFG en pacientes con enfermedades glomerulares no es justificable en estudios
de investigacion y no es Optimo en muchas situaciones clinicas (Walser et al.,
1988; Walser et al., 1993). Se ha reportado una baja correlacion entre la
creatinina plasmatica y la TFG en perros (Finco et al., 1999). En humanos existen
formulas en las que a partir de la cistatina C (Hjorth et al., 2002) y de la creatinina
sérica se calcula la TFG en base al peso, altura, edad, genero e inclusive origen
étnico del paciente (Hjorth et al., 2002; Imai et al., 2007), pero en perros y gatos no
se pueden aplicar por la gran variacion de tamafio de las razas existentes (Heiene
y Moe, 1998).

El aclaramiento renal como el plasmatico puede realizarse después de la
aplicacion IV en bolo del marcador. La realizacion del aclaramiento renal es mas
compleja que el aclaramiento plasmatico (aclaramiento corporal), debido a la
necesidad de colectar la orina temporalmente y a la colocacion de una sonda en la

vejiga. Para evitar la cateterizacion de la vejiga, se puede colectar la orina
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evacuada pero esto introduce errores de la orina no colectada o por el vaciado
incompleto de la vejiga que se refleja en valores falsos de la TFG (Frennby y
Sterner, 2002).

[.4.9 Aclaramiento de inulina

La determinacion de la TFG requiere la utilizacion de una sustancia que sea
libremente filtrada por el glomérulo y no sea secretada o absorbida en los tubulos
renales (Barbour et al., 1975). Desafortunadamente, no hay sustancias enddégenas
gue se puedan usar para la evaluacion exacta, y por lo tanto es necesario
administrar al paciente un compuesto adecuado para la mediciéon de la TFG y flujo
sanguineo renal (Boschi y Marchesini, 1981). La inulina que es un polisacarido de
fructosa, de 5200 Da, ha sido usado como marcador exdgeno ideal que ha sido
usado como el estdndar para comparar otros marcadores de aclaramiento
(Gaspari et al., 1991; Rose, 1985).

La determinacion estandar de aclaramiento de inulina con la infusiéon intravenosa
contindia y recoleccion de muestras de orina en periodos de tiempo determinados
es tedioso, impractico y especialmente inconveniente para los pacientes (Jung et
al., 1992), ademas que en personas con anomalias en el tracto urinario bajo (p. ej.
reflujo uretrovesical, uréteres ectopicos), en animales y en nifios es dificil colectar
la orina en los tiempos precisos siendo necesario sondear a los pacientes
(Hellerstein et al., 1993).

La infusién intravenosa de inulina o creatinina en perros para determinar la TFG
presenta las desventajas experimentales: a) la infusion de liquidos por periodos
prolongados puede alterar el estado normal de la volemia y la funcién renal, y b) la
colocacién aguda o cronica de un catéter intravenoso es requerido, con el
subsecuente riesgo de infeccién (Lee et al., 1983), ademas de la posibilidad de
gue se salga del espacio intravascular, que se obstruya y no se administre la dosis

exacta deseada en especial en animales pequefios o pre puberes .
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El método de aclaramiento usando a la inulina no es practico de realizar ni a nivel
clinico, ni de investigacion por su dificultad de determinar el analito, ya que es
costoso y existen pocas casas comerciales que oferten los reactivos necesarios,
ademas de la existencia limitada de laboratorios que procesen la prueba, se
requiere infusion intravenosa continua y suele requerir el sonseo vesical del
paciente. Como resultado se han desarrollado otros métodos mas precisos de

aclaramiento y mediciéon de la TFG (Black et al., 1979).

1.4.10 Medicién de la TFG con marcadores radioactivos

La inulina y el acido p-aminohipurico fueron usados como marcadores para la
medicion del TFG por muchos afios antes de que los marcadores radioactivos
fueran accesibles (Boschi y Marchesini, 1981). Los compuestos radioactivos, se
usaron como una alternativa de marcadores que ofrecen la medicion exacta y
precisa de la TFG (Hall y Rolin, 1995).

Los marcadores radioactivos usados para el aclaramiento renal *°Cr-EDTA vy el
¥MHTPA han mostrado limitaciones, el EDTA radioactivo no han sido aprobados
por la Agencia Federal de Drogas de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA),
y el DTPA radioactivo presenta una vida media limitada y es impractico si es
requerido un centro de procesamiento de las muestras para la medicion de la
TFG. El método desarrollado que tuvo mas aceptacién como marcador alternativo
de la filtracién renal en humanos fue el *?°I-lotalamato (Hall y Rolin, 1995; Gaspari
et al., 1991). En perros experimentalmente se ha hecho la medicién de la TFG con
el *®|-lotalamato y *"DTPA, observandose una estrecha correlacién con la prueba
de infusién de inulina (Barbour et al., 1975; Duffee et al., 1990).

Los estudios con compuestos radioactivos tienen las desventajas de la dificultades
del manejo seguro para su traslado, el manejo de los desechos y los problemas de
administracion de material radioactivo a humanos que aumentan los riesgos para

los pacientes, es costoso en parte debido al deterioro y vida media limitada de los
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radiois6topos, requiere instalaciones mas complejas, licencias especiales y

personal especializado (Bajaj et al., 1996).

Ademas, para la determinacién simultanea de la TFG vy el flujo sanguineo renal, es
necesaria la aplicacion de dos isotopos diferentes y frecuentemente no es facil
distinguirlos entre los dos. Esto motivé el desarrollo del métodos de cromatografia
de liquidos de alta resolucion con iotalamato y o-iodohipurato no radioactivos, que
han sido determinados en plasma y orina de pacientes humanos. Esta técnica
tiene la inconveniencia de requerir mucho tiempo de procesamiento y no pueden
ser procesadas mas que algunas docenas demuestras al dia (Boschi y Marchesini,
1981; Gaspari et al., 1991; Hall y Rolin, 1995).

También se ha utilizado el analisis de fluorescencia confiable para medir la
concentracion de medios de contraste no tritiado. Otros investigadores han medido
la TFG con medios de contraste no radioactivos, que incluyen el iotalamato y el
iohexol por cromatografia liquida de alta resolucion. Su aclaramiento renal provee
una exactitud similar a aclaramiento con inulina en la medicion de la TFG renal en

el humano (Gaspari et al., 1998).

I. 4.11 Medicién de la TFG con marcadores no radioactivos

Algunos métodos se han descrito en la literatura que describen el procedimiento
para la determinacién de la concentracién de iotalamato de sodio (Boschi y
Marchesini, 1981). Meucci et al. (2004), realizaron la medicién del flujo de plasma
renal y TFG en perros con la administracion intravenosa de iohexol y &cido p-
aminohipurico por cromatografia de liquidos de alta resolucién. Estos métodos
evitan el uso de radiois6topos pero requieren una labor intensa, por lo tanto, no
han sido ampliamente aceptados para su uso de rutina. Otros métodos se han
enfocado en la medicion de la concentracion de iohexol en plasma por
fluorescencia de rayos X y estimar el aclaramiento con una o dos muestras de
sangre. La técnica con fluorescencia evita los problemas asociados a los

radioisOtopos pero es menos sensitivo y requiere la aplicacion de dosis
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relativamente elevadas del farmaco en los sujetos para medir la TFG (Brown et al.,
1991).

Experimentalmente Watson et al. (2002), compararon en perros con dafo renal
inducido quirdrgicamente las pruebas de aclaramiento de creatinina enddgena en
orina en 24 horas, el aclaramiento de creatinina exégena en orina y plasma, el
aclaramiento en plasma de iotalamato por cromatografia liquida de alta resolucion,
y el aclaramiento en orina de **“-inulina, observandose la disminucién de la TFG

en forma similar por el aclaramiento de creatinina y de iotalamato en plasma.

Se ha probado el uso de iohexol como medio de aclaramiento con la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion en sangre en perros (Bexfield et al., 2008).
El aclaramiento de una variedad de sustancias, como el iohexol en perros, es
determinado por una serie de mediciones de la concentracion plasmatica de la
sustancia indicadora que es técnicamente mas facil que la determinaciones de
aclaramiento en orina y puede ser usado para estimar la TFG. Estas técnicas
proveen una medicién mas confiable de la TFG que la determinacion de creatinina
y urea en plasma, pero son menos confiables que los procedimiento de
aclaramiento en los que se muestrea la orina (Brown et al., 2006; Sarkar et al.,
2005).

Desde mediados de los afilos noventas publicaron una prueba nueva, la cistatina
C, que es menos dependiente de los factores renales. La cistatina C es un
inhibidor de la proteasa de cistatina, producido por las células somaticas y liberado
a una tasa relativamente constante y reabsorbido en el tubulo proximal, se ha
reportado que tiene menos influencia de factores como la condicion corporal y el
metabolismo del amoniaco como lo tienen la urea y creatinina plasmatica
respectivamente. En medicina veterinaria existe experiencia limitada con el uso de
la cistatina C, no se ha demostrado una mayor sensibilidad, comparada con la
creatinina, o0 si existe interferencia con la presencia de hemoglobinemia o
hiperbilirrubinuria, que interfieren con las determinaciones de la creatinina. Esta

prueba podria ser mas sensible en la estimacion de la TFG, pero son necesarios
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mayores estudios que lo prueben (Sarkar et al., 2005; Reyers, 2003; Schwartz y
Furth, 2007).

I.5 FUNDAMENTOS DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar (EC) es una técnica relativamente nueva e inovativa que
separa moléculas cargadas o no cargadas en un capilar delgado lleno de solucién
buffer por la aplicacion de un voltaje muy alto. La EC combina la separacion
selectiva de la electroforesis estandar con la precision y control de instrumentacion
de la cromatografia de alta resolucion (Stocking et al., 1998). La electroforesis se
refiere a la migracion de especies eléctricamente cargadas en solucion o
suspensién en un electrolito, cuando se les hace pasar una corriente. Los cationes
migran hacia el electrodo cargado negativamente (anodo) y los aniones son
atraidos hacia el electrodo cargado positivamente (catodo). Los solutos neutros no
son atraidos a ninguno de los electrodos. La separaciones por EC son
extremadamente rapidas: algunas son obtenidas en menos de 5 minutos, con
estudios de reproductividad que comUnmente muestran una covarianza menor del
2% (Jenkins, 2000).

La electroforesis capilar es un método de separacion que se basa en las
diferencias de la velocidad de migracion de especies cargadas, sometidas a un
campo eléctrico. Los componentes basicos de un sistema de electroforesis
incluyen una fuente de voltaje (que proporcione hasta 60 kV), un capilar de silice
fundida con un diametro interno de menor a 200 ym, 2 reservorios con buffer
donde se introducen cada uno de los extremos del capilar y un par de electrodos
(platino), también en cada extremo, conectados a la fuente de voltaje, y un

detector (ver Figura 2).

El capilar es llenado con el buffer al pH deseado, la muestra se diluye en buffer
para ser introducida en capilar y se aplica el voltaje, entonces las especies i0nicas
de la muestra migran a través del capilar de acuerdo a su movilidad

electroforética. Eventualmente las moléculas pasan por el detector (UV, LIF) y se
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registra la sefial del detector. Dicha sefal analitica se conoce como
electroferograma (EFG). La movilidad electroforética es una propiedad
caracteristica de cada particula y esta determinada por su carga y masa. Puede
calcularse a partir de la teoria de Debye-Huckel-Henry (ecuacion 3), donde la
movilidad esta dada por la carga de la particula (q), la viscosidad del buffer (n) y el
radio de Stokes la particula (y) (Altria, 1999; Linhardt y Toida, 2002).

La separacion en electroforesis esta basada en las diferencias de velocidad de
migracion de los solutos en un campo eléctrico. La velocidad de un ion esta en
funcion de su movilidad electroforética y del voltaje aplicado en los capilares de
diametro interno reducido (20-200 um d.i.) para realizar separaciones eficientes

tanto de moléculas pequefias como grandes (Robinson-Fuentes, 2006).

En la practica, la movilidad electroforética (uep=cm2/Vs) se calcula a través de la
velocidad electroforética (vep=cm/s) y la fuerza del campo eléctrico (E=V/cm), la

relacion entre estos factores se muestran en la ecuacion 4:

-q vep - Ld/tm
ep=———

uep =

Donde la velocidad electroforética se mide a través de la longitud del capilar hasta
el detector (Lg) y el tiempo de migracion (t), es decir el tiempo que le toma a un
soluto moverse desde la entrada del capilar hasta la ventana del detector. La
fuerza del campo eléctrico estd determinada por el voltaje aplicado (V) en la
longitud total del capilar (Ly). La pep es independiente del voltaje y la longitud del

capilar, pero es altamente dependiente del tipo de buffer y pH (Beckman, 1991).

Ademas de la movilidad electroforética, otra fuerza que rige el proceso
electroforético es el flujo electrosmético (EOF, del inglés, Electrosmotic flow). Este

fendbmeno se produce a consecuencia de la superficie cargada de la pared del
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capilar. Los capilares de silice fundida tienen grupos silanol (Si-OH) que cuando
se ionizan (en contacto con el buffer) producen una carga negativa (ver Figura 1).
Las paredes cargadas negativamente atraen iones cargados positivamente,
creando una doble capa eléctrica. El grado de ionizacion es controlado
principalmente por el pH de buffer y cuando se aplica el voltaje a través del capilar,
los cationes en la parte difusa de la doble capa migran en direccion al céatodo,
arrastrando agua con ellos. El resultado es un flujo neto de solucion buffer en
direccion al electrodo negativo. EI EOF se genera en toda la longitud del capilar,
es pequefio a pH bajo y alcanza su maximo a pH 11. Gracias al EOF es posible el
analisis simultaneo de especies neutras, cationes y aniones, pues el EOF actla
como una bomba que impulsa todas las moléculas hacia el detector (Ciccone,
2001; Odda y Landers, 1996).

En la EC, la separacion de los analitos de basa en sus movilidades electroforéticas
diferenciales, pero se discute en términos de resolucion y eficiencia. La resolucion
es esencialmente una medida de calidad de una separacion y la eficiencia se
refiere a que tan estrechos son los picos. Basados en el ancho del pico a la mitad
de la altura del pico, de forma similar que en la cromatografia de liquidos las
eficiencias se calculan en términos de platos teoricos, a mayor niumero de platos
tedricos, la separacion es mas eficiente. El calculo de la resolucién usa el tiempo
de migracién de dos picos y el ancho de la base de los picos. A mayor resolucion,
mejor separaciéon de 2 picos. Entre mejor separacion, los resultados del analisis

son mas confiables (Harris, 2001; Desai y Armstrong 2003).

Los principales parametros a considerar en un andlisis electroforético son el
voltaje aplicado, el pH y concentracién del buffer asi como la longitud del capilar.
El aumento o disminucién de estas condiciones determinan variablemente la
migracion y por lo tanto la exitosa separacion de los componentes de la muestra a

través del capilar (Odda y Landers, 1996).

La movilidad de un i6n en un medio particular es constante y caracteristica de ese

ion. La movilidad del i6n es resultado de dos factores. El ién es atraido al electrodo
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de carga contraria, jalandolo a través del medio. Al mismo tiempo, las fuerzas
friccionales tratan de prevenir el movimiento. El balance de ambas determina la

movilidad total.

Un ion pequefio tendra menor fuerza friccional y por tanto, se moveréa a través del
capilar més rdpido que uno méas grande. De manera similar, un i6bn con carga

multiple experimentara mas atraccion al electrodo y se movera mas rapido.

Figura 1. Representacion de una separacion electroforética en un capilar.

Es la diferencia en la velocidad de migracion de los solutos es la responsable del
efecto de separacion en la electroforesis. La EC ha tenido una gran aceptacion ya

gue ofrece algunas ventajas sobre la electroforesis convencional que son:

. Posibilidad de automatizacion.

. Menores tiempos de analisis.

. Uso de voltajes mas altos.

. El calor generado se disipa facilmente por las paredes del capilar.

. La deteccion de las bandas puede realizarse dentro del capilar mismo.
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La configuracion basica del instrumento de EC es relativamente simple. Todo lo
que se requiere es un capilar de silice fundido con una ventana Optica, una fuente
de poder con voltaje controlable, dos electrodos, dos recipientes para el buffer y
un detector de UV. Los extremos del capilar se colocan en los recipientes del
buffer y la ventana éptica se alinea al detector. Después de llenar el capilar con
buffer, se puede introducir la muestra sumergiendo el extremo del capilar en la
solucion que contiene la muestra y elevando el capilar inmerso un pie
aproximadamente por encima del extremo del capilar donde esta colocado el
buffer. Virtualmente todo el trabajo que se realizo antes de 1988 se llevo a cabo en
aparatos de construccion casera siguiendo la configuracion basica que se acaba
de describir. Estos instrumentos fueron muy Utiles para experimentar pero
inconvenientes para el analisis rutinario y demasiado imprecisos para el analisis

cuantitativo.

Data
Acquisiion
Dietector
Capillary .- ... Capillary
Inlet Chrtlet
Electohyte Elecirolyte
Buffer Buffer

Beserioir Beservoir

Figura 2. Diagrama del aparato de electroforesis capilar.
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El diagrama de un moderno instrumento se ilustra en la Figura 2. Comparado con
los instrumentos iniciales, éste ofrece una completa operacion de todos los
procesos via computadora, inyeccion por presién o electrocinética, colector de
fracciones o automuestreador, desarrollo de métodos automatizados, control
preciso de la temperatura y un sistema avanzado de disipacién de temperatura. La
automatizacion es critica en EC ya que se requieren operaciones repetibles para

un andlisis cuantitativo preciso (Robinson-Fuentes, 2006).

|.6 MARCADORES RADIOGAFICOS

[.6.1 lotalamato

El &cido de iotalamico (acido 5-acrtamido-2,4,6 triiodo-N-metillisoftalamico) es un
medio de contraste radiogréfico, acido derivado del acido triiodo-benzoico. Su
formula comprende una funcién acida en posicién 1 del ciclo y de los radicales de
importantes en posicion 3 y 5 (figura 3) (Jayewardene et al., 1994).
Comercialmente estad disponible como Conray® del laboratorio Mallinckrodt.
Medical Inc., EEUU. EIl iotalamato es un medio de contraste radiopaco iodado,
i6nico, indicado para angiografia, nefrografia y urografias, que se vende a una
concentracion de 282 mg/mL de iodo. Es hidrosoluble, se ha estimado una vida

media de 45 min y tiene un peso molecular de 821.138 g/mol, (Wilson et al., 1999)

Caracteristicas fisico quimicas

El iotalamato (Figura 3) tiene un peso molecular de 643 Da (Bourin et al.,1997;
Ghouila, 1994). Presenta tres importantes caracteristicas fisico quimicas de
estabilidad, solubilidad, hidrofilia, viscosidad y la osmolaridad. Es un monémero
iGnico, a una temperatura de 20°C y para una solucién de 300 mg/dL presenta una
densidad de 1.34 g/mL. El iotalamato en soluciéon se disocia en un anién y un
cation. El anion posee los atomos de iodo que son radiopacos (Bourin et al., 1997;
Prueksaritanon et al., 1986). La osmolalidad del iotalamato es de 1500 mOsm/kg

H,O. El coeficiente de particion es de 0.039. Este coeficiente de particion es 25
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veces superior al coeficiente de particion del butanol, que se refleja en una

importante hidrofilia.

Farmacocinética del iotalamato

La via de administracion del iotalamato es via IV. El pico de concentracién es
inmediato (posterior a su aplicacion 1V). La farmacocinética del iotalamato, se basa
en un modelo bicompartimental, comprende un compartimiento plasmatico y el
compartimiento extracelular. El volumen de distribucién del iotalamato es de 0,13 +
0,03 L/kg. Este volumen de distribucién corresponde al volumen de liquido
extracelular. Debido a su baja liposubilidad el iotalamato difunde rapidamente en el
espacio intersticial (Bourin et al., 1997). La existencia de un aclaramiento extra
renal es minimo en los individuos con una funcion renal normal. Por el contrario

este aumenta cuando la funcién renal disminuye (Prueksaritanon et al., 1986).

H | O
N

®
ITr=z

O~ OH

Figura 3. Estructura quimica del iotalamato.

Metabolismo y eliminacion

Este agente no es metabolizado (Bourin et al., 1997). La principal via de
eliminacién en el perro es urinaria. El tiempo de vida media, en el perro, se estima
entre 0.7 y una hora (Prueksaritanon et al., 1986). Se ha mostrado que el
iotalamato y otros agentes podrian tener, en el hombre, una eliminacion extra
renal en los casos de disminucién importante de las funciones renales. Esta via

extra renal es la bilis. La eliminacion biliar en el perro no ha sido claramente
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establecida. El iotalamato ha sido encontrado en la bilis, tanto en el hombre como
en el conejo, después de una inyeccion IV del producto (Prueksaritanon et al.,
1986). Estudios extensivos en laboratorio del iotalamato han mostrado resultados
ambiguos de que el iotalamato es activamente secretado por la células tubulares
proximales y puede también ser reabsorbido en los tubulos (Odlind et al., 1985),
debido a estas condiciones ha sido cuestionado el uso del iotalamato como

marcador ideal para la medicion de la TFG (Schwartz y Furth, 2007)

Toxicidad

El efecto toxico mas importante de los productos de contraste parece ser su
nefrotoxicidad. La aparicion de insuficiencia extra renal puede resultar por el uso
de MCR (Gale et al., 1984; Ihle y Kostolich, 1991; Katzberg, 1997). La
nefrotoxicidad de los productos de MCR es la tercera causa de aparicion de
insuficiencia renal en un medio hospitalario en el hombre (Deray y Jacobs, 1995;
Katzberg, 1997).

Mecanismos de accion

La osmolaridad juega un papel importante en este mecanismo. En efecto, la
inyeccion de productos de contraste va a provocar una baja importante de la
resistencia vascular renal, y por lo tanto una caida del producto de filtracion
glomerular. Pero estas perturbaciones hemodindmicas estan asociadas a factores
de riesgo: insuficiencia renal, los mielomas, la deshidrataciéon, la accién de otros
agentes neurotoxicos, hipotension, isquemia renal (Deray y Jacobs, 1995; Deray y
Jacobs, 1996; Idee y Bonnemain, 1996; Morkos y Nahas, 1998).

Estas alteraciones van a provocar una activacion del retro control tubuloglomerular
(aparato yuxtaglomerular). Este retro control desata una modulacion de la
produccion de los mediadores vasoactivos (prostaglandinas, adenosina
angiotensina) que provocara una vasoconstriccion de las arteriolas aferentes
(Arakawa et al., 1996). Esta activacion va a depender de la osmolaridad del
producto de contraste. La respuesta es mas importante si la osmolaridad es

elevada (Morkos, 1998; Nygren y Ultendahl, 1998). La disminucion de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 35



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

produccion urinaria, la caida de la TFG vy la reabsorcion del sodio (Morkos, 1998)
van a tener por consecuencia efectos sobre el tubulo, las funciones renales, los
mediadores sistémicos, las células sanguineas y los mediadores vasoactivos intra

renales (p. ej. endotelina, adenosina) (Deray y Jacobs, 1995; Morkos, 1998).

En los animales, el efecto vasoconstrictor es transitorio, y no es suficiente para
provocar disfunciones renales, pero se acumula con los efectos toxicos de esos
mismos productos en las células tubulares (Deray y Jacobs, 1995). Ademas esos
efectos  directos sobre el riibn pueden estar asociados a agregaciones
plaguetarias, pudiendo favorecer la formacion de trombos pudiendo significar una
IRA pre renal (Arakawa et al., 1996).

Prevencion de efectos secundarios

Numerosos estudios recomiendan prevenir los efectos secundarios de los MCR.
Estas recomendaciones preventivas incluyen la hidratacién del paciente, el uso de
diuréticos, de teofilina y de dopamina (Morkos, 1998; Thomsen y Bush, 1998),
corticosteroides (prednisona), de antihistaminicos (difenihdramina) y de adrenalina
antes de la administracion del iotalamato. El 95 % de las reacciones secundarias
debidas al iotalamato, tienen lugar durante los 20 minutos después de su

aplicacion (Thomsen y Bush, 1998).

Utilizacion para la medida de la TFG

La molécula del iotalamato es filtrada Unicamente por el glomérulo. Cuando se
aplica por via IV se elimina rapidamente dado que 75 % de la dosis inyectada es
eliminada en 24 horas (Jayewardene et al., 1994). La medicion de la TFG por
aclaramiento renal con el iotalamato como marcador por ECZ esta reportado en el

hombre (Wilson et al., 1997; Wilson et al., 1999), pero no en el perro.

1.6.2 lohexol
El iohexol (Figura 4), es un medio de contraste radiografico (Omnipaque®), iodado
no iénico, que tiene bajo peso molecular que lo hace seguro y no téxico en

estudios angiograficos y urologicos y de tomografia axial computarizada (Back et

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 36



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

al.,, 1988a). Debido a que el iohexol puede ser cuantificado en pequeias
cantidades, se puede muestrear tanto de vasos venosos como capilares (Krutzel
et al., 1990).

Farmacocinética del iohexol

La farmacocinética del iohexol es similar a otros compuestos que no se unen a las
proteinas como a otros mondmeros usados como MCR, y presentan una cinética
de primer orden con una fase inicial de eliminacion rapida en las 2 a 3 hrs, seguida
por una fase lenta linear de disminucion con una vida media de 2 h en pacientes
con funcién renal normal y una prolongacion de la vida media en pacientes con la
TFG disminuida (Shihabi y Constantinescu, 1992). En humanos con funcion renal
normal, la distribucién se completa dentro de aproximadamente las 2 horas
(Frennby, 1997; Laroute et al., 1999). La vida media en plasma es de ~90 minutos,
es distribuido en el espacio extracelular and presenta una unién menor del 2% a
las proteinas plasméticas (Krutzen et al., 1984; Krutzen et al., 1990). El iohexol es
eliminado del plasma exclusivamente por filtrado glomerular, con una recuperacion
del 100% en las 24 hrs después de la aplicacion. La eliminacion extra renal del
iohexol es insignificante en situaciones de reduccion de la TFG (Nilsson-Ehle y
Grubb, 1994). Estudios de aclaramiento en perros y gatos con iohexol indican que
este marcador tiene un comportamiento similar en estas especies (Heiene y Moe,
1999).

Metabolismo y eliminacién

Una vez aplicado el iohexol no es metabolizado en el organismo (Gleadhill y
Michell, 1996), ni se une a la proteinas plasmaticas, secretado o absorbido por los
tubulos renales, y es libremente filtrado en el glomérulo (Shihabi et.al., 1993;
Lindblad y Berg, 1994), haciéndolo un marcador adecuado en estudios de la TFG.
En ratas y perros el iohexol es rapidamente distribuido y se encuentra casi
exclusivamente en el espacio extracelular (Miyamoto, 2001). En un estudio usando
3 perros, 98% de la dosis de iohexol fue excretada sin cambios por la orina

(Heiene y Moe, 1998), apoyando su utilidad como marcador para la medicion de la
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TFG. Estudios de aclaramiento usando al iohexol han coincidido fuertemente con

los métodos tradicionales usados para estimar la TFG en varias especies.

Toxicidad

Es conocido que algunos medios de contraste i6nicos como el diatrizoato han
mostrado tener efectos potencialmente nefrotoxicos (Humes et al.,, 1986), este
parece no ser el caso con el iohexol. Tiene una baja prevalencia de reacciones
secundarias después de su aplicacion IV, aun en personas muy jovenes 0
geriatricas (Rudnick et al., 1995).

/[.-".-"\-\.\, -~ DH
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Figura 4. Estructura quimica del iohexol.

Uso en la medicion de la TFG

El iohexol es cominmente usado para estimar la TFG en humanos (Frennby,
1997; Gaspari et al.,1998; Frennby et al., 1996; Gaspari et al., 19972, Gaspari et
al., 1997b; Brown y O,Relly, 1991, Lindablad y Berg, 1994; Effersoe et al., 1990;
Frennby et al.,1995; Olsson et al., 1983) y ofrece buena precision en pacientes
sanos y en los que presentan enfermedad renal o varios grados de de disfuncion
renal (Gaspari et al., 1997b). Estudios recientes realizados en perros, indican que
también es seguro en esta especie aplicado via IV (Finco et al., 2001; Brown y
O Relly, 1991; Gleadhill y Michell, 1996). Una amplia variedad de dosis se han

administrado en animales sanos y con funcion renal limitada (Moe y Heiene, 1994,
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Finco et al., 2001; Laroute et al., 1999; Frennby et al., 1996; Miyamoto, 2001) y a
dosis de 45 mg/kg en gatos nefrectomizados (41 a 600 mg/kg en gatos sanos)
(Frennby et al., 1996). En 50 perras con piometra se administré via IV iohexol a
dosis de 600 mg/kg, siendo bien tolerado (Heiene y Moe, 1999). El iohexol mostré
que causa diuresis osmoética en perros a dosis altas (Tornquist et al., 1985) y
vasoconstriccion renal en humanos después de la administracion 1V, pero estos
efectos son breves y transitorios (Humes et al., 1986). Effersoe et al., (1990) y
Olsson et al. (1983) realizaron mediciones simultaneas de la TFG comparando el
iohexol con 99mTc-DTPA y 51Cr-EDTA respectivamente y no encontré cambios
en la funcién renal asociado al empleo del iohexol durante o después de su
aplicacion. Estudios de aclaramiento simultdneos administrando el iohexol con
otros marcadores han demostrado que dichos protocolos son seguros, sin
interferencia entre los marcadores y sin reacciones adversas (Laroute et al., 1999).
Varias dosis, combinaciones y rutas de administracion han sido usadas con la
inyeccion IV en bolo de iohexol, incluyendo la creatinina exdgena via SC (Finco et
al., 2001; Brown et al.,1996), la via IV en bolo seguida de infusién constante de
creatinina exdgena asi como la inyeccién IV en bolo de 99mTc-DTPA (Moe y
Heiene, 1994) y de °!Cr-EDTA (Frennby et al., 1996). El éxito en obtener la
estimacion exacta y reproducible de la TFG en humanos también se ha tenido en
animales. Varios investigadores han estimado la TFG usando el iohexol como
marcador por cromatografia liquida de alta resolucién para estimar la TFG en
perros (Moe y Heiene, 1994; Finco et al., 2001; Brown et al., 1996) evaluaron el
aclaramiento plasmatico del iohexol en comparacion al aclaramiento renal de
creatinina exdégena en perros que se consideré su funcion renal normal y en
animales con la masa renal reducida quirdrgicamente. Gleadhill y Michell (1996),
asi como Moe y Heiene (1994) compararon el aclaramiento plasmatico del iohexol
por cromatografia liquida de alta resolucion y de 99mTc-DTPA para determinar la
TFG en perros sanos y perros con dafio renal confirmado, siendo los resultado en
estos estudios similares, con buena correlacion de los valores de TFG obtenidos

usando al iohexol como marcador comparados con los marcadores seleccionados
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en cada estudio respectivamente. Sin embargo, la comparacion directa de los
datos generados en estos estudios es dificil debido a la variacion en la
metodologia y en la eleccion de los modelos matematicos usados para determinar
los valores de aclaramiento plasmatico. También usando iohexol como marcador
por tomografia computarizada se ha estimado la TFG en perros (O Dell-Anderson
et al., 2006).

Andlisis del iohexol

El iohexol es muy estable (Frennby, 1997). Las muestras pueden ser refrigeradas
hasta por dos semanas (Heiene y Moe, 1998) o congeladas por tiempo indefinido
sin que se afecte su analisis (Braselton et al., 1997). Varios métodos se han
desarrollado para determinar la concentracién del iohexol en la orina, suero y
plasma. Estos incluyen a la (1) Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPCL)
(Shihabi et al., 1993); (2) espectroscopia de absorcion atbmica acoplada a plasma
(ICPAES, por sus siglas en inglés) (Braselton et al., 1997); (3) determinacion
quimica con cerio y arsenito (método quimico simple) (Back et al., 1988b), (4)
Fluorescencia con Rayos X (Reanalizador) (Frennby, 1997); (5) contador de
centelleo (gama) y por (6) Electroforesis Capilar (EC). Existen reportes del uso del
iohexol como marcador en aclaramiento plasmatico en el perro por cromatografia
liquida de alta resolucién (Gheadhill y Michell, 1996; Moe y Heiene, 1995), y por
aclaramiento renal por cromatografia liquida de alta resolucién (Brown et al.,
1996). No se ha reportado el uso del iohexol para medir la TFG por aclaramiento

renal en perros con la técnica de EC.

1.6.3 lopamidol

El iopamidol (Figura 5) es un medio de contraste iodado nefrotropico, no ionico, de
uso intravascular para estudios de angiografias y urografia. Su peso molecular es
de 777.08 g/mol. Esta indicado en mielografia, cisternografia y ventriculografia, en
todas las exploraciones angiograficas, incluyendo la angiografia por sustracciéon

digital (DSA) y la angiocardiografia, en todas las exploraciones urograficas y para
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la intensificacion del contraste en la tomografia computarizada. Sus propiedades
también permiten la visualizacion de las cavidades corporales (p. ej., Artrografia,
fistulografia, vesiculografia, colangiopancreatografia retrégrada endoscopica,
histerosalpingografia) y tiene una pronunciada afinidad hidrofilica pero es

practicamente insoluble en etanol y cloroformo (Grainger, 1982).
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Figura 5. Estructura quimica del iopamidol.

Farmacocinética del iopamidol

El comportamiento farmacocinético del iopamidol es muy semejante al de los
demas medios de contraste i6nicos y no iénicos de eliminacion renal. En estudios
de cinética experimentales con conejos y perros, iopamidol (400 mg L/mL) se
administré por via L.V. en dosis equivalentes a respectivamente 50 y 200 L/mL. El
medio de contraste se distribuye en los compartimentos vascular e intersticial del
organismo con un tiempo de vida media de unos 10 minutos. Con excepcion del
tiroides, no se produce ninguna concentracion en los distintos o6rganos. La
acumulacion en el tejido tiroideo se observa con todos los medios de contraste
yodados y se atribuye a la pequefia cantidad de yoduros administrada junto con el
medio de contraste. El iopamidol no penetra a través de la barrera
hematoencefalica intacta. La distribucién cinética del iodixanol, iohexol, iopamidol,
iopromide, iotalamato y el ioxaglate son similares. Con la excepcion de los medios

de contraste biliares, estos agentes presentan limitada union a las proteinas
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plasmaticas y no presentan biotransformacion. Desde el punto de vista
farmacocinético la principal area de interés de estos compuestos es la eliminacion,
mostrando el iopamidol un porcentaje mas alto de eliminacién renal (Pitre et al.,
1980; Bourin et al., 1997). La union a las proteinas del plasma se determino
utilizando el andlisis de equilibrio. En el suero de conejos y perros se encontraron
s6lo vestigios de iopamidol unido a las proteinas. La concentracion en orina
estudiada en conejos alcanz6 los grados mas elevados con iopamidol,
metrizamida y ioxaglato de sodio-meglumina, seguidos de iohexol y, diatrizoato. La
diferencia de los resultados se atribuye en primer lugar a la diuresis osmética

disminuida en los medios de contraste hipoosmolares (Khoury et al., 1983).

Metabolismo y eliminacién

La eliminacion renal tiene lugar casi exclusivamente por los glomérulos. A los 30
minutos (conejo) y 45 minutos (perro) después de su aplicacion, el 50% del
iopamidol habia sido eliminado. A las 7 horas se habian eliminado
respectivamente 89 a 94% y 79 a 99%. Por el higado se elimind solamente de 0.2
a 0.6%. Los ensayos sobre biotransformacion no mostraron indicio alguno sobre la

presencia de metabolitos en la orina o bilis (Grainger, 1982).

Administracién intravascular

Los efectos secundarios relacionados con el uso de medios de contraste IV con
contenido de yodo son normalmente de grado ligero a medio y pasajeros. Se
presentan menos frecuentemente con los medios de contraste no ibnicos que con
los i6nicos. Pero se han observado también reacciones graves, de peligro mortal y
también casos de muerte. Las reacciones que mas frecuentemente se presentan
con la administracion IV son: nauseas, vomito, rubor, sensacién general de calor y
dolor. Las molestias subjetivas, como sensacién de calor o nauseas, pueden
atenuarse rapidamente reduciendo la velocidad de administracion o

interrumpiéndola brevemente (Hagen, 1984).

Toxicidad
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La toxicidad aguda (DLso) por administracion 1V, con una concentracion de de 400
mg/mL, se determind en perros a 17 g L/kg de peso corporal. Las manifestaciones
de intoxicacion con dosis subletales y letales fueron principalmente disnea y
convulsiones. Se han realizado ensayos toxicolégicos con dosis elevadas en
diferentes especies animales, se observaron resultados generales mas favorables
con el iopamidol que con los medio de contraste ionicos y resultados parciales
mas avorables que los obtenidos con iohexol y metrizamina. Después de haber
administrado medios de contraste yodados de eliminacién renal, la capacidad del
tejido tiroideo para la captaciéon de los is6topos radiactivos empleados en el
diagnéstico del tiroides queda reducida hasta 2 semanas y, en casos aislados,
incluso mas. Las reacciones de hipersensibilidad pueden ser agravadas en
pacientes tratados con B-bloqueadores (Sage et al., 1983; Khoury et al., 1983). En
un andlisis reciente de la base de datos de la Agencia Federal de Drogas de los
E.E.U.U. reveld que ciertos agentes radiograficos de contraste, como el iohexol y
el iodixanol, reportan un numero relativamente alto de eventos renales adversos
en comparacion a otros agentes que son ampliamente usados, como el iopamidol
(Verow et al., 1995). No existe evidencia de que la administracion del iopamidol

cause alteraciones de las pruebas de laboratorio (Khoury et al., 1983).

Uso del iopamidol en la medicion de la TFG
Se ha descrito un método de analisis por EC del iopamidol en suero de personas,
en el que se desproteiniza con acetonitrilo (Shihabi et al., 1995), pero no se ha

reportado su uso en perros para estimar la TFG.
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Il JUSTIFICACION

Los analitos convencionales usados en la valoracion del funcionamiento renal son
poco sensibles y solo se ven alterados cuando mas del 50% o hasta el 67% de los
nefrones se han perdido funcionalmente y ya se encuentra establecido un dafio

renal avanzado, lo que se asocia con una alta morbilidad y mortalidad.

La prueba para la evaluacién de la masa renal funcional considerada de mayor
valor es la estimaciéon de la TFG. Esta se mide por pruebas de aclaramiento de
sustancias enddégena o exdégenas, siendo la prueba de aclaramiento de la inulina
la prueba de referencia en la investigacion y clinica; sin embargo, este ensayo rara
vez se realiza por las dificultades técnicas que implica, lo que ha motivado la

blusqueda y validacién de nuevas técnicas.

La ECZ por ser una técnica sensible ofrece muchas ventajas en comparacion a
los métodos convencionales de medicién de la TFG con inulina, radioisétopos y la
cromatografia liqguida de alta resolucion: 1) no necesita grandes volimenes de
muestra, 2) no necesita solventes organicos, 3) la medicion de la TFG por
aclaramiento renal con iohexol por EC requiere pocas tomas de muestra de
sangre y orina en un tiempo relativamente corto (1.5 hr) y 4) la dosis del marcador
radiografico que se aplica en el paciente es minima, aun en pacientes con dafio

renal severo sin el riesgo de inducir nefrotoxicidad.

La medicion de la TFG por ECZ, permitira la medicion de la TFG en perros por
aclaramiento renal, teniendo como alternativa el uso del iotalamato, iohexol o el

iopamidol pero empleando un mismo método.

Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo Pagina 44



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las pruebas clinicas convencionales usadas en medicina veterinaria para la
valoracion de la funcién renal (medicidn de urea y creatinina en sangre y densidad
urinaria), utilizan analitos poco sensibles para el diagndstico temprano de la
insuficiencia renal. Por lo que se requiere usar técnicas sensibles, como la ECZ,
que permitan la determinacion de cambios en la funcidon renal que pudieran
conducir a un diagndstico temprano. Tales cambios se determinan a través de los

agentes radiograficos usados como marcadores en la medicion de la TFG.
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IV OBJETIVOS

IV. 1 Objetivo general

Desarrollar un método simple de electroforesis capilar por zona usando tres
marcadores para determinar la tasa de filtrado glomerular por aclaramiento renal

en perros.

IV.2 Objetivos Particulares

1. Estandarizar la metodologia de Electroforesis Capilar para medir al

iotalamato, iopamidol e iohexol en sangre y orina de perro.

2. Calcular la TFG por aclaramiento renal con diferentes marcadores por

electroforesis capilar de zona en perros sanos.

3. Comparar los valores obtenidos de la TFG con los diferentes marcadores.
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V HIPOTESIS

Se puede usar un mismo método de ECZ con tres diferentes marcadores

radiograficos para determinar por aclaramiento renal la TFG en perros.
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VI MATERIAL Y METODOS

VI.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo experimental, transversal y estructurado. Se
cumplieron con las Normas Oficiales Mexicanas NOM-062-ZO0-1999 de las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, y la NOM-087-ECOL-1995 que establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y
disposicion final de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan
en establecimientos que presten atencién médica. El protocolo fue aprobado por la
Coordinacion de la Investigacion Cientifica de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo dentro del programa de investigacion del afio 2009.

VI.2 Grupo de animales

Se obtuvieron seis perros (Canis familiaris) de un particular en la ciudad de
Morelia, Michoacan, de raza criolla de una misma camada a la edad de dos
meses, los cuales se identificaron con un collar numerandose en forma aleatoria y
progresivamente del 1 al 6; para cada uno de ellos se abrié un expediente clinico
donde se registraron las variables de interés.

Se alojaron individualmente en jaulas de 3 m? de la Clinica Veterinaria de la
Universidad Michoacana. Se procedié al aseo de los perros con jabon de uso
veterinario, se administr6 desparasitante (fenbendazol, pamoato de pirantel,
prazicuantel e ivermectina) PO y se aplicé un ectoparasiticida topico (imidacloprid,
permetrina), a los 10 y 25 dias posteriores se les aplico via IM una vacuna
polivalente para la inmunizacibn activa contra los principales patdgenos
(Distemper canino, Adenovirus Tipo 2, Parainfluenza, Parvovirus canino,

Leptospira canicola, Leptospira icterohaemorrhagiae y Coronavirus canino).

Se les ofreci6 alimento comercial en forma de croquetas conforme a las
recomendaciones del fabricante, con un contenido de proteina cruda del 22%,
grasa 8%, fibra 4%, cenizas 7.5% y humedad de 8%, y agua a libre acceso. Las
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instalaciones se mantuvieron en buen estado durante todo el proceso de
investigacion, los perros se condicionaron al manejo del personal el cual consistio
en subirlos a la mesa de exploracion, colocarlos en decubito lateral y colocar una
almohadilla (brazalete) que se ajusta a la parte distal de los miembros para la

medicion de la presion arterial periférica por el método oscilométrico.

Para valorar su estado de salud de la camada se les realizd examen clinico
periodicamente. Se tomaron muestras de sangre y orina para realizarse estudios
clinicos de control de hemograma, perfil bioquimico renal (urea, creatinina,
proteinas totales, albumina, globulinas, relacion albumina: globulinas, calcio,
fésforo, sodio, potasio, cloro, bicarbonato, anion GAP y diferencia de iones fuertes)
y urianalisis. Se realizd biopsia renal para estudio de histopatologia y medicion de

la presion arterial periférica por oscilometria.

VI.3 Criterios de inclusion
¢ Animales de una misma camada.
e Animales se encuentren clinicamente sanos y con resultados de andlisis
clinicos para valorar la funcion renal dentro de valores normales.
e De una edad menor de 12 meses.
e Hembras y machos.
e Con peso corporal entre 10 y 20 kg.

e Manifestar un caracter docil que permita su manejo.

V1.4 Criterios de exclusioén
e Animales con enfermedades sistémicas.
e Animales agresivos 0 muy nerviosos.

e Pacientes con expediente clinico incompleto.

VI.5 Obtencién de muestras para laboratorio
Para realizar los estudios de laboratorio clinico, los animales se mantuvieron en
ayuno de 12 hrs previo al muestreo. Se puncionaron las venas cefalica y yugular

utilizando jeringas de 5ml con aguja calibre 20G, colocandose la muestra en tubos
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Vacutainer ® con EDTA para el hemograma y sin anticoagulante para la quimica
clinica. Para obtener muestras de orina se sonde6 a los pacientes utilizando
sondas estériles de alimentacion infantil para prematuros calibre 5FR o se realiz
cistocentésis con jeringas de 10ml con aguja calibre 20G, con el fin de evitar la
contaminacion de la muestra. El manejo y procesamiento de las muestras de
sangre y orina para los analisis clinicos se realiz6 de acuerdo a las técnicas

estandares establecidas (Nufiez, 1998).

V1.6 Medicion de la presioén arterial

Para la medicion de la presion arterial el perro fue colocado en una mesa de
exploraciéon en un consultorio libre de distractores. Se emple6 el método de
oscilometria con un aparato marca Cardell®, Modelo 9401 (Sharn Veterinary Inc.,
EEUU). La técnica empleada para realizar las mediciones fue de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

VI.7 Toma de biopsia renal

Las biopsias renales fueron incisionales, para lo cual se dejaron a los perros en
ayuno previo de 8 hrs, se canalizé a los pacientes la vena cefalica utilizando
catéter calibre 22G, con solucién salina al 0.9% a dosis de mantenimiento (10
mL/kg). En el protocolo preanestésico consistio en la administracion de sulfato de
atropina (0.04mg/kg via SC), diez minutos posteriores se aplicO6 maleato de
acepromacina (0.2mg/kg via 1V) y butorfanol (0.2 mg/kg via IV), como anestésico
se utilizé pentobarbital sddico (15mg/kg 1V, a efecto anestésico). El acercamiento
quirdrgico para la biopsia se realiz6 mediante laparotomia media antero postero
umbilical, del xifoides hasta 5 cm caudal de la cicatriz umbilical; se valoraron
ambos riflones macroscopicamente, no se observaron alteraciones y se procedié a
realizar la toma de muestra en el polo caudal del rifién izquierdo, el cual se expuso
elevando el meso colon de manera que el intestino grueso fue retraido hacia la
derecha del animal, el resto de las visceras abdominales fue contenido con toallas
de laparotomia humedecidas. Se procedié a aplicar puntos separados simples

rodeando el sitio a biopsiar en el parénquima de la corteza renal con suturas de
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poligalactin 910 calibre 2-0 que se ajustaron y se anudaron para interrumpir el flujo
sanguineo en el area de incision (0.5 cm de diametro) para proceder a realizar el
corte del tejido que se colocé en formalina. Se aplicé uno o dos puntos separados
de colchonero la capsula renal. En el sitio de la biopsia se mantuvo presion digital
hasta que se constatd que no existia hemorragia. Se procedid a realizar
laparorrafia en la linea alba utilizando puntos en equis, tejido subcutaneo con un
patron de sutura continuo, ambos tejidos se unieron con materiales de sutura
absorbible (poliglactina 910, calibre 3-0); en piel se sigui6é un patron de sutura de
puntos separados utilizando material de sutura no absorbible nylon calibre 2-0.

Diez dias posteriores se retiraron puntos de sutura de la piel.

VI.8 Protocolo para el aclaramiento renal

Se modifico el protocolo de aclaramiento renal con iotalamato descrito por Wilson
et al. (1999), aplicandose para los tres marcadores de interés: iotalamato, iohexol,
y el iopamidol via IV con una separacién entre cada ensayo en el grupo de

animales de un minimo de seis dias.

Los perros se mantuvieron con un ayuno de 12 hrs previo al inicio del ensayo, una
vez terminado el periodo de muestreo se les ofrecioé su dieta habitual. Se ofrecio
agua a libre acceso antes y durante el tiempo de la toma de muestras. Los perros
se pesaron previamente al inicio y al término del estudio. La aplicacion de los
marcadores radiograficos se inicio entre las 9:00 y las 11:00 AM. A cada perro se
le colocé un catéter en la vena Ceféalica que fue usado para colectar las muestras
de sangre, después de cada toma de sangre el catéter fue limpiado con 10 mL IV
de solucion de NaCl al 0.9%. La dosis de administracion de los marcadores
radiogréaficos fue de un volumen de 0.5 mL por animal por via IV en bolo, en un

periodo de aplicacion de 30 a 60 segundos, con una jeringa de insulina.

Se pesaron individualmente los animales, se determino el hematocrito, sélidos
plasmaticos y densidad urinaria (estimados por indice de refraccion) al inicio y al
finalizar cada protocolo. No se presentaron cambios significativos entre los valores

iniciales y al terminar los estudios.
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Antes del inicio de cada ensayo se colocO un catéter vesical y se tomaron
muestras de sangre (Po) y orina (Up). Al completarse la aplicacion del marcador
represento el tiempo cero. El catéter colocado en la vena cefalica fue usado para
la obtencion de muestras de sangre (2 mL) en tubos de Vacutainer®
heparinizados. Se obtuvieron muestras de sangre a los 50 min (P1) y 95 min (Py)
después de la aplicacion del marcador. Se vacio la vejiga por la sonda a los 45
min posteriores a la aplicacion del medio (Ug), esta orina fue desechada, y
posteriormente se cuantificd la produccion de orina (mL/kg) de los siguientes 45
min y se obtuvo una muestra de orina (U,). El tiempo en minutos transcurrido entre
la aplicacion del macador y las tomas de muestra de orina y sangre fueron
registrados. Para confirmar que la vejiga se encontraba vacia se monitoreo por
medio de ultrasonido abdominal en modo B (Aloka 500®, transductor convexo de
5 mHz). Durante el estudio los animales se mantuvieron en una jaula individual y

se les coloco un collar isabelino para evitar que se retiraran los catéteres.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1000 g por 7 minutos. La orina fue
centrifugada a 1000 g durante 5 min separando el sobrenadante. La orina y el
plasma separados se mantuvieron en congelacion (-70° C) hasta su

procesamiento.
VI.9 Medicion de la TFG por ECZ

VI1.9.1 Instrumentacion

Los andlisis electroforéticos se realizaron en un aparato de electroforesis capilar
de marca Beckman P/ACE MDQ, equipado con detector de arreglo de diodos,
usando capilares de silice fundida (Polymicro Tech., Phoenix, USA) de 75 um de
diametro interno (d.i) y 360 ym de diametro externo (d.e.). Se hicieron las
modificaciones pertinentes en las variables electroforéticas de voltaje,
temperatura, concentracion del buffer, pH y longitud del capilar con cada
marcador. Los voltajes se modificaron de 5 a 27.5 KV, y la temperatura del capilar

se mantuvo entre 18°Cy 20°C.
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Semanalmente se preparé solucion buffer de borato a concentraciones de 50 mM
y mensualmente hidroxido de sodio 1N a partir del cual se preparé semanalmente
una dilucion a 0.1 N. Se prepararon diluciones en concentraciones de 6, 15, 30,
60 y120 pg/mL de iotalamato, y de 6.12, 15.31, 30.62, 61.24 y 122.48 pg/mL de
iohexol y del iopamidol en borato de sodio (5 mM y de pH 11.3). El borato de
sodio a 5 mM se prepard a partir de la solucion stock de borato de sodio de 50
mM, ajustando el pH con hidroxido de sodio (0.1 N). Como buffer de separacion se
us6 borato de sodio 50 mM, a pH de 11.3 regulado con hidréxido sodio (1 Ny
0.1N). Para evaluar los parametros de validacion del método (precision, exactitud,
linealidad y reproducibilidad) las soluciones descritas se inyectaron en el
instrumento en cinco niveles de concentraciéon (6, 15, 30, 61 y 102ug/mL) de
iotalamato, y de (6.12, 15.31, 30.62, 61.24 y 122.48 pg/mL) para el iohexol y el
iopamidol, con cinco repeticiones cada una, y este procedimiento se repitié por

tres dias diferentes.
Para calcular la TFG (mL/kg/min) se empleé la formula:
CM orina {“g," mL}x'ﬁfnrina (mL)

th recoleccion { min) Xpeso (Kg) (5)

CM: Concentracién del marcador; P1: Concentracién en la
segunda muestra de plasma; P2: Concentracién en la tercera

muestra de plasma; t: tiempo de muestreo.

Para reportar la TFG en m? se aplicé la formula:

CM orina (“’gme)xVDrina (mL)

P1+P2 _ trecoleccién (min)x(10.1 Xpeso [gjjzf:a
>,
2 1000 (6)

CM: Concentracién del marcador; P1: Concentracién en la
segunda muestra de plasma; P2: Concentracién en la tercera

muestra de plasma; t: tiempo de muestreo.
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VIl RESULTADOS

1. Estado de Salud de los Animales de Estudios.

El Anexo 1 muestra los analisis de laboratorio practicados a los animales donde se
muestra que todos presentan valores en el intervalo normal, en el Anexo 2 se
muestran los valores registrados de la medicion de la presion arterial periférica por
oscilometria notdndose que estan dentro de los valores considerados normales.
En los estudio histopatologicos de las biopsias renales no se reportaron
alteraciones patoldgicas (Anexo 3). No se presentaron cambios significativos entre
los valores iniciales y al finalizar los protocolos con los marcadores en el peso
corporal, hematocrito, proteinas plasmaticas y densidad urinaria en el grupo de

animales.
2. Eleccion de las condiciones de andlisis.

En el desarrollo de este método, se inicio con la identificacion por separado de los
marcadores diluidos en orina, para observar que los picos correspondientes
estuvieran dentro de una ventana en la que no existiera interferencia con picos de
las muestras. Se evaluaron parametros tales como concentracion del buffer, pH,

KVoltaje, longitud del capilar y temperatura.

Para conocer la Anax Se analizaron las muestras en un equipo de EC con arreglo
de diodos y se observo que para los tres marcadores la Anax €S a 240 nm; sin
embargo, cuando se realizaron corridas a 254 nm no se perdio intensidad
significativa en la sefal. Inicialmente se uso como buffer de corrimiento borato 5
mM, en las que se identificaron los picos de los marcadores en un tiempo corto
(<5min), pero después de varias corridas se observé en los EFG ensanchamiento
de las bandas y perdida de la resolucidon, situaciones que se corrigieron al
aumentar la molaridad del buffer. Se observaron picos mas estrechos y mayor

tiempo de migracién (<12min) con el borato a 50mM.
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El kV se vario de 5 a 30 kV, notandose que a 25 kV se obtuvo una sefial adecuada
y se redujo el tiempo de migracion. A este voltaje, no se generd un exceso de
calor. La Figura 6 muestra electroferogramas del andlisis resultante de los tres

marcadores en orina de perro bajo las condiciones arriba descritas.

Las condiciones con las que se obtuvo un andlisis de iotalamato, iohexol y
iopamidol en un tiempo menor a 12 min con picos simétricos y agudos y sin
interferencia de los componentes de la orina o el plasma son: capilar de 60 cm de
longitud total (50 cm al detector). El buffer de corrimiento es de boratos 50 mM,
pH 11.3; se usé un voltaje de 25 kV a 18 °C, con Apax=254.

PDA - 254nm PDA - 254nm PDA - 254nm PDA - 254nm
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Figura 6. Electroferogramas de los marcadores en orina: inferior (azul marino) orina sola;
medio inferior (azul claro) orina con “spiking” de iotalamato; medio superior (verde) orina
con “spiking” de iopamidol y superior (rosa) con “spiking” de iohexol. Diluciones de orina
1:10 con buffer de borato de sodio 5 mM, pH 11.3, usando como buffer de separacién
borato 50 mM, pH 11.3, con capilar de 60 cm de longitud, 75 um de d.i. y 360 um de d.e.;
25 KV a 18°C,A= 254.
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Con el fin de asegurar la confiabilidad, el método analitico se sometid a un
proceso de validacion. Para esto, se realizaron diluciones de los marcadores en

orina y plasma de perro.

3. Pardmetros de Validacion

Se obtuvieron de acuerdo a criterios y requisitos para el analisis quimico de
muestras bioldgicas de una prueba de bioequivalencia o biodisponibilidad (Norma
Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2004 de la Secretaria de Salud).

3.1 Linearidad

La linearidad se probd con 5 niveles de concentracion

90000.00
80000.00 r=0.9999
70000.00
60000.00
50000.00
40000.00 lotalamato
30000.00 =—4—lohexol
20000.00
10000.00
0.00

AreaBajo la Curva

== |opamidol

0 50 100 150

ng/mLde marcador

Figura 7. Linealidad del sistema para los tres marcadores. El valor de r=0.9999
es para los tres marcadores

1.1Variabilidad Interdia:

Esta se probo con cinco niveles de concentracion por tres dias consecutivos,
obteniendo al menos cinco repeticiones por punto. Las Figuras 8,9 y 10 muestran

las curvas obtenidas para cada marcador.
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Figura 9. Variabilidad interdia para el iohexol
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Figura 10. Variabilidad interdia para el lopamidol

Las siguientes tablas muestran los resultados del analisis estadistico practicado a
las curvas de calibracién para cada marcador, se incluyen los resultados de las
pruebas de hipotesis practicadas al intercepto y la pendiente. Para esto se

consider6 un 95% de nivel de significancia y tres grados de libertad (t; = 3.18):

Tabla 2. Andlisis de regresién lineal del lotalamato

Parametro Dia 1 Dia 2 Dia 3

r 0.9999 0.9999 1.0000
r? 0.9998 0.9998 0.9999
b -124.1130 33.6571 -120.8013
m 549.5990 551.9161 547.9368
Sy 655.68 675.77 452.95
Sp 440.55 454.05 304.33
te -0.2817 0.074126 -0.3969
Sa 7.12 7.33 4.92

tc 77.19 75.3 111.37
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Tabla 3. Andlisis de regresion lineal del lohexol

Parametro Dia 1

r 0.9999
r? 0.9997
b -427.6858
m 607.6988
S, 1041.45
Sp 699.74
te -0.61
Sa 7.595

te 79.33

Dia 2
0.9999
0.9998

-285.1975

604.0277
807.56
542.59
-0.5256

8.76
69.37

Dia 3
0.9999
0.9998

-268.6460
602.5049
731.77
491.67
0.5464

5.34
113.12

Tabla 4. Andlisis de regresion lineal del lopamidol

Parametro Dia 1

r 1.0000
r* 0.9999
b 10.3151
m 667.2858
S, 518.33
Sy 348.27
te 0.0296
S, 5.63

t. 118.52

Dia 2
0.9999
0.9999

-44.2170
669.9614
973.17
653.87
-0.0676
10.56
63.44

Dia 3
0.9999
0.9998

-100.8335
667.8310
867.72
583.02
-0.1729
9.42
70.89

En todos los casos r > 0.9999 y r? > 0.999; ademas, las pruebas de hipétesis para

intercepto demuestran que los valores de b pueden considerarse como O,

estadisticamente y que los valores de las pendientes indican que hay una relacion

directa entre la respuesta del detector y la concentracion de los marcadores.

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Pagina 59



Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

1.2 Selectividad del método

Las Figuras 11, 12 y 13 muestran electroferogramas de los marcadores en orina 'y
plasma. No hubo traslape de los picos de la matriz de la muestra con los de los

marcadores.

IOHEXOL

0.12 0.12
UV - 254anm “Tnm -

C 10T T Pz 020 Pz 02:
Migration Time | OT 3 D
Area -

Name

15.479

T T
o 5 10 15
Minutes

Figura 11. Electroferogramas de orina y plasma resultantes del protocolo con iotalamato.
Electroferogramas de orina (izquierda) (Perro 3), inferior orina blanco dilucién en borato 1:30,
EFG medio, orina dilucién 1:10 y EFG superior de orina con iotalamato diluida 1:20. EFG de
la derecha de plasma (Perro 4), inferior PO (blanco), superior plasma con iotalamato. Buffer
de dilucién borato de sodio 5 mM, pH 11.3; buffer de separacién borato 50 mM, pH 11.3, con
capilar de 60 cm de longitud, 75 um de D.l. y 360 um de D.E.; 25 KV a 18 °C, A= 254 en
modo UV.

0.00
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Figura 12. Electroferogramas de orina y plasma resultantes del protocolo con iohexol.,
EFG de la izquierda de orina (Perro 2), inferior UO (blanco) 1:30 y superior U1 1:10 con
iohexol; EFG de la derecha de plasma (Perro 1), EFG inferior PO y superior P1 con
iohexol. Buffer de diluciéncion borato de sodio 5 mM, pH 11.3. Buffer de separaciéon
borato 50 mM, pH 11.3, con capilar (nuevo) de 60 cm de longitud, 75 um de D.l. y 360 um
de D.E.; 25 KV a 18°C, A= 254.
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Figura 13. Electroferogramas de orina y plasma resultante del protocolo con iopamidol.
EFG de la izquierda (Perro 5), inferior UO (blanco) 1:30 y superior U1 1:10 con iopamidol;
EFG de la derecha de plasma (Perro 2), EFG inferior PO y superior P1 con iopamidol .
Buffer de dilucion borato de sodio 5 mM, pH 11.3. Buffer de separacién borato 50 mM, pH
11.3, con capilar (nuevo) de 60 cm de longitud, 75 pm de D.l. y 360 um de D.E.; 25 KV a

18°C, A= 254.
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1.3Precision y Exactitud

La precision (DER%) y exactitud de la curva de calibracién del

método se

evaluaron tanto en un solo dia, intradia (repetibilidad) como en diferentes dias

interdia (reproducibilidad), los valores obtenidos se muestran en las tablas de

resultados 5 a la 10.

Tabla 5. Variabilidad Intradia para lotalamato

Concentracion Concentraciéon % DER % Desviacién % Exactitud
Nominal observada Concentracion real
(pg/mL) (pg/mL)
6 6.4 3.8 6.7 106.7
15 14.11 3.5 -5.9 94.1
30 29.7 3.3 -1.0 99
60 60.25 1.2 0.42 100.4
120 119.63 2.5 -0.31 99.7

Tabla 6. Variabilidad intradia para lohexol

Concentracion Concentracion % DER % Desviacion % Exactitud

Nominal observada Concentracion real

(pg/mL) (pg/mL)
6.12 6.2 2.3 3.3 103
15.31 14.54 2.5 -3.1 96.93
30.62 28.74 3.3 -4.2 95.8
61.24 58.65 1.8 -2.25 97.75
122.48 120.45 2.4 0.375 100.4

Tabla 7. Variabilidad intradia para lopamidol

Concentracion Concentracion % DER % Desviacion % Exactitud
Nominal observada Concentracion
(ug/mL) (ug/mL) real
6.12 6.2 2.9 3.3 103.3
15.31 15.25 2.0 1.7 101.7
30.62 29.35 1.8 -3-3 97.8
61.24 60.1 15 0.17 100.2
122.48 119.9 1.0 0.08 99.9
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Tabla 8 Variabilidad interdia para lotalamato

Concentracion Concentracion % DER % Desviacion % Exactitud
Nominal observada Concentracion
(ng/mL) (ng/mL) real
6 6.3 1.59 5.74 105.7
15 14.4 2.06 -3.81 96.2
30 29.4 0.99 -2.03 98.0
60 60.5 1.10 0.79 100.8
120 119.7 0.37 -0.23 99.8

Tabla 9. Variabilidad interdia para lohexol

Concentracion Concentracion % DER % Desviacion % Exactitud
Nominal (ng/mL) observada Concentracion
(pg/mL) real

6.12 6.2 0.5891 3.15 103.1
15.31 14.7 1.4667 -2.30 97.7
30.62 28.8 0.7227 -4.07 95.9
61.24 58.7 0.2720 -2.08 97.9
122.48 119.9 0.3997 -0.06 99.9

Tabla 10. Variabilidad interdia para lopamidol

Concentracion Concentracion % DER % Desviacion % Exactitud

Nominal observada Concentracion

(ng/mL) (ng/mL) real
6.12 6.08 1.59 1.36 101.4
15.31 14.98 2.37 -0.12 99.9
30.62 29.32 1.71 -2.25 97.7
61.24 60.48 0.76 0.79 100.8

122.48 119.80 0.11 -0.17 99.8

1.4 Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion estimada para el iotalamato es de 5.99 ug/mL; para el

iohexol de 7.85 pg/mL y para el iopamidol es de 6.51 pg/mL, con 95% de
significancia y tres grados de libertad.
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Figura 14 .Limites de Determinacion y de Deteccién para el iotalamato.
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Figura 15. Limites de Determinacion y de Deteccion del iohexol.
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Figura 16. Limites de Determinacion y de Deteccién para el iopamidol.
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Figura 17. EFG con cuantificacion minima. Se observan cinco electroferogramas de
iohexol a concentraciones de 6.12, 15.31, 30.62, 61.24 y 122.48 pg/mL.
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3.4 Tasa de Filtrado Glomerular mediante aclaramiento renal

El calculo se realiz6 usando los tres marcadores de acuerdo a las ecuaciones (5),
obteniéndose los valores de la tabla 11 en base a la superficie corporal se

presentan en la Tabla 12.

Tabla 11. Estimacion de la TFG en base al peso corporal (mL/kg/min)

PERRO IOTALAMATO IOHEXOL IOPAMIDOL
1 2.36 3.47 3.18
2 2.09 3.44 3
3 2.8 2.93 3.6
4 2.27 3.58 3.05
5 3.08 3.68 3.18
6 2.4 3.07 3.7
Promedios 2.5 +0.37 3.4+0.3 3.3+0.

Tabla 12. Estimacion de la TFG en base a la superficie corporal (mL/m?/min).

IOTALAMATO IOHEXOL IOPAMIDOL
1 59.0 88.76 80.76
2 51.36 87.36 73.72
3 66.9 69.25 78.26
4 54.79 89.5 73.62
5 66.13 84.92 75.16
6 55.38 70.84 85.38

Para saber si hay diferencia entre el uso de uno u otro marcador (mL/kg/min, se

realizé un ANOVA vy sus resultados se muestran a continuacion:

Ho: La TFG es igual sin importar el marcador utilizado
Hi: La TFG depende del marcador utilizado
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Fuente de Variacion

Entre tratamientos

dentro tratatamientos
Total

TABLA13. ANOVA

Suma de
Cuadrados
75.4891

1.5452
77.0343

Grados de Cuadrado Medio F
libertad
2 37.7445 366.45
15 0.103
17 453

Fi = 3.68 por lo que:

Se rechaza H, y se acepta Hj; hay diferencias significativas entre los marcadores.

Sin embargo, para establecer entre qué marcadores existia la diferencia, se

compararon los marcadores de manera

establecieron las siguientes hipotesis:

individual. En todos los casos, se

Ho: Las medias de ambos marcadores son iguales
H:: Las medias de ambos marcadores son diferentes

Tabla 14. Comparacién del lotalamato vs lohexol

Variacidn conjunta

0.111528333

Variacion estimada
Error estandar

te

t

0.044611333
0.211214
4.079

2.228

En este caso, hay diferencias significativas entre las medias de los dos

marcadores.

Tabla 15. Comparacioén del lotalamato vs lopamidol

Variacion conjunta

0.110695

Variacion estimada
Error estandar

tC

t

0.044278
0.210423
3.731
2.228

Entre ambos tratamientos existen diferencias significativas
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Tabla 16. Comparacién del lohexol vs lopamidol

Variacién conjunta 0.086823333
Variacion estimada 0.034729333
Error estandar 0.18636

e -0.411

t; 2.228

Entre el lohexol y el lopamidol no existen diferencias significativas.
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VIII DISCUSION

No se observaron reacciones secundarias posteriores a la aplicacion IV del
iotalamato, ni con el iopamidol, o el iohexol para la determinacion de la TFG en
perros en este trabajo ni en otros estudios (Moe y Heiene, 1995; Braselton et al.,
1997; Brown et al., 1996; Finco et al., 2001; Gleadhill y Michell, 1996; Goy-Tollot et
al., 2006; Heiene y Moe, 1999; Laroute et al., 1999; Laroute et al., 2005).

En este trabajo se desarrollé y valido un método sencillo para ECZ en que se pude
usar al iotalamato, iohexol y al iopamidol como marcadores para calcular la TFG
en perros por aclaramiento renal. Este método cumple con los parametros de
validacion tal y como se especifica en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-
2004.

La perdida de resolucién al emplear como buffer de separacion al borato a una
concentracion de 5 mM, fue corregido al aumentar la concentracion a 50 mM vy
esto se asocia a que al haber una mayor concentracion del buffer, hay mayor
conductividad en los extremos de la muestra (de baja conductividad). Entonces,
las moléculas del buffer evitan que las moléculas del marcador se dispersen

dentro del capilar pues las compacta (Bergert et al., 1997).

La linealidad del sistema para cada marcador empleado se validé de acuerdo a la
normativa vigente en nuestro pais, en la que se recomienda el empleo de 3 a 5
puntos experimentales, mientras que para la aplicacion en la determinacion del
analito recomienda de 5 a 7 puntos experimentales. Para construir la curva de
calibracion sobre la que se calculd la linealidad, siguiendo el método de minimos
cuadrados, se promediaron los valores obtenidos para cinco curvas de cada
concentracion. Para los tres marcadores, la DER, fue menor a 15%, tal como lo

especifica la Norma Oficial Mexicana.

En la USP XXIlI se marca que para considerar que un sistema sea lineal se debe

obtener un coeficiente de correlacion (r) mayor de 0.999, para los tres marcadores
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se obtuvieron valores mayores de 0.999. La NOM-177-SSA1-2004, especifica un
valor para r= 0.99, por lo tanto se considera que los sistemas son lineales para
cada marcador empleado en este trabajo.

En los tres marcadores al realizar el analisis de regresion lineal se obtuvieron r >
0.9999 y r? > 0.999; Al aplicar una prueba de t para pendiente de cada marcador
con la finalidad de establecer que la respuesta de la pendiente se debe al

experimento que se esta realizando. Entonces:
Ho: m =0
Hi:m #0

Como t; <ty por lotanto se descarta Hp y se acepta Hy, lo cual quiere decir que el
valor de la pendiente se debe al cambio de respuesta como consecuencia del
cambio del incremento de concentracién de los diferentes marcadores usados en

cada caso.

Por otro lado, se realizaron las pruebas de hipétesis para intercepto para
demostrar que el valor obtenido para este pueden considerarse como cero
estadisticamente. Es importante demostrar que el intercepto pude considerarse
COmo cero ya que se esperaria que en ausencia de alguno de los marcadores se
obtuviera cero como respuesta. Entonces, se establecieron las siguientes
hipotesis:

Ho: b =0

Hi: b#0

De acuerdo con las tablas 2,3 y 4, se tiene que la t; < t;, por lo que los valores

obtenidos si pueden considerarse como cero.

La precisibn es un pardmetro de validacion establecido en la Farmacopea

Britanica y en la USP e incluyen a la repetibilidad y a la reproducibilidad. El
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paradmetro estadistico que lo caracteriza es la desviacién estandar relativa (DER)
o el coeficiente de variacion CV, aunque este término ya esta en desuso. La
normatividad mexicana acepta una DER < 15% y permite evaluar la incertidumbre
en la estimacion de la media, es decir, el error aleatorio que corresponde a la
dispersion de los datos alrededor de la media. Los valores obtenidos, con los tres

marcadores, son menores a 15% por lo que se considera que hay repetitibilidad.

La reproducibilidad también se evalla con la DER, pero en este caso se acepta
que el valor sea igual al obtenido para la repetibilidad o bien un poco mayor ya que
en este caso hay un mayor manipuleo de las muestras, lo que significa una mayor
fuente de error. Los valores obtenidos son mayores que la repetibilidad pero
menores al 15%, por lo que se considera que si existe reproducibilidad en el

método.

La exactitud que se define como la capacidad del método analitico para obtener
resultados lo mas proximos posibles al valor verdadero y refleja el error
sistematico o la tendencia a él. En la exactitud se comparan los valores
(concentraciones) adicionadas contra las determinadas, de esta manera se puede
determinar si los valores observados se parecen a los reales. Las normas que
establecen tanto la USP como la NOM-177SSA1-2004, indican que los valores
determinados deben ser estadisticamente iguales al 100%
(cantidad/concentracién adicionada). Aplicando la prueba de t para muestras

pareadas donde:
Ho: valor observado = valor nominal
H;. valor observado # valor nominal

Por lo tanto se acepta la hipétesis nula, por lo que los valores obtenidos no son
estadisticamente diferentes de los valores nominales, por lo tanto el método es

exacto.
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Algunos autores diferencian a la selectividad de la especificidad. Considerando la
selectividad como la capacidad de detectar simultanea o separadamente
sustancias quimicas diferentes presentes en una misma muestra y a la
especificidad como la capacidad de detectar el analito sin interferencias de otro
compuesto (Castillo y Gonzélez, 1996). Como se muestra en las Figura 11, 12 y
13, no existio traslape de los picos de la matriz en las muestras de plasma y orina
con las sefiales de los marcadores empleados. Con esto se considera que el
método es selectivo ya que es posible diferenciar las sefiales de cada marcador

de las sefales ocasionadas por los componentes de las matrices.

En cuanto a los limites de deteccion, se observan diferencias entre los valores
obtenidos en los electroferogramas y aquellos obtenidos graficamente. XXXX
establece que el limite de deteccion corresponde a tres veces la sefial producida
por la linea base o ruido de fondo en un electroferograma y se presta a
interpretaciones. El método grafico utiliza la recta de regresion y los limites inferior
y superior para cada uno de los puntos de la recta (Hubaux y Vos, 1970). Este
método es mas complicado pero tiene la ventaja de considerar el fenémeno en su
totalidad. Aunque hay que considerar que los valores obtenidos tomando en

cuenta las sefiales son ligeramente menores que los obtenidos graficamente.

Los valores obtenidos de la TFG es este trabajo con los tres marcadores
empleados son similares a los reportados en otros estudios con diferentes
técnicas (ver Tabla 1). Los valores del aclaramiento renal con iohexol de este
trabajo fueron ligeramente menores con los reportados en estudios de
aclaramiento plasmatico con iohexol (Finco et al., 2001; Laroute et al., 2005; Goy-
Thollot et al., 2006) lo que se puede asociar a las diferencias de la técnicas
empleadas, excrecion extrarenal del marcador o la distribucion retardada del
marcador (Heiene y Moe, 1998) y las variaciones individuales de hasta un 10% en
la TFG (Krutzen et al., 1984). Sin embargo, son similares a los reportados por
aclaramiento plasmatico por Brown et al. (1996) y por centelleo renal (Moe y

Heiene, 1995). También en perros se presentan variaciones en los valores de la
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TFG entre las diferentes razas, asociado a la gran variedad en el tamafio y peso,
la TFG expresada en kg de peso corporal, tiende a ser inversamente proporcional
al tamafo corporal (Fleischer et al., 2008; Bexfield et al., 2008) y también se ha
observado un efecto por la edad. La TFG se ha llegado a reportar en cachorros
con valores superiores hasta en 87% en comparacion de animales adultos
(Laroute et al., 2005).

Las diferencias observadas entre los valores obtenidos de la TFG con el
iotalamato en relacion a los valores obtenidos con el iohexol y el iopamidol se
podrian presentar por diferentes causas. Se sabe que el iotalamato tiene una
propiedad ionizante en el organismo, que las muestras pueden ser almacenadas
de manera incorrecta o que la coleccion de orina fue incompleta (Kerl y Cook,
2005; Heiene y Moe, 1998); ademds, se ha estudiado la posible reabsorcién
tubular del iotalamato (Odlind et al., 1985). Todo esto puede dar como resultado
una subestimacién de la TFG. En esta investigacion, se cuido el apropiado
almacenamiento de las muestras asi como la obtencién completa de orina. Por lo
tanto, lo mas probable es que haya habido reabsorcion tubular. Schwartz et al.,
(2006) obtuvieron célculos de aclaramiento urinario, usando como marcador el
iohexol, menos precisos que los de aclaramiento plasmatico. Esto lo asociaron a la
variabilidad en la coleccion de orina, con una desviacion estandar de
aproximadamente 24% entre los periodos de coleccion dentro de un individuo. La
limitacion més importante de los métodos de aclaramiento renal es obtener el
vaciamiento total de la vejiga y la coleccion completa de orina (Gaspari et al.,
1997b).

Las pruebas de aclaramiento renal tienen las ventajas de ser mas exactas en la
estimacion de la TFG, ademas de ser practicas cuando se puede colectar
completamente la orina, e implican el muestreo y cuantificacion del marcador en
sangre y orina. Tienen las ventajas de que requieren un tiempo relativamente corto
para el muestreo, no es necesario aplicar modelos farmacocinéticos y la formula

gue se usa Yy los resultados son faciles de interpretar, en comparacion a los
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estudios de aclaramiento plasmatico donde el muestreo se realiza Unicamente en
sangre. El protocolo empleado en el presente estudio solo se necesitan dos tomas
de sangre y el tiempo que transcurre entre la aplicacion de marcador y la ultima
toma de muestra es de 90 min, por lo que el periodo de muestreo es menor en
comparacion a los tiempos de requeridos en los estudios de aclaramiento
plasmatico o aclaramiento endoégeno de creatinina (Heiene y Moe, 1998; Kerl y
Cook, 2005).

Una desventaja que presentan los métodos de aclaramiento renal es que requiere
la coleccion completa de la orina en periodos determinados. Para esto se hace
necesaria la colocacion de una sonda vesical lo cual es una limitante en perros pre
puberes, de razas pequefias y con disfunciones ureterales; ademas, se tiene el
riesgo de provocar infeccién, trauma o la colecciobn incompleta de orina o la
necesidad de realizar la coleccion de orina en jaulas metabdlicas (Kerl y Cook,
2005). En los estudios de aclaramiento plasmatico se requiere de la medicion del
tiempo exacto del muestreo de sangre posterior a la aplicacion de marcador, con
periodos prolongados de muestreo que varian de acuerdo a la severidad de la
disfuncién renal, se han sugerido periodos de 24 y hasta 48 h. en pacientes con
falla renal avanzada y se deben aplicar modelos matematicos farmacocinéticos
gue pueden inducir errores en la cuantificacién de la TFG (Heiene y Moe, 1998;
Kerl y Cook, 2005).

Los estudios publicados sobre la medicion de la TFG en perros se han realizado
en animales de experimentacion o pacientes sanos (Goy-Thollot et al., 2006;
Bexfield et al., 2008), asi como en animales con dafio renal inducido
quirdrgicamente o con enfermedad natural (Heiene y Moe, 1998). Los perros muy
pequefios presentan superficies corporales proporcionales mas grandes en
comparacion a perros de talla grande, resultando en que la TFG puede ser
sobreestimada cuando se expresa en mL/kg/min. Por lo tanto, la TFG es
alternativamente expresada en mL/kg/m? (Kerl y Cook, 2005). La referencia mas

directa deberia ser en relacion al peso de los rifiones, pero esto no es posible en
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la practica clinica. Sin embargo, la media presenta una buena relacion con el area
de superficie corporal en animales y en el hombre, indicando que la base de
comparacion con el area de superficie corporal es la mas util (Schwartz y Furth,
2007). Se ha cuestionado las formas en que puede realizarse el calculo del area
de superficie corporal en el perro, posiblemente por las diferencias en la forma
corporal de las diferentes razas. Peters (2003) propuso la expresion de TFG en
base al volumen de fluido extracelular, pero estas condiciones necesitan ser
estudiadas experimentalmente antes de que el procedimiento pueda tener una
aceptacion generalizada. No existe una solucion facil para estandarizar los valores
de aclaramiento en perros y existen pocos trabajos publicados de la estimacion de
la TFG expresda en m? o en base al volumen de fluido extracelular (Heiene y
Moe, 1998; Goy-Thollot et al., 2006).

La concentracion en el plasma y en la orina de los marcadores radiograficos
empleados en los pacientes se espera que varien dentro de un intervalo, basado
en varios factores como la dosis administrada, tiempo, la TFG y la tasa de
eliminacién (Shihabi y Constantinescu,1992). La ECZ es una técnica que permite
cuantificar aun pequefias concentraciones de analitos (Jenkins, 2000), por lo tanto,
la dosis administrada de estos medios de contraste en los pacientes para
determinar la TFG es minima, con lo cual se disminuye la posibilidad de
presentacion de reacciones secundarias aun en pacientes con enfermedades
renales (Frennby y Sterner, 2002). El riesgo de presentarse nefrotoxicidad esta
relacionado al volumen del medio de contraste y al disminuirse el volumen del
medio administrado, puede disminuirse el subsecuente riesgo de nefrotoxicidad
(Rosovsky y Rusinek, 2006).

En nuestro pais no se tienen reportes de estudios de aclaramiento para la
medicion de la TFG en perros. Esto posiblemente es debido a que implica conocer
e interpretar los aspectos/conocimientos relacionados con modelos
farmacocinéticos, la existencia de infraestructura instrumental para su analisis, el

tiempo necesario que se emplea en la aplicacion de los diferentes protocolos vy el
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costo que representa su estudio. Aparte del aclaramiento renal con la inulina no
existe actualmente un método universalmente aceptado como referente que se

apligue en pequefas especies.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el método desarrollado de
ECZ usando como marcadores a los medios de contraste radiogréficos iotalamato,
iohexol y al iopamidol por aclaramiento renal permite obtener un buen indicador de
la TFG en perros sanos. También permite el uso alterno de los marcadores
radiograficos iohexol y del iopamidol. Actualmente el iotalamato es accesible en
costo y existencia en el mercado, su principal desventaja es que es un medio de
contraste de tipo i6nico, que se ha asociado a un mayor nimero de casos de
nefrotoxicidad; sin embargo, el volumen administrado en los pacientes con este
método es bajo (0.5 mL en animales de menos de 20 kg de peso corporal). El
iotalamato presenté un mayor tiempo de migracion en comparacion al iohexol y el
iopamidol y su sefial se observd cerca a otros picos desconocido en diferentes
muestras de orina de perro. Los medios de contraste radiograficos no iénicos
como iohexol y el iopamidol tienen menos reportes de reacciones adversas. Aln
asi, el iopamidol tiene una menor incidencia de reacciones adversas en
comparacion con el iohexol. Por esto, se puede recomendar su uso en pacientes
con reacciones secundarias a los medios de contrasta iodados o en pacientes con

dafio renal avanzado (Verow et al., 1995 Verow et al., 1995).

El método desarrollado en este trabajo es sencillo y cumple con los parametros de
validacion establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2004 por lo
gue puede ser utilizado en estudios de aclaramiento renal para la determinacién
de la TFG. Los medios de contraste radiograficos usados en este trabajo

actualmente son accesibles en nuestro medio.
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IX. CONCLUSIONES

En este trabajo se desarroll6 y valido un método sencillo para ECZ en que
indistintamente se pude usar al iotalamato, iohexol y al iopamidol como
marcadores calcular la TFG en perros. Este método cumple con los parametros
de validacion tal y como se especifica en la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-
177-SSA1-2004.

El método desarrollado en este trabajo es sencillo, especifico, lineal, preciso y
exacto por lo que puede ser utilizado en estudios de aclaramiento renal para la

determinacion de la TFG.

La medicién de la TFG por aclaramiento renal es practico cuando se puede
colectar completamente la orina, ya que requiere un tiempo relativamente corto
para el muestreo, se debe poner especial énfasis en la coleccion completa de la
orina, lo que puede ser una limitante en especial en perras prepuberes o animles
pequefios. Los medios de contraste radiograficos usados en este método

actualmente son accesibles en nuestro medio.
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X. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente estudio muestran que el método desarrollado para la
ECZ con los marcadores radiograficos iodados iotalamato, iohexol y el iopamidol
permiten determinar la TFG en perros sano. Se espera que otros medios
radiograficos de contraste iodados que tienen las mismas propiedades

farmacocinéticas empleando este método ofrezcan resultados similares.

El presente estudio se realizo en animales jévenes sanos, y se propone obtener
los valores de la TFG con este método en animales de diferentes edades:
cachorros, animales jévenes prepuberes, adultos y perros geriatricos sanos y con

enfermedad renal en diferentes grados.

Debido al efecto que se ha observado entre el tamafio del animal con la superficie
corporal y la relacion con la TFG, se pueden realizar estudios para obtener valores
de referencia de acuerdo a la talla de los perros: menores de 12; de 12.1 a 25;

25.1 a 50 y mayores de 50 kgs.

Por la posibilidad de que se presente interferencia de picos en los EFG por
medicamentos administrados en los pacientes con los picos de los marcadores
usados es necesario realizar pruebas en sangre y orina de animales que hayan

recibido diferentes farmacos.

Empleando este método de ECZ para medir la TFG se puede calcular la TFG por

aclaramiento plasmaético.
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IX ANEXOS

Anexo 1. Resultados de andlisis clinicos realizados a los perros.

‘HEMOGRAMA
ANALITO UNIDADES PERRO1 | PERRO2 | PERRO3 | PERRO4 | PERROS | PERROS
VALOR DE
REFERENCIA
HEMATOCRITO |L/L 0.37-0.55 0.55 0.41 0.42 0.42 0.48 0.49
HEMOGLOBINA | g/L 120 - 182 182 138 143 143 163 165
ERITROCITOS 10e 12/L 55-85 8.5 6.2 6.4 6.4 7.3 7.4
VGM f/L 60 -72 65 66 66 65 66 66
CGMH g/L 320 - 360 342 336 341 340 339 337
RETICULOCITO
S 10e 9/L <60 - - - - - -
Cumulos Cumulos
PLAQUETAS 10e 9/L 160 - 700 430 suf 404 432 suf 328
PROTEINAS P. g/L 60 -75 73 70 81 68 70 73
FIBRINOGENO |g/L - - - - - -
LEUCOCITOS 10e 9/L 6.0-17.0 12.5 10.7 9.4 10.7 9.9 115
DIFERENCIAL
Neutrdfilos seg. 10e 9/L 3.0-11.5 5.6 4.9 34 3.4 3.6 6
Neutréfilos banda | 10e 9/L 0-0.3 0.5 0.2 0.4 0.1 0 0.5
Metamielocitos 10e 9/L 0
Mielocitos 10e 9/L 0
Linfocitos 10e 9/L 1.0-4.8 4.5 4.3 4.6 54 4.9 4.8
Monocitos 10e 9/L 0.1-14 0.5 0.2 0.4 0.3 0.4 0
Eosindfilos 10e 9/L 0.1-0.9 1.4 1.1 0.6 1.5 1 0.2
Basofilos 10e 9/L Raros 0 0 0 0 0 0
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo Pagina 90




Medicién de la tasa de filtrado glomerular por electroforesis capilar con tres marcadores radiograficos en perros

QUIMICA SANGUINEA

ANALITO UNIDADES | VALOR DE PERRO 1 | PERRO2 | PERRO 3 | PERRO 4 | PERRO5 | PERRO 6
REFERENCIA

UREA mmol/L 26-791 4.9 4 3.9 5 4 3.3
CREATININA mmol/L <126 89 85 97 66 86 89
PROTEINAS TOT. | g/L 56.6 - 74.3 70 66 e 65 68 69
ALBUMINA g/L 28.1-37.2 31 31 32 31 32 31
CALCIO mmol/L 2.27-291 2.52 2.35 2.45 231 2.69 2.55
FOSFORO . mmol/L 0.78-1.72 2.01 2.1 2.01 3.02 1.97 2.19
SODIO mmol/L 141 - 153 148 142 146 147 144 147
POTASIO mmol/L 3.82-5.34 541 5.05 5.22 5.03 5.7 5.61
CLORO mmol/L 108 - 117 117 110 114 110 112 112
BICARBONATO mmol/L 17 -25 19 16 17 15 16 17
ANION GAP Calculado 12-24 17 21 20 27 22 24
DIF IONES F. Calculado 30-40 31 32 32 37 32 35
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URIANALISIS
EXAMEN FISICO Perro 1 Perro 2 Perro 3 Perro 4 Perro 5 Perro 6
Aspecto Claro Claro Claro Claro Claro Turbio
Color Amarillo
Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
pH 6.5 7 7 7 8 6
Densidad 1.023 1.018 1.028 1.02 1.028 1.035
EXAMEN QUIMICO
Nitritos Negativos Negativos | Negativos Negativos Negativos Negativos
Glucosa Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Cpos. Cetonicos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Proteinas Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Urobilinbgeno Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Sangre + Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Hemoglobina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Mioglobina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Mioglobina
EXAMEN MACROSCOPICO

Eritrocitos 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x
Leucocitos
CELULAS + + 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x

Renales 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x

Transitorias 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x

Escamosas ++ + 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x
CILINDROS 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x 0/400x
CRISTALES Negativo Negativo Ocasionales Negativo Negativo Ocasionales
Espermatozoides Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Bacterias + + Negativo Negativo Negativo Negativo
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Anexo 2. Valores de la presion arterial periférica por oscilometria en los perros

(mmHg).
Presién Arterial Presién Arterial Presién Arterial Frecuencia
Sistolica Diastolica Media Cardiaca
1 102 34 49 61
2 94 47 65 76
3 101 55 72 84
4 131 66 95 105
5 102 41 75 149
6 123 70 91 97

Anexo 3. Reportes de estudios histopatolégicos de las biopsias renales

Reporte

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

1 glomerulares, tubulos proximales y distales sin cambios patologicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

2 glomerulares, tibulos proximales y distales sin cambios patolégicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

3 glomerulares, tibulos proximales y distales sin cambios patolégicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

4 glomerulares, tubulos proximales y distales sin cambios patoldgicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

5 glomerulares, tubulos proximales y distales sin cambios patologicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.

Se revisaron secciones de tejido renal en el cual se observaron estructuras

6 glomerulares, tabulos proximales y distales sin cambios patolégicos aparentes,
ni actividad parasitaria, bacteriana, viral o neoplasica.
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