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Introducciéon: Se requiere un modelo estandar fiable para evaluar
la eficacia de nuevos farmacos para animales de compania, espe-
cialmente perros. La dermatitis atépica canina (DAC), también co-
nocida como enfermedad dermatoldgica alérgica inflamatoria, es
un problema comun. Actualmente, el modelo animal de acaros del
polvo domésticos se utiliza en la investigacion de la DAC pero este
modelos presenta una variacion individual significativa y es dificil
de estandarizar. En este estudio, usamos ovoalbumina como anti-
geno para sensibilizar y estimular a los perros, estableciendo asi un
modelo estable que imita la respuesta de linfocitos T-helper 2 (Th2)
visto en la CAD. Nuestro objetivo fue crear un modelo de CAD que
pudiera emplearse para evaluar la eficacia de nuevos farmacos e
imitar la respuesta alérgica dominante Th2 observada en la patogé-
nesis de la dermatitis atépica de los perros.

Métodos: para el estudio se usaron 6 Beagles. Se aplicd suero salino
en dos animales y ovoalbimina en cuatro, en la parte dorsal de la
piel.

Resultados: el grupo tratado con ovoalbumina mostré signos clini-
cos de DAC como prurito y eritema. Ademas, los niveles plasmati-
cos de inmunoglobulina E y quimioquina CCL17 de los marcadores
de CAD fueron mayores en el grupo tratado con ovoalbumina que
en el grupo de control. El grosor cutaneo de la epidermis aumentod
significativamente en el grupo tratado con ovoalbumina, observan-
dose infiltracion de células inflamatorias en la region de la dermis
engrosada. En conclusién, la aplicacion en la piel canina con una
concentracion éptima de ovoalbumina indujo sintomas tipicos de
CAD, y los analisis histolégicos y moleculares confirmaron una ma-
yor respuesta inmune relacionada con Th2.

Conclusiones: Por lo tanto, hemos establecido con éxito una res-
puesta adecuada Th2 dominante imitando la CAD, que facilitara la
investigacién especifica de la dermatitis atdpica en perros.
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Introduccion

La dermatitis atépica canina (CAD) es una enfermedad cutdnea in-
flamatoria de la piel comun que implica disfuncién de la barrera
epidérmica y prurito recurrente en perros (1). La dermatitis atopi-
ca (DA) es una enfermedad hereditaria, aunque es posible que se
desarrolle espontaneamente en cualquier individuo. Los factores
ambientales, como la exposicidon a alergenos, juega un papel impor-
tante en la activacion de esta patologia (2).

El tratamiento de la DA en humanos y perros implica utilizar medi-
cacién que puede suprimir la respuesta celular inmune de Th2 (3-6)
y mantener el control de la enfermedad a largo plazo (7-10).

Al igual que en humanos, las lesiones cutaneas de la CAD se ca-
racterizan por la infiltracién de la dermis por células CD4+-T y eo-
sindéfilos, conocida como respuesta Th2. La respuesta Th2 es una
respuesta inmune exagerada provocada por alergenos (11). El sis-
tema inmune de los perros genéticamente predispuestos reconoce
los alergenos y activa las células Th2. Estas células Th2 activadas
migran al sitio de estimulacion a través de CCL17, una quimioquina
que mueve las células inflamatorias y estas células estimulan las
células B(12). Las células Th2 liberan citoquinas de sefalizacion es-
pecificas, incluidas la interleucina-4 (IL-4), la interleucina-13 (IL-13)
y lainterleucina-31 (IL-31). Las citoquinas liberadas promueven una
respuesta inflamatoria en la piel, lo que lleva a sintomas caracte-
risticos de la DAC como prurito, eritema y edema. La diferenciacion
inflamatoria de células T y la respuesta inmune Th2 en la piel esta
regulada por mediadores inflamatorios, como COX-2 (13, 14), pero
el papel de COX-2 en la respuesta inmune de la DAC no esta claro.
Ademas, el hallazgo de que la inhibicion de la expresion COX-2 de
un modelo atdpico alérgico en ratones promueve una respuesta Th2
(15) fue un indicador para la construccién del modelo de CAD domi-
nante Th2.

IL-4 e IL-13 median en la hipersensibilidad del anticuerpo de la in-
munoglobulina E (IgE) que estd implicada en las reacciones alérgi-
cas. Los anticuerpos IgE se unen a los mastocitos, que son abun-
dantes en la piel. Tras la exposicion posterior al mismo alergeno, las
IgE desencadenan la degranulacién de los mastocitos. Debido a la
degranulacién, se libera histamina y otros mediadores que produ-
cen prurito y la posterior inflamacién. Sin embargo, las citoquinas
Th2 varian mucho dependiendo de la muestra y el tiempo de me-
dicién. En el caso de CCL17, las quimiocinas relacionadas con Th2
pueden mediarse de una manera relativamente estable y, por lo tan-
to, estan siendo estudiadas activamente como objetivos que puedan
determinar la severidad de las enfermedades alérgicas como DA.

Para proteger a los animales y garantizar una seleccion 6ptima del
tratamiento es esencial confirmar la eficacia y la seguridad de los
nuevos medicamentos desarrollados para el tratamiento de enfer-
medades, incluida la atopia, en los animales diana (16).

La sensibilizacion epitcutanea con alergenos, como los acaros del
polvo doméstico (APDs), se ha utilizado ampliamente para estable-
cer modelos de CAD o para estudiar la alergia de contacto (17,18).
Sin embargo, los animales inducidos por APDs muestras importan-



tes variaciones individuales y estandarizar los protocolos es dificil
(19,20). Por lo tanto, no se dispone de modelos animales fiables para
experimentacion, estudios no clinicos o estudios clinicos de fase Il.

En este estudio, usamos ovoalbumina como antigeno para la sen-
sibilizacién y estimulacién para estudiar la eficacia y actividad in-
munoldgica. Deducimos la concentracion optima de ovoalbUmina
necesaria para establecer un modelo y, de ese modo, establecemos
un modelo de DAC que imita la respuesta DA Th2 dominante. Este
modelo sera una valiosa herramienta para seguir investigando en
este campo.

En el experimento se usaron seis beagles macho (Canis lupus fa-
miliaris). Los grupos de control (CG), T1 y T2 se componian de dos
animales cada uno. Todos los perros eran machos de 7 meses con
un peso medio de 7,95 kg (rango, 7,2-8,7), y se obtuvieron de Raon
Bio (Yongin, Corea del Sur). Antes de empezar el experimento, al pe-
riodo de aclimatacion de 7 dias le sigui6 una cuarentena veterinaria.
En este estudio se incluyeron animales sanos que no desarrollaron
dermatitis o enfermedades alérgicas durante la cuarentena. A todos
se les aloj6 en jaulas individuales (120 x 180 x 150 cm?3). Durante
el periodo experimental, la temperatura y la humedad de la habi-
tacion se mantuvieron a 24°C (+ 2°) y 40-60% respectivamente. La
intensidad de la luz fluorescente se mantuvo en 150-300 lx, la tasa
de renovacién del aire fue de 10-15 veces/hora y se mantuvo un
ciclo de luz de 12h. Los animales fueron alimentados con pienso
seco para perros (sin huevo) y se les permitié beber agua limpia de
grifo a voluntad. No se les bano durante el periodo de estudio para
evitar cambios en los parametros de la condicién cutdnea. Toda la
experimentaciéon animal se realizé bajo las directrices del Comité
Institucional del Cuidado y Uso de Animales de Huvet (nimero de
aprobacién IACUC: HV 2022-011).

En este estudio, al grupo control (GC) se le expuso epicutdneamente
a suero salino normal y a los grupos T1y T2 se les expuso epicuta-
neamente a 1y 5 mg/kg de ovoalbumina, respectivamente.

El estudio consistié en dos fases. En la fase 1, los beagles fueron
sensibilizados epicutaneamente a la ovoalbumina durante dos se-
manas. En ese momento, los perros se consideraron sensibilizados
a la ovoalbimina a pesar de que la mayoria de ellos (3 de 4) no
presentaban lesiones cutdneas. En la fase 2, los beables fueron ex-
puestos a ovoalbUmina durante 2 semanas.

La ovoalbumina se aplicd con apdsitos transparente Tegaderm®
(3M, St. Paul, MN, Estados Unidos). Decidimos colocar la ovoalbUmi-
na en la zona dorsal, que no es una zona tipica de desarrollo de la
DAC porque los animales eran propensos a eliminar el Tegaderm®
cuando se movian. Para crear el modelo de la DAC, se corté el pelo
y se desinfectd la zona dorsal con alcohol isopropilico al 70%. A los
grupos tratados con ovoalbumina se le sensibilizé con 1y 5 mg/kg
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de ovoalbumina disuelta en suero salino fisiolégico todos los dias
durante 2 semanas. A los animales del GC se les administro suero
salino fisioldgico. Se obtuvieron imagenes macroscdépicas los dias
0,2,7y 14

Se evalué la gravedad de los sintomas usando una version simplifi-
cada del sistema de puntuacion Draize utilizado en estudios toxico-
loégicos y dermatoldgicos para evaluar la irritacidén cutanea, con las
puntuaciones mas altas que indicaban inflamacion, lesion e hincha-
z0n severas causadas por la ovoalbumina. El sistema de puntuacién
de irritacion dérmica Draize (SPID) se puntla dos veces en semana
(21), donde 0 indica que no hay eritema, escaras o edema, 1 indica
eritema, escaras y edema apenas perceptible, 2 indica eritema, es-
caras y edema claramente perceptibles, 3 indica eritema, escaras y
edema de moderados a severos y 4 indica severo eritema, escaras
ligeramente profundas y edema severo que se extiende mas alla del
area expuesta.

Para analizar el hemograma completo y la quimica sanguinea, se
recogid sangre entera en un tubo con anticoagulante EDTA (acido
dietilendiamino tetraacético) y en un tubo separador de suero, res-
pectivamente. Se realizé un hemograma completo (BC-2800 Vet;
Mindray, Shenzhen, China) usando sangre entera. Las muestras en
el tubo separador de suero se centrifugaron durante 10 minutos a
3000 rpmy el sobrenadante se recogio y utilizé como suero para las
analiticas (DRI-CHEM NX700; Fujifilm, Tokio, Japdn).

En el dia 15, todos los animales fueron anestesiados para obtener
muestras de piel de la regién dorsal. Se recogieron cuatro biopsias
utilizando punch de 8 mm en el drea dorsal de cada uno de los seis
perros después de una evaluacion clinica y monitorizacién del es-
tado de la piel. Para el examen histopatoldgico, el 50% de las mues-
tras se fijaron en solucién de formalina al 10% con tampdn neutro;
para el analisis de citoquinas, el 50% de las muestras conservadas
en solucion RNAlater® (AM7021, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) se congelaron instantaneamente en nitrogeno liquido. Los
tejidos de la piel se conservaron en formol tamponado neutro al
10% durante la noche e incorporados en parafina. Entonces, las
muestras tisulares se seccionaron a intervalos de b um. Las seccio-
nes se desparafinaron y se tineron con hematoxilina y eosina para
examinar las anomalias estructurales de la piel. La tincién tricré-
mica de Masson se realizé segun las instrucciones del fabricante
(Cat. No. IFU-2; ScyTek, Logan, UT, Estados Unidos). Los portaobjetos
desparafinados se incubaron en solucion de hematoxilina férrica de
Weigert, fucsina acida - escarlata de Briebrich, acido fosfotungsti-
co-fosfomolibdico, azul de anilina y una solucién de acido acético
al 1%. El colageno en los tejidos conectivos se tind de azul, el cito-
plasma se tind de rojo o rosa, y los nucleos se tineron de rojo oscuro
0 purpura. Los resultados de la tincién fueron examinados por un
histopatoélogo.



Para medir la cantidad de acido ribonucleico (RNA) en las mues-
tras, el RNA se extrajo de las biopsias de tejidos usando el RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) y se transcribié inversamente
utilizando el QuantiNova Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Se prepararon mezclas de 20uL de volumen para gRT-
PCR, que contenian 2 Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Waltham, MA, Estados Unidos), y las reacciones se rea-
lizaron utilizando un QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Se utilizé gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control enddgeno para la normalizacién. Las reac-
ciones cuantitativas en cadena fueron realizadas usando cebadores
que abarcan secuencias intrénicas (mencionadas en la tabla 1). El
factor multiplicador de induccion se cuantifico utilizando el método
2-AACT.

Para analizar las citoquinas en las muestras sanguineas, se reco-
lectd sangre entera en tubos de EDTA y se centrifugdé durante 10
minutos a 3000 rpm y el sobrenadante se recogié como plasma.
Todos los pasos se realizaron en rangos de temperatura entre 2 y
8 °C. Los niveles de IgE canina, IL-4 e IL-31 se midieron usando kits
ELISA (Cat. No. CI0014 and CI0041 for IL-4 e IL31, respectivamente;
Neobiolab, Cambridge, MA, USA; Cat. No. Ab157700 para IgE; Abcam,
Cambridge, UK), de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Primers caninos usados para cuantificar la PCR real-time.

Simbolo | Secuencia de Primers Longitud ID Banco de genes

delgen | (desde 5 hasta 3’)
F: GCCATCGTGTTTGTAACT

CCL17 103 XM_038657714.1
R: CTCCCTTCCAGGTTCTTTGT
F: TCACCAGCACCTTTGTCCACGG

IL-4 96 AF187322.1
R: TGCACGAGTCGTTTCTCGCTGT
F: TGCGCAGCTCTAGAATCTCTG

IL-13 69 NM_001003384.1
R: CAGCATCCTCTGGGTCCTT
F: CCTGTTCCTGCTCTGCTCTA

IL-31 188 NM_001165914.1
R: TGAGACACAGCAGCAAGGTA
F: AAGCTTCGATTGACCAGAGCAG

COX-2 145 NM_001003354.1
R: TCACCATAAAGGGCCTCCAAC
F: GTCCTGGCGCTGGTGAGT

PTGES 89 NM_001122854.1
R: ATGACAGCCACCACGTACATCT
F: GATGACCCAGACACTGCTGA

Filaggrin 158 XM_038423227.1
R: TGGTTTTGCTCTGATGCTTG
F: TTAACTCTGGCAAAGTGGATATTGT

GAPDH XM_038448970.1
R: GAATCATACTGGAACATGTACACCA

9
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Para el andlisis estadistico se utilizo el software Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se utilizé la media + desviacion es-
tdndar (DE) para representar los datos en todos los graficos. Para el
analisis de tejidos, se realizaron al menos tres experimentos indepen-
dientes por triplicado. Para el analisis de plasma, se tomd una muestra
de sangre de la vena cefalica de dos animales por grupo, y todas las
pruebas se realizaron técnicamente por triplicado. Las comparaciones
entre grupos se realizaron mediante la prueba t de Student. La signifi-
cacion estadistica se fijé en un valor de p inferior a 0,05.

Los sintomas clinicos de la atopia en perros incluyen eritema, ede-
ma y escoriaciones cutaneas. Examinamos visualmente las mani-
festaciones clinicas tipicas de la atopia, incluyendo eritema, edema
y escoriaciones en el grupo tratado con ovoalbdmina. Los sintomas
se evaluaron vy calificaron usando el criterio DDISS. Comparando
con el grupo control, el grupo tratado con ovoalbimina exhibié pun-
tuaciones mas altas, observandose un aumento notable en grupo T1
comparado con el grupo T2. Ademas, la

Los sintomas clinicos de la atopia en perros incluyen eritema, ede-
ma y excoriaciones cutaneas. Examinamos visualmente las mani-
festaciones clinicas tipicas de la atopia, incluidos eritema, edema 'y
excoriaciones, en el grupo tratado con ovoalbumina. Los sintomas
se evaluaron y calificaron utilizando los criterios DDISS. En compa-
racion con los del grupo VC, el grupo tratado con ovoalbimina exhi-
bié puntuaciones mas altas, observandose un aumento notable en
el grupo T1 en comparacion con el grupo T2. Por otra parte, la pun-
tuacion de gravedad de la dermatitis en el grupo T1 (Figuras 1A, B).

Histopatolégicamente, la DAC se caracteriza por una epidermis en-
grosada como resultado de una mayor proliferacion de queratinoci-
tos, junto con la infiltracion de células inflamatorias, incluidos linfo-
citos y eosindfilos. En nuestro estudio, observamos una infiltracién
comparable de células inmunes, incluidos linfocitos, eosinofilos y
neutrdéfilos, en el grupo tratado con ovoalbumina (Figuras 2A, C).

Ademas, observamos infiltracién de células inflamatorias y anoma-
lias estructurales que incluyen inflamacidn dérmica linfocitica (infla-
macion perivascular) con epiteliotropismo focal en la capa dérmica
del estrato cérneo del grupo tratado con ovoalbumina (Figuras 2A,
B). El examen histolégico mediante hematoxilina y eosina y tincidn
con tricromico de Masson reveld un aumento notable y estadistica-
mente significativo en el espesor de la epidermis en el grupo tratado
con ovoalbimina en comparacién con el grupo control (Figura 2C).
Estos hallazgos indican que las caracteristicas histopatoldgicas de
la DA inducida por ovoalbumina reflejan fielmente las observadas
comunmente en pacientes con DA.
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Figura 1. Cambios macroscdpicos durante la estimulacion con ovoalbdmina.
(A) Imagen macroscdpica adquirida el dia 1 (fila superior) y 14 (fila inferior)
(observacion macroscdpica) durante la estimulacién con ovoalbimina en todos
los grupos (GC, T1y T2). (B) Nivel de irritacion de la piel puntuado utilizando el
sistema de puntuacion de irritacion dérmica Draize (DDISS) en la estimulacidn con
ovoalbumina. El grupo tratado con ovoalbumina exhibid sintomas clinicos mds
pronunciados de formacion de eritema en comparacion con el grupo de control (GC).
Las puntuaciones fueron mds altas en el grupo T1 (1 mg/mL) en comparacion con
el grupo T2 (5 mg/mL). Los valores representan la media + DE. GC, grupo control;
T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con ovoalbimina de baja concentracién); T2, -

: : o o PEQUENOS ANIMALES
grupo de tratamiento 2 (tratamiento con ovoalbimina de alta concentracidn) *p <
0,05, **p < 0,01; ***p < 0,005.
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Figura 2. Cambios en la histopatologia tras la estimulacion con ovoalbumina. (A)
Imagen que muestra el analisis histopatoldgico de la tincion con hematoxilina y
eosina en tejidos cutaneos. Las filas superiores son 200x y la inferior 400x. Barra
de escala = 100 um. Flecha negra: Linfocito; Flecha verde: Neutrdfilo; Flecha roja:
Eosindfilo. Estrella amarilla y flecha: anomalias estructurales de la inflamacidn
dérmica linfocitica (inflamacion perivascular) con epiteliotropismo focal. (B) Imagen
que muestra el analisis histopatoldgico de la tincidn con tricrémico de Masson en
tejidos cutaneos. Las filas superiores son 200x y la inferior 400x. Barra de escala
=100 um. (C) Grosor epidérmico y nimero de células inmunitarias infiltrantes
(eosindfilos, linfocitos). Los valores representan la media + DE. GC, grupo; T1, grupo
de tratamiento 1 (tratamiento con ovoalbimina de baja concentracién); T2, grupo de
tratamiento 2 (tratamiento con ovoalbimina de alta concentracidn) *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,005.



En nuestro modelo de DAC, examinamos la expresion de factores
clave implicados en la barrera cutanea llamados filagrina y COX-2.
Nuestro analisis de mRNA de la piel expuesta a ovoalbimina reveld
un descenso significativo, dosis dependiente, en la expresién de los
niveles de filagrina en el grupo tratado con ovoalbumina comparado
con el grupo control (Figura 3A).

Ademas, el tratamiento con ovoalbumina indujo un incremento sig-
nificativo en la expresion COX-2 y un incremento asociado en la pro-
duccion de PGE2.

Estos hallazgos indican que la ovoalbumina causa en la barrera cu-
tanea un dano e inflamacidn de forma similar a la DAC de una forma
concentracién-dependiente (Figuras 3 B,C).
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Cambios en los niveles de expresion de ARNm de los factores
relacionados con la inflamacidn y de las proteinas de la barrera cutdnea tras la
estimulacidn con ovoalbimina. Los niveles de ARNm de citoquinas relacionadas
con la inflamacidn temprana se cuantificaron mediante PCR- transcripcion inversa.
(A) El nivel de expresion del ARNm de la filagrina disminuyd significativamente tras
la estimulacidn con ovoalbumina. (B) El nivel de expresion del ARNm de la COX-2
aumento significativamente tras la estimulacién con ovoalbumina. (C) El nivel de
expresion del ARNm de PGES aumentd significativamente tras la estimulacion
con ovoalbumina en el grupo T2, no en el grupo T1. Todos los valores representan
la media + DE. GC, grupo control; T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con
ovoalbimina de baja concentracion); T2, grupo de tratamiento 2 (tratamiento con
ovoalbumina de alta concentracion) *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,005; ****p < 0,001.
GC: grupo control; PGES: prostaglandinas.
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CCL17, comunmente conocida como quimiocina regulada y activada
del timo (TARC), es una quimioquina importante expresada en pa-
cientes con DA. CCL17 estimula la migracion de las células CCL4+-
Th2 al sitio de exposicion a alérgenos (22). En la DAC, la sobreregu-
lacion de la expresidon de citoquinas relacionadas con las células
Th2 se observa no solo en la piel, sino también en las células mo-
nonucleares de la sangre periférica (PBMCs) y muestras de plasma.
Por el contrario, IgE genera anticuerpos alérgenos especificos que
se unen a los mastocitos y desencadenan la liberacién de moléculas
inflamatorias.

En consecuencia, identificamos dos factores que desempenan una
funcidn en la etapa inicial de la respuesta a la DA. Nuestros hallaz-
gos demostraron una importante sobreregulacion de la expresion
de quimioquinas CCL17 a nivel de ARNm en el grupo tratado con
ovoalbUmina en comparacion con el grupo control. Ademas, evalua-
mos los niveles de IgE para confirmar la produccion de anticuerpos
IgE totales séricos en la DA inducida por ovoalbUmina. Curiosamen-
te, tanto la expresion de CCL17 como los niveles de IgE fueron mas
altos en el grupo de dosis baja que en el grupo de dosis alta (Figura
4A). Ademas, analizamos las citoquinas secretadas por las células
T atraidas al sitio del tratamiento con ovoalbumina. Este analisis
se realizé utilizando muestras de piel y plasma, que confirmaron la
presencia de células Th2 reclutadas en la piel. También observamos
la secrecion predominante de citoquinas asociadas con células Th2,
incluyendo IL-4,1L-13 e IL-31, en la piel. Los niveles de ARNm de es-
tas citoquinas mostraron un aumento significativo en el grupo tra-
tado con ovoalbumina en comparacion con el grupo control (Figura
4B). No se detectd expresion Th1 en el grupo tratado con ovoalbu-
mina. Ademas, se observd una elevacién significativa en los niveles
de IL-4 e IL-31 en muestras plasmaticas del grupo tratado con OVA.
Esta observacion fue mas pronunciada en el grupo de dosis baja
que en el grupo de dosis alta (figura 4C).

En este estudio, se busco establecer un modelo de DAC de respues-
ta dominante Th2 utilizando ovoalbUumina en perros beagle sanos
sin antecedentes de predisposicion genética para desarrollar DAC.
En las etapas de sensibilizacion e induccion, utilizando Tegaderm,
la ovoalbumina se aplico diariamente a los perros sin banar. Los
sintomas clinicos de la atopia se analizaron dos veces a la semana
mediante puntuacion visual. Posteriormente, se realizaron analisis
histolégicos e inmunoldgicos después del periodo de aplicacién de
la ovoalbumina para evaluar el modelo DA utilizando piel expuesta
a la ovoalbumina.

La dermatitis atopica es una afeccién cutdanea comun, inflamatoria
que afecta a seres humanos y perros a nivel mundial (23, 24). El
tratamiento para la dermatitis atépica humanay la DAC tiene como
objetivo aliviar sintomas como el prurito y la inflamacion a través de
diversas intervenciones farmacolégicas. Sin embargo, la eficacia no
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La ovoalbumina induce una respuesta Th2 dominante similar a la DAC
tipica en perros sensibilizados a la ovoalbimina. (A) Los niveles de proteina
IgE total y ARNm de CCL17 aumentaron en el grupo tratado con ovoalbumina
en comparacién con el grupo control. (B) Los niveles de expresion de ARNm
de citocinas relacionadas con Th2 en muestras de piel de DAC inducida por
ovoalbimina se midieron mediante gRT-PCR. (C) Los niveles de expresidn proteica
de las citocinas relacionadas con Th2 en muestras de plasma obtenidas de
individuos con DA se evaluaron mediante ELISA. Todos los valores representan
la media + DE. GC, grupo control; T1, grupo de tratamiento 1 (tratamiento con
ovoalbimina de baja concentracion); T2, grupo de tratamiento 2 (tratamiento con
ovoalbumina de alta concentracion) *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,005; ****p < 0,001.
GC, grupo control.

ha sido muy estudiada en perros, por lo tanto, se necesita investiga-
cion especifica adicional y tener un modelo fiable de DAC para fines
de investigacion.

En la mayoria de perros con DAC se ha observado un incremento
de los niveles circulantes de IgE contra alergenos ambientales. Por
lo tanto, es una practica comun detectar niveles de IgE especificos
para alérgenos comunes en la mayoria de los perros diagnosticados
con DA. El método principal utilizado para inducir sintomas simila-
res a la DA en perros con fines de investigacion es la aplicacion de
HDMs (20, 25). En algunos estudios se ha examinado a los perros
para detectar IgE alta antes de inducir DA (19, 25). En otros se uti-
lizaron perros beagle sanos sin predisposicién genética a niveles
elevados de IgE; sin embargo, la evaluacion se basoé en IgE como
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unico indice de evaluacién. Las quimiocinas como CCL17, que estan
elevadas en la DA alérgica, facilitan el reclutamiento de células Th2
en los sitios de inflamacion, y la citoquina Th2 (IL4) estimula la sin-
tesis de IgE (26). En consecuencia, dado que los niveles de IgE en la
dermatitis atdpica se correlacionan con una respuesta inmune Th2,
es importante examinar las quimioqguinas o citoquinas que se regu-
lan junto con los niveles de IgE.

Por lo tanto, el establecimiento de modelos estandarizados de ato-
pia inducida por HDM para fines de investigacion es un desafio. Los
niveles incrementados de IgE sirven como marcadores de alérge-
nos en el DA, pero, aungue, un nivel elevado de IgE es un indicador
importante no se puede confiar Unicamente para el diagndstico defi-
nitivo de DA (1). Tanto en ratones como en minicerdos, los sintomas
similares a la DA pueden inducirse a través de la aplicacion dérmica
de ovoalbuimina (27-29). En modelos de ratones con DA inducidos
por ovoalbumina, la induccion de atopia a través de la sensibiliza-
cion percutanea compromete la funcién de barrera cutdnea, per-
mitiendo que los alérgenos penetren en la piel. Posteriormente, la
sensibilizacion transdérmica repetida desencadena una respuesta
Th2, lo que resulta en la manifestacién de sintomas cutaneos. En
consecuencia, hemos establecido un modelo de DAC utilizando la
ovoalbumina como sensibilizador transdérmico.

Por otra parte, nuestros hallazgos sugieren que valores elevados de
IgE acompanados de quimioquina CCL17 y respuesta dominante Th-
2, juegan un papel significativo en la exacerbacién de la DA inducida
por ovoalbumina.

La dermatitis atopica en perros se acompana de eritema macular,
erupcion cutanea y prurito (30, 31). Cualquier compromiso en la
funcidon de barrera cutanea contribuye a una progresion acelerada
de la DA. Cuando la piel encuentra alérgenos, hay un aumento de
mediadores inflamatorios como las PGEs y COX-2. En cuanto al des-
equilibrio Th1/Th2, la aplicacion topica, in vitro, de PgE, suprime la
produccién de citoquina IL-12, que es esencial para liberar IFNg, una
citoquina Th1 (32). La inhibicion de la IL-12 promueve una respuesta
inmune Th2 (33), lo que conduce a un rapido desarrollo de irritacién
cutdnea (34). Curiosamente, investigaciones previas demostraron
gue la inhibicién selectiva de la expresion de COX-2 en un modelo
de atopia alérgica en ratones favorecid una respuesta Th2, exacer-
bando los sintomas de DA (15). En nuestro estudio, el grupo con
baja exposicion a la ovoalbimina (grupo T1) mostré disminucion de
la expresién de COX-2 y PgE en comparacién con el grupo con ma-
yor exposicién (grupo T2). Esto sugiere que reducir la exposiciéon a
ovoalbumina puede llevar a una disminucion de los mecanismos
reguladores COX-2/PgE aumentando las expresiones especificas de
citoquinas Th2.

Por consiguiente, proponemos que las concentraciones optimas
para inducir un modelo de DAC con dominancia Th2,es 1 mg/ml. Sin
embargo, esta hipoétesis requiere ser verificada en futuros estudios
con mayor numero de perros.

La DA puede asociarse a una deficiencia de filagrina, una proteina
clave implicada en la formacién de las capas mas externas de la
piel (estrato corneo) en algunos individuos. La respuesta inmunita-



ria polarizada Th2 inducida por la DA aguda conduce a una dismi-
nucion secundaria de la filaggrina. Por lo tanto, la disminucion de la
filaggrina puede exacerbar la enfermedad inflamatoria dérmica y
debe confirmarse en asociacion con la citoquina Th2 en la DA (35-
37). Nuestros hallazgos demostraron que el patrén de cambio en
los niveles de expresion de la filaggrina fue similar al observado
en estudios previos (38, 39) En el grupo tratado con ovoalbimina,
se observd una disminucion, dependiente de la concentracion, en
los niveles de expresion del ARNm de filaggrina. Esto indica que la
aplicacion de ovoalbumina perjudica la funcion de barrera cutanea
de forma similar a los efectos observados en pacientes con atopia.

Durante las fases iniciales de la penetracion de los alergenos cau-
sada por deficiencias en la barrera cutdnea, la quimioquina CCL17
es liberada por células cutaneas como los queratinocitos, células
dendriticas y las células endoteliales. Posteriormente, CCL17 se ex-
presa por células CCR4+-Th2 en las ultimas etapas de la penetra-
cion de alérgenos. En un estudio realizado por Kakinuma et al,, los
individuos con DA presentaron niveles séricos elevados de CCL17
en comparacion con los pacientes con psoriasis. Este hallazgo des-
taca el papel significativo de CCL17, una quimioquina esencial en la
progresion y desarrollo de DA (40). En nuestro estudio, observamos
un sustancial incremento en los niveles de expresion de ARNm de
CCL17 en el grupo de DA inducida por ovoalbumina en comparacioén
con el grupo control. Curiosamente, este incremento fue particular
en el grupo en el que se utilizaron dosis bajas. Esto sugiere que los
niveles de CCL17 incrementados por ovoalbimina conducen a una
respuesta inmune dominante Th2 en la fase aguda y que 1T mg/ml
era una concentraciéon apropiada para inducir una respuesta inmu-
ne dominante Th2.

Los hallazgos histopatoldogicos de nuestro estudio muestran la in-
filtracion por células inmunitarias (linfocitos, eosinéfilos y neutré-
filos) en todos los grupos analizados. Especialmente se observo un
incremento significativo en el numero de infiltrados de eosindfilos
y de linfocitos en el grupo tratado con ovoalbimina (Figura 2B). La
infiltracion de células inflamatorias en las lesiones cutdaneas por DA
se caracteriza tipicamente por la presencia de varias subpoblacio-
nes de células Ty células linfoides innatas tipo 2 (41). Nakatani et al.
reportaron una elevada incidencia de infiltracion de células CCR4+-
CD4+-T en pacientes con DA crénica en comparacion con los pacien-
tes con psoriasis (42). Adicionalmente, Murra et al. publicaron que
la administracién de un antagonista de CCR4 en un modelo de DAC
produjo la supresion efectiva de los sintomas clinicos asociados con
DAC (43).

Nuestra investigacion reveléd una consistente correlacion entre el
aumento de la infiltracién de eosinodfilos y la inflamacion cutanea
linfocitica (inflamacién perivascular) de células inmunes en la DA
inducida por la ovoalbumina, niveles elevados de expresion del
ARNm CCL17 y una mayor presencia de citoquinas Th2 de respues-
ta dominante.

La DA se caracteriza principalmente por el predominio de la res-
puesta inmune Th2, lo que lleva a la sobreregulacién de las citoqui-
nas, como IL-4, IL-5 e IL-13 (44-46). La aplicacion topica de ovoalbu-

PEQUENOS ANIMALES

(R)EVOLUTION

Establecimiento de un modelo
experimental de dermatitis
atdpica inducida por
ovoalbumina en caninos

Discusion

17



PEQUENOS ANIMALES

(R)EVOLUTION

Establecimiento de un modelo
experimental de dermatitis
atdpica inducida por
ovoalbumina en caninos

Discusion

mina en modelos de raton da como resultado la sobreregulacion de
las quimiogquinas relacionadas con Th2, como CCL17 y CCL22, pro-
moviendo la infiltracidén de células Th2 e intensificando la respuesta
inflamatoria alérgica (47). La evaluacion de los tejidos plasmaticos
y cutaneos del grupo tratado con ovoalbumina revel6 una elevacion
significativa en los niveles de proteina IL-4 y de ARNm, asi como en
los niveles de ARNm IL-13. Curiosamente, nuestros hallazgos re-
velaron que los niveles de expresion eran notablemente altos en el
grupo de dosis bajas.

La citoquina inflamatoria IL-31 es producida por la célula Th2 y par-
ticipa directamente en la activacién de las neuronas sensoriales y
en la activacion del prurito cutdneo (48, 49). En los individuos con
DA, hubo un aumento notable en los niveles de IL-31 en compa-
raciéon con los individuos sanos. Ademas, la inyeccion de IL-31 en
perros indujo prurito (50). Nuestros hallazgos revelaron un aumento
sustancial en los niveles de expresién de la proteina IL-31 y el ARNm
en el grupo tratado con ovoalbumina. Por lo tanto, determinamos
la concentracion 6ptima de ovoalbUmina necesaria para inducir la
atopia. También observamos que los sintomas de la DA inducida con
la concentracién éptima de ovoalbimina se parecian mucho a los
sintomas clinicos observados en pacientes con DA, y este hallazgo
valida la relevancia e importancia de nuestro modelo para realizar
estudios sobre DA.

Este estudio tiene tres limitaciones principales. La primera limita-
cion es que todos los grupos comprenden dos perros, lo que puede
introducir un sesgo que podria afectar el analisis estadistico. Sin
embargo, esta limitacién se resolvié con cuatro biopsias de la regién
dorsal tratada con ovalbumina tomadas de cada perro y estimadas
con almenos tres réplicas del analisis. En segundo lugar, CADESI-04,
una escala de evaluacion clinica para atopia canina, no era aplicable
a nuestro estudio. Nuestro modelo de DAC, con ovoalbumina aplica-
da localmente a la espalda en lugar de DA sensibilizada sistémica-
mente, es un modelo para estudios en los que se observa una res-
puesta inmune Th2-dominante en la espalda con manifestaciones
clinicas similares a la dermatitis atopica. Sin embargo, el dorso no
es un sitio comun de dermatitis atépica vy, por lo tanto, no se incluye
en la métrica CADESI-04. Necesitabamos una métrica para evaluar
los sintomas clinicos y aplicamos el DDISS, que utilizamos en nues-
tro estudio previo del modelo de DA en minicerdos (29). La grafica
gue presentamos puntua las manifestaciones clinicas atépicas de
eritema y edema. En nuestro estudio, la formacién de escaras se
calificé como 0 para todos los animales. En el futuro, aplicaremos
indicadores que puedan reflejar las manifestaciones clinicas de la
dermatitis atdpica (eritema, edema, excoriacion, alopecia) como una
puntuacidon de respuesta cutanea modificada o una puntuacién CA-
DESI modificada, donde se evalua el tipo de lesion y la gravedad de
la piel relevantes para este modelo. Una tercera limitacion es que
el prurito, en este modelo, se basé en la observacion visual casual
por parte del veterinario. Aunque hay escalas disponibles para de-
terminar el prurito clinico, estan disenadas para duenos de perros
(51). El prurito es un sintoma esporadico y no pudimos controlarlo
en nuestro estudio. Por lo tanto, las escalas de prurito deberian de-
sarrollarse mas para futuros investigadores.



Cuando la piel canina fue tratada con una concentracion éptima de
ovoalbumina, observamos cambios clinicos, histopatologicos y no
clinicos que se parecian a los observados de manera natural en la
DAC. Ademas, observamos una respuesta inmune mejorada rela-
cionada con Th2. En resumen, establecimos un modelo animal que
puede usarse para la investigacion basica de la respuesta domi-
nante Th2 en el ambito de la DAC, lo que proporciona un medio para
una evaluacion precisa de la seguridad de nuevos farmacos para el
tratamiento de la DAC.

Las contribuciones originales presentadas en el estudio se incluyen
en el articulo/material complementario; mas consultas pueden diri-
girse al autor correspondiente.

El estudio con animales fue revisado y aprobado. Todos los experi-
mentos con animales se realizaron de acuerdo con las pautas del
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Huvet (nime-
ro de aprobacion IACUC: HV 2022-011).

H-YS: Analisis formal, Metodologia, Visualizacion, Escritura — borra-
dor original, Escritura — revision y edicién. HJ: Metodologia, Investi-
gacién. H-JT: Metodologia, Validacion, Redaccion — revision y edicion.
H-GO: Supervision, Redaccién — borrador original. JH: Conceptuali-
zacion, Adquisicién de financiacion, Supervision, Recursos, Redac-
cion —revision y edicion.

El autor(es) declara haber recibido apoyo financiero para la inves-
tigacion, autoria y/o publicacién de este articulo. Este trabajo fue
apoyado por la subvencion del Consejo Nacional de Investigacion de
Ciencia y Tecnologia (NST) del gobierno de Corea (MSIT) (nimero de
subvencién: CRC21022).

H-GO fue empleado por la Divisién de 1+D de HUVET Co., Ltd.

El resto de autores declaran que la investigacién se realizé en au-
sencia de relaciones comerciales o financieras que pudieran inter-
pretarse como un potencial conflicto de intereses.

Todas las afirmaciones expresadas en este articulo son exclusivas
de los autores y no necesariamente representan las de sus organi-
zaciones afiliadas, ni las del editor, los redactores y los revisores.
El editor no garantiza ni respalda ningun producto que pueda eva-
luarse en este articulo, ni ninguna afirmacion que pueda hacer su
fabricante.
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|l neumoperitoneo a tensién se caracteriza por una acumu-

lacién excesiva de gas en la cavidad peritoneal, lo que con-

duce a distrés cardiorespiratorio. Presentamos el caso de

una hembra de 4 anos de edad, Labrador retriever, que se

presentd con severa distension abdominal y jadeo. La ra-
diografia reveld gran cantidad de gas libre en la cavidad peritoneal
con disminucion del detalle seroso. Después de la descompresién
urgente, la aspiracion ecoguiada de la efusion en el peritoneo confir-
Mo que se trataba de una peritonitis séptica. La tomografia compu-
terizada reveld una masa gastrica de aproximadamente 3,7 x 5,0 x
5,5 cm, que se sospechaba que habia causado perforacién gastrica.
Un gran volumen de gas libre se encontraba en la cavidad perito-
neal, causando compresidon y centralizacion de los 6rganos abdo-
minales. también se observo una hendidura de baja atenuacién que
sugeria la presencia de una perforacion gastrica. La laparotomia
exploradora confirmé una perforacién gastrica de aproximadamen-
te 2,2 cm adyacente a la masa gastrica. Finalmente se diagnostico
gue la paciente padecia un neumoperitoneo a tensién causado por
perforacion gastrica. La masa se resecd con un margen quirurgico
de 1-2 cm, y la citologia de impronta indic6 carcinoma gastrico. La
paciente recibié un tratamiento agresivo con fluidos, analgésicos,
antitromboticos y terapia antibacteriana. Sin embargo, el estado del
paciente siguid deteriorandose y se le practico la eutanasia a peti-
cion del propietario. Nuestro trabajo es el primero en describir las
caracteristicas de imagen multimodal de un perro con neumoperi-
toneo a tensidn secundario a una perforacion gastrica causada por
una neoplasia gastrica.

El neumoperitoneo a tension (NT) es un tipo de neumoperitoneo ca-
racterizado por la excesiva acumulacion de gas en la cavidad perito-
neal, conduciendo a distrés respiratorio (1-5). La cantidad excesiva
de gas en la cavidad peritoneal incrementa la presion intrabdominal
desplazando el diafragma cranealmente lo que conduce a distrés
respiratorio acompanado de taquipnea (1,2). El exceso de gas com-
prime la vena cava caudal y reduce el retorno venoso lo que, en ulti-
ma estancia, conduce a hipotension y taquicardia (1,2). Por lo tanto,
la descompresidn urgente es necesaria para reducir la presién in-
traabdominal.

Para el diagndstico rapido del NT el diagnéstico por imagen des-
empena un papel fundamental. Los signos distintivos indicativos de
NT en radiografia abdominal incluyen el desplazamiento craneal del
diafragma, el desplazamiento medial del higado, el amontonamien-
to de las visceras en abdomen central y la presencia de neumoperi-
toneo masivo (2, 6). Para investigar las causas de NT, la tomografia
computarizada (TC) puede ser Gtil. La causa mas frecuente de NT,
la perforacion gastrointestinal (Gl), se caracteriza en la TC por la
discontinuidad de la pared Gl en el lugar de la perforacion o por ha-
llazgos indirectos sugestivos de perforacién Gl.
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Una hembra no esterilizada de Labrador retriever, de 4 anos de edad
y 21 kg de peso, se presenta a con anorexia y letargia de 20 dias de
duracién. El examen fisico revela distension abdominal severa, fie-
bre (40,7°), incremento de la frecuencia cardiaca (132 lpm) y dificul-
tad respiratoria acompanada de jadeo.

En el anélisis sanguineo se encontré leucocitosis (35.1 x 107 cel-
s/L; rango de referencia: 6-17 x 107 cels/L) con severa neutrofilia
(30.3 x 10%cels/L; rango de referencia: 3.9-8 x 107 cels/L) y mono-
citosis (2.3 x 107 cels/L; rango de referencia: 0.2-1.1 x 107 cels/L).
La bioguimica plasmatica reveld niveles incrementados de ALP
(825 U/L; rango de referencia: 29-155 U/L), amilasa (1768 U/L;
rango de referencia: 388-1,007 U/L), lactato (4.9 mg/dL; rango de
referencia: 0.5-2.5 mg/dL), proteina C-reactiva (59.9 mg/L: rango
de referencia: 0-20 mg/L), and D-dimero (2.0 mg/dL; rango de re-
ferencia: 0-0.3 mg/dL). Los niveles de glucosa sérica se encontra-
ban dentro del rango de referencia (77 mg/dL; rango de referencia:
67-147 mg/dL).

En la radiografia abdominal (Titan 2000, Comed Medical Systems
Co., Ltd., Seoul, Korea; 82 k Vp, 10.2 mAs, 320 mA) se observa una
gran cantidad de gas libre en el espacio peritoneal (Figura 1A, C)
con una marcada distension abdominal y desplazamiento craneal
del diafragma. Se observo gas peritoneal contorneando la pared ex-
terna del intestino delgado. Ademas, se identificd una franja radio-
paca de aproximadamente 7 mm de grosor y 25 cm de longitud en
el abdomen medio, sugestiva de un ligamento o reflejo peritoneal. El
detalle general de la serosa abdominal se encontraba disminuido.
Los hallazgos radiograficos indicaban que el jadeo y el distrés respi-
ratorio estaban causados por un neumoperitoneo masivo. Se realiz6
una descompresion de urgencia con aguja y la toma de muestras de
la efusion peritoneal, sin embargo, a pesar de la mejoria en el patrén
respiratorio y la reduccion de la distensién abdominal, persistié una
gran cantidad de gas libre. En el analisis del fluido peritoneal, se
observé una elevacion significativa de las células de la serie blanca
(>17 x 107 cels/L; rango de referencia: < 7 x 107 cels/L) y de las pro-
teinas totales y la concentracion de glucosa fue de 28 mg/dL.

La tomografia computerizada (TC) fue realizada usando un TC de
164 cortes (Brivo CT 385; GE Medical Systems, Milwaukee, WI, Uni-
ted States, 120 KVp, 110 mAs, 1.25 mm de grosor de corte) con el
perro bajo anestesia general y posicionado en recumbencia ventral.
Se utilizé una jeringa de inyector de potencia TC (CT Power Injector;
GE, Medical Systems, Milwaukee, WI, United States) para adminitrar
600 mg de yodo/kg de iohexol (Omnihexol 300; Korea United Phar-
maceutical, Seoul, Korea). En las imagenes poscontraste se observo
una masas gastrica con realce homogeneo, que media aproximada-
mente 3.7x5.0x5.5 cm y que se extendia desde el cardias hasta el
fundus del estdmago (Figura 2). Entre el omento y la masa gastrica
se observaban pequenas burbujas de gas (Figura 2 A,B). Una can-
tidad sustancial de gas libre se encontraba en la cavidad peritoneal
(Figura 2) causando compresién y centralizacion de los érganos ab-
dominales (Figura 3, A-C). Se observé derrame peritoneal difuso y
acumulacién de grasa en toda la cavidad peritoneal, particularmen-



Proyecciones radiograficas abdominales laterales (A,B) y ventrodorsales
(C.D) del perro. Las imdgenes de la izquierda (A,C) se obtuvieron antes de la
descompresion, y las de la derecha (B,D) se obtuvieron inmediatamente después
de la descompresidn. Antes de la descompresion, el neumoperitoneo se caracteriza
porque se observa el contorno de la cavidad peritoneal rodeando una cantidad
enorme de gas y el contorno de ambos lados de la pared del intestino delgado con
gas peritoneal (flecha abierta); también se observa una disminucidn del detalle
general de la serosa abdominal. En la radiografia ventrodorsal (C) se identifica una
franja radiopaca (flecha) en el abdomen medio, que es un ligamento peritoneal.
Tras la descompresidn, la distensidn abdominal disminuyd, pero sigue habiendo
una gran cantidad de gas libre. El desplazamiento craneal del diafragma indica un
aumento de la presidn intraperitoneal.

te alrededor del estdmago. Ademas, cerca de la masa gastrica se
observo una hendidura de baja atenuacion que podria ser indicativa
del lugar de perforacién. Estos hallazgos de imagen condujeron a
un diagnostico de perforacion gastrica causada por una neoplasia
gastrica que dio lugar a NP y peritonitis.

Al perro se le sometid a una laparotomia exploratorio para identificar
y corregir la perforacion y para realizar un lavado peritoneal. Se iden-
tifico una zona perforada (Figura 2D) de aproximadamente 2.2 cm
cerca de la masa gastrica. Se observé peritonitis generalizada grave
con depdsito de fibrina a lo largo del peritoneo y ascitis con liquido
amarillo, ligeramente opaco. La masa se resecd con un margen qui-
rargicode 1 ~ 2 cmy después del lavado y drenaje peritoneal se cerro
el abdomen. No se realizé biopsia de la masa porgue los propietarios
no lo autorizaron. Sin embargo, la impronta citolégica indicé carci-
noma gastrico. Se traté al paciente con fluidoterapia, analgésicos,
agentes antitrombdéticos y antibacterianos. A pesar del tratamiento
agresivo, la condiciéon del paciente fue empeorando y se practico la
eutanasia el dia después de la cirugia a peticién de los propietarios.
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En este caso se describe un NP en un perro, en el cual, los hallazgos
de imagen conducen a un posible diagndstico de perforacion gastri-
ca provocada por una neoplasia gastrica, NP y peritonitis. La perfo-
racion gastrointestinal puede causar NP a través de un mecanismo
de "valvula unidireccional”, en el que el higado y el epipldén que cubre
el sitio de la perforacién actuan como una valvula, permitiendo que
el aire escape desde el tracto gastrointestinal, pero impidiendo que
vuelva a entrar en el mismo (1, 2, 7). Sin embargo, el NP es una
consecuencia rara de la perforacidon gastrointestinal y puede darse
junto con aerofagia (4). En este caso, la aerofagia probablemente
fue debida al jadeo causado por dolor abdominal, conduciendo, por
ultimo, al NP. Ademas, el epiplon alrededor del sitio de la perforacion
puede haber actuado como una valvula, impidiendo que el aire vol-
viera a entrar al estdmago.

Se han descrito causas gastrointestinales, pulmonares y urolégicas
de NP en medicina humana. Previos estudios muestran que las cau-
sas gastrointestinales (27/36) fueron las mas comunes (6). Hasta la
fecha, se han descrito tres casos de NP en medicina veterinaria. De
ellos, un caso fue experimentalmente inducido en un perro, mien-
tras que los otros dos se reportaron en gatos debidos a perforaciéon
de estémago e duodeno (4, 5, 7).

Aunqgue el nUmero de casos es pequeno, este caso y los previos indi-
can que la perforacion gastrointestinal puede ser la causa primaria
del NP en medicina veterinaria, al igual que en humanos.

Hasta donde sabemos, no se han reportado casos de NP espontaneo
causado por perforacion gastrica en un perro. Aqui describimos un
caso de NP causado por perforacién gastrica en un perro.

La perforacién gastrica en perros estd provocada por diversas
causas incluyendo Ulceras gastricas, neoplasias, trauma abdo-
minal y causas iatrogénicas. Se produce en aproximadamente el
35-45% de los perros con enfermedad ulcerosa gastroduodenal
y neoplasias primarias (9-11). En este caso, no habia anteceden-
tes de traumatismo ni factores iatrogénicos, y la presencia de
perforacion alrededor de la masa gastrica sugiere el diagnéstico
de perforaciéon espontanea debida a carcinoma gastrico. Se sabe
que la perforacién espontanea causada por un tumor gastrico se
produce cuando la ulceracién y la necrosis tumoral se extienden
a las capas profundas de la pared gastrica, concretamente a la
subserosa (11). Aunque se ha descrito que la rotura de la pared
gastrica debida a una neoplasia gastrica se produce en humanos
en tasas que oscilan entre el 0,56 y el 3,9%, no se ha documen-
tado ninguna frecuencia de perforacién inducida por tumores en
perros.

El diagndstico de NP en humanos se basa en los signos clinicos
y los hallazgos radiograficos abdominales. Los signos clinicos de
NP incluyen distension abdominal timpanica, distrés respiratorio
y colapso hemodinamico, asociados con neumoperitoneo masivo.
En el presente caso, se observd distrés respiratorio y distension
abdominal timpanica. Ademas, los hallazgos radiograficos carac-
teristicos que se observan en humanos incluyen desplazamiento
craneal del diafragma, signo de sillin indicativo de desplazamiento



Imagenes transversales (A-C) de tomografia computarizada (TC)
multiplanar postcontraste del paciente con un algoritmo de tejido blando
(WL 45, WW 450) (A,C) y algoritmo pulmonar (WL -400, WW 1500) (B). Imagen
intraoperatoria (D) del perro. En el cardias se observa la masa gastrica (M) con
realce homogéneo de contraste. Se supone que el sitio de la perforacion es una
hendidura de atenuacion baja (punta de flecha) adyacente a la masa gastrica.
Observe la masa gdstrica (M) y el sitio de perforacién (flecha abierta) después de
la separacion de las adherencias omentales. Hay un gran volumen de gas libre
(asterisco) que desplaza el higado medialmente. Note que la estructura que se cree
que es el epipldn cubre el estémago y hay numerosos gases (flecha) entre ellos.
Muiltiples burbujas de gas (flecha discontinua) quedan atrapadas entre el peritoneo.
Las imagenes (A, B) estan en el mismo nivel pero en diferentes algoritmos.
Imdgenes de TC, mismos kv, mAS y espesor que en el documento. L: higado, M:
masa gastrica, Cr: craneal, Cd: caudal.

medial del higado, amontonamiento medial de visceras y el signo
de baldn de futbol indicativo de neumoperitoneo masivo, donde la
cavidad abdominal esta contorneada por gas, y el signo de Rigler
indica grandes cantidades de neumoperitoneo cuando el gas apa-
rece a ambos lados de la pared intestinal. Ademas, se identificé
una franja radiopaca en la radiografia abdominal. Este hallazgo
puede parecerse a los observados en humanos con un neumo-
peritoneo masivo, atribuidos a ligamentos peritoneales como el
ligamento falciforme o los ligamentos umbilicales (13). Sin em-
bargo, es importante senalar que, en este caso, las imagenes se
obtuvieron en decubito prono (decubito ventral), a diferencia de
los humanos que obtuvieron las imagenes en decubito supino (de-
cubito dorsal). Por lo tanto, existen diferencias anatémicas en la
identidad de la franja radiopaca, y se considera que esta asociada
a uno de los ligamentos peritoneales. Aunque no se ha podido de-
terminar con precision la naturaleza exacta de la franja radiopaca,
su similitud con las caracteristicas observadas en seres humanos
con neumoperitoneo masivo sugiere que podria ser util en el diag-
ndstico del NP (2, 3, 7).

En humanos, los hallazgos de NP en la TC incluyen compresion
de multiples asas intestinales por una cantidad masiva de gas,
centralizacién de érganos abdominales y compresion de la vena
cava inferior. En nuestro caso se observaron hallazgos similares,
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incluida la compresidn del intestino delgado y la centralizacion de
los 6rganos abdominales. Sin embargo, no se observd compresion
de la vena cava caudal; esto puede ser atribuible a la descompre-
sion de emergencia antes de la TC o a la posicion ventral durante
la toma de imagenes, que difiere de la posicion utilizada durante
la TC en humanos. Por lo tanto, los hallazgos de NP en la TC pue-
den ser similares entre perros y humanos, lo gue indica que los
criterios de diagnostico por TC utilizados en humanos pueden ser
aplicables a los perros.

En humanos, el NP causado por perforacién del tracto Gl requiere
laparotomia y drenaje intraperitoneal continuo (2-7), y la TC es una
herramienta diagnoéstica comun para detectar estas perforaciones
Gl. Las discontinuidades en la pared Gl, que suelen aparecer como
hendiduras de baja atenuacion en la TC, deben identificarse para
localizar con precision la perforacion. La frecuencia de deteccion
de estas discontinuidades suele ser inferior al 50% (14, 15). A pe-
sar de esta baja frecuencia, el valor predictivo del lugar de la per-
foracién es relativamente alto, oscilando entre el 82 y el 90%. Los
hallazgos indirectos como el engrosamiento de la pared intestinal,
el realce anormal de la pared, el absceso y las masas inflama-
torias localizadas cerca del lugar de la perforacién también son
Utiles para predecir el lugar de la perforacién (16). En este caso,
habia una zona alrededor de la masa gastrica que hacia sospechar
que se trataba de un foco de perforacion; sin embargo, debido a la
adherencia al epipldn, la presencia de ascitis y un estomago colap-
sado, fue dificil confirmar definitivamente el foco de perforacion
(14). A pesar de la dificultad para localizar con precision el lugar
de la perforacion en la TC, se pensd en una perforacién cerca de la
masa gastrica debido al engrosamiento focal de la pared (16, 17).
Desde esta perspectiva, la TC puede ayudar no soélo a determinar
la necesidad de laparotomia, sino también a planificar el procedi-
miento quirdrgico en pacientes con NP.

El diagndéstico de peritonitis séptica se basa en el aumento del
recuento de leucocitos, el aumento de los niveles de proteinas
totales y la concentracion de glucosa en el liquido peritoneal. En
este caso, observamos recuentos elevados de leucocitos (> 17 x
107 células/L; rango de referencia: 7 x 107 células/L), niveles ele-
vados de proteinas totales (3,6 g/dL; rango de referencia: 2,0 g/
dL) y niveles de glucosa en liquido peritoneal sistematicamente
inferiores a 55 mg/dL (sensibilidad 57%, especificidad 100%), con
una diferencia de mas de 20 mg/dL (sensibilidad 100%, especifi-
cidad 100%) en comparacion con el nivel de glucosa en sangre.
Esto confirma el diagndstico de peritonitis séptica (15, 18). Por lo
tanto, las alteraciones observadas en los analisis de sangre, inclui-
da la neutrofilia grave, la monocitosis, el aumento de la proteina C
reactiva y los niveles de dimero D, son indicios de una respuesta
inflamatoria grave.



Imégenes de tomografia computarizada (TC) poscontraste sagital (A),
dorsal (B,D) y transversal multiplanar (C) del paciente con un algoritmo de tejido
blando (WL 45, WW 450) (A,C,D) y algoritmo pulmonar (WL -400, WW 1500) (B). Note
que una gran cantidad de gas (asteriscos) comprime los érganos intraabdominales
en la direccion dependiente de la gravedad (flechas abiertas) y los desplaza
centralmente en el plano dorsal. Se observa derrame peritoneal difuso (#) y
signos de acumulacidn de grasa en toda la cavidad abdominal, siendo el signo
de acumulacion de grasa particularmente pronunciado alrededor del estémago
(flechas).

En conclusion, la NP es una complicacion rara pero potencialmen-
te mortal de la perforacion gastrica en perros. Las modalidades de
imagen, como la radiografia y la TC, son herramientas valiosas para
el diagnostico y la deteccidén de sus causas subyacentes. En este
caso, se detecto un neumoperitoneo masivo tanto en la radiografia
como en la TC, con hallazgos caracteristicos como gas delineando
la cavidad peritoneal, gas a ambos lados de la pared intestinal, des-
plazamiento craneal del diafragma y una franja radiopaca en las ra-
diografias abdominales. La TC también revelé compresion visceral
intraabdominal y centralizacién de los érganos abdominales. Ade-
mas, la TC fue especialmente Util para diagnosticar la causa subya-
cente del NP en el presente caso: perforacion gastrica causada por
un tumor gastrico.
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Las contribuciones originales presentadas en el estudio se inclu-
yen en el articulo/material suplementario, las consultas adicionales
pueden dirigirse al autor correspondiente.

No se requirid revision y aprobacién ética para el estudio con anima-
les porque el informe de caso es la descripcion de un caso clinico.
Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los pacientes/
participantes para la publicacion de este caso clinico.

MK: Conceptualizacion, Investigacion, Redaccion - borrador original,
Redaccion - revision y edicién. JJ: Visualizacion, Redaccion - revi-
sion y edicion. CC: Visualizacion, Redaccién - revision y edicion. KE:
Visualizacién, Redaccion - revision y edicion. JK: Conceptualizacion,
Visualizacién, Redaccion - revision y edicién, Redaccion - borrador
original.

Este trabajo fue apoyado por la Universidad de Konkuk en 2023.

Los autores declaran que la investigacién se llevo a cabo en ausen-
cia de cualquier relacion comercial o financiera que pudiera cons-
truirse como un potencial conflicto de intereses.

Todas las afirmaciones expresadas en este articulo son exclusiva-
mente las de los autores y no representan necesariamente las de
sus organizaciones afiliadas, o las del editor, los editores y los revi-
sores. El editor no garantiza ni respalda ningun producto que pueda
evaluarse en este articulo, ni ninguna afirmacion que pueda hacer
su fabricante.
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a doxorrubicina, un potente agente quimioterapéutico muy

utilizado en el tratamiento del cancer, muestra un compor-

tamiento farmacocinético complejo, especialmente en va-

rias formulaciones. Con una incidencia creciente de casos

de cancer en gatos, la comprension de la farmacocinética
del farmaco en sujetos felinos sigue siendo un area critica pero
inexplorada. Por lo tanto, en este estudio se investiga el perfil far-
macocinético de la doxorrubicina tras la administracion intraveno-
sa lenta de clorhidrato de doxorrubicina (DOX-HCl) o clorhidrato de
doxorrubicina (DOX-HCI-PLI) liposomal pegilada en doce gatos a una
dosis Unica de 20 mg/m?.

Las muestras de sangre recogidas en el momento del pretratamien-
to (Oh) y a lo largo de 192h se analizaron mediante cromatografia
liquida de ultrarendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS/
MS). Los pardmetros farmacocinéticos obtenidos de doxorrubici-
na revelaron diferencias significativas entre las dos formulacio-
nes y fueron los siguientes: semivida de eliminacién (T1/2Az) de
5,00+£3,20h (DOX-HCl) y 17,62+8. 13h (DOX-HCI-PLI), area bajo la cur-
va concentracion/tiempo de 0 al Ultimo punto (AUC_ ) de 0,67+0,12
pughr./mL (DOX-HCl) y 783,09+£267,29 ughr./mL (DOX-HCI-PLI), y
aclaramiento corporal total (CL ) de 27098,58+5205,19 mL/h/m?
(DOX-HCl) y 28,65+11,09 mL/h/m? (DOX-HCI-PLI). Ademas, también
se detectaron diferencias en el volumen aparente de distribucién
(Vz ) con 178,56+71,89 L/m? (DOX-HCl) y 0,64+0,20 L/m? (DOX-
HCL-PLI), y la concentracién plasmatica maxima (C__ ) con 2,25+0,30
pug/mL (DOX-HCl) y 24,02+5,45 pg/mL (DOX-HCI-PLI). En particular,
se detectd una baja concentracion de doxorrubicinol, el metabo-
lito de la doxorrubicina, en plasma después de la administracion
de DOX-HCl, y una concentracion aun menor cuando se administré
DOX-HCI-PLI. Esta investigacidn proporciona valiosa informacion so-
bre los distintos comportamientos farmacocinéticos del DOX-HCl y
el DOX-HCI-PLI en los gatos. DOX-HCI-PLI en gatos, aportando una
base esencial para futuros estudios y posibles aplicaciones clinicas
en oncologia felina.

La doxorrubicina, ampliamente usada en el tratamiento del can-
cer de mama y de ovario, es una antibiotico de tipo antraciclina,
antitumoral, de amplio espectro que inhibe la sintesis de ADN,
ARN vy proteinas en las células en varios ciclos de crecimiento
(1,2). Actualmetne, hay dos formulaciones de doxorrubicina au-
torizadas para el uso clinico en humanos, clorhidrato de doxo-
rrubicina y clorhidrato de doxorrubicina liposomal (3). Aunque
la doxorrubicina presenta una eficacia antitumoral significativa,
los estudios clinicos indican muchos efectos adversos (4-6). Por
ejemplo, las investigaciones han demostrado que la doxorrubici-
na y su metabolito, el doxorrubicinol, cuando se combinan pro-
vocan fuertes efectos secundarios toxicos en humanos y otras
especies (7, 8). Las investigaciones sobre una forma liposomal
de doxorrubicina han revelado su capacidad para alterar el perfil
farmacocinético del farmaco in vivo, mejorando en consecuencia
su eficacia antitumoral (9-13).
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El carcinoma mamario felino sigue siendo uno de los mas comunes
tumores en gatos, mostrando una alta malignidad y ratio de me-
tastasis, mostrando caracteristicas clinico-patoldgicas, epidemio-
légicas e histoldgicas, y una clasificacion molecular similar a las
encontradas en el cancer humano (14-16). En los recientes anos,
varios estudios han descrito la eficacia de la doxorrubicina en el
tratamiento de una variedad de tumores felinos (17-20). De forma
mas especifica, un articulo detallé el uso de cirugia citorreductora
y guimioterapia adyuvante con doxorrubicina en el tratamiento del
hemangiosarcoma mesentérico, lo que resultd en una supervivencia
prolongada en el gato (18). Sin embargo, en otros informes se ha ex-
presado preocupacion sobre la importante toxicidad del farmaco en
gatos, que provoca lesion renal, mielosupresion, anorexia y pérdida
de peso (21). Se necesita un conocimiento profundo para revelar op-
ciones terapéuticas destinadas a mejorar el resultado clinico en el
gato. Dichos estudios estan limitados por la falta de lineas celulares
felinas disponibles para ensayos de citotoxicidad (22). Ademas, al
comparar las dos formulaciones de doxorrubicina, las propiedades
fisicas del liposoma desempenan un papel importante en la alte-
racion de la farmacocinética del farmaco, un factor estrechamente
relacionado tanto con la eficacia como con las reacciones adversas
(23). A pesar de esto, sélo unos pocos estudios han caracterizado el
perfil farmacocinético de la doxorrubicina en gatos. La evaluacion
del perfil farmacocinético de la doxorrubicina y el doxorrubicinol en
las especies de destino constituye un paso crucial para compren-
der la eficacia y gestionar los posibles efectos adversos en futuros
tratamientos clinicos. Por lo tanto, el objetivo principal del presente
estudio fue caracterizar la farmacocinética de la doxorrubicina 'y su
metabolito, doxorrubicinol, de dos formulaciones distintas de doxo-
rrubicina en gatos.

El producto estandar de clorhidrato de doxorrubicina (pureza =
98,0%), el producto estandar de doxorrubicinol (pureza = 96,4%) y el
producto estdndar de clorhidrato de daunorrubicina (estandar inter-
no, pureza = 98,8%) fueron proporcionados por TLC Pharmaceutical
Standers. El clorhidrato de doxorrubicina para inyeccién (DOX-H-
Cl, 10 mg) se obtuvo de ShanXi Pude Pharmaceutical Co., Ltd., y la
inyeccién de liposomas pegilados de clorhidrato de doxorrubicina
(DOX-HCI-PLI, 20 mg:10 ml) fue suministrada por CSPC Pharmaceu-
tical Group Ouyi. Pharmaceutical Co., Ltd. Todos los demas produc-
tos quimicos y reactivos utilizados fueron de calidad cromatografica
y se obtuvieron de proveedores comerciales (Fisher Scientific).

En este estudio se utilizaron doce gatos pastorales chinos domes-
ticados (seis hembras y seis machos; 3-3,6 kg; rango de edad de
2-3 anos) obtenidos del Centro de Animales Experimentales de la
Universidad Agricola de China. Antes del estudio se verifico que los
gatos estuvieran sanos basandose en el examen fisico. Todos los



procedimientos fueron revisados y aprobados por Comité Institu-
cional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Agricola de
China (NO.13303-21-E-001).

El experimento preestablecido se llevo a cabo en un diseno de dosis
Unica y dosis paralelas. Doce gatos fueron asignados aleatoriamen-
te a dos grupos de tratamiento del mismo tamano. El grupo | recibio
DOX-HCl a una dosis de 20 mg/m? de superficie corporal, mientras
que el grupo Il recibi6 DOX-HCI-PLI a la misma dosis. De manera
similar a la practica clinica, ambas formulaciones se administra-
ron mediante infusién intravenosa (i.v.) lenta (administrada durante
10 minutos) después de la dilucién con NaCl al 0,9 %, manteniendo
una velocidad de inyeccion de aproximadamente 10 ylL/s. Los gatos
ayunaron durante 16 h antes y 8 h después de la administracién del
farmaco. Se pesoé a cada gato inmediatamente antes de la adminis-
tracion del farmaco el primer dia de tratamiento.

Se recogieron muestras de sangre de 0,5 ml en tubos heparinizados
a través de las venas de las extremidades anteriores en 0 (pretra-
tamiento) y 0,033, 0,083,0,167, 0,25,0,5,0,75, 1, 1,5, 3, 6, 12, 24, 48,
72, 96.120, 144, 168 y 192 h después de iniciar la administracion.
Posteriormente, las muestras de sangre se centrifugaron durante
10 minutos a 4000 rpm y las muestras de plasma se almacenaron
a -20 °C hasta su analisis.

Las concentraciones plasmaticas de doxorrubicina y doxorrubicinol
se analizaron utilizando un método validado de cromatografia liqui-
da de ultra rendimiento-espectrometria de masas (UPLC-MS/MS),
como se indicé anteriormente (7, 24). El limite inferior de cuantifi-
cacion (LLOQ) de doxorrubicina y doxorrubicinol en plasma fue de
10 ng/mly 2 ng/ml, respectivamente. Tanto los coeficientes de va-
riacion inter como intraensayo se mantuvieron por debajo del 15%.
Las recuperaciones medias de doxorrubicina oscilaron entre -14,51
y 10,00 %, mientras que las de doxorrubicinol oscilaron entre -14,00
y 10,63 %. Las curvas de calibracion de doxorrubicina y doxorru-
bicinol mostraron una linealidad satisfactoria dentro del rango de
concentracién de 10 a 2000 ng/ml (r2 > 0,99) y de 2 a 400 ng/ml (r2
> 0,99), respectivamente.

Los parametros farmacocinéticos se determinaron a partir del mo-
delo de andlisis no compartimental 200-202 (método de interpola-
cién lineal, trapezoidal lineal, ponderacién uniforme) en el software
WinNonlin™ (WinNonlin 8.3, Certara Estados Unidos). Para evaluar
diferencias significativas, se empled una prueba T mediante SPSS
Statistics 20.0 (International Business Machines, Armonk, NY, Esta-
dos Unidos) entre los grupos de estudio después de una transfor-
macion logaritmica en la vida media de eliminacion (T, . ), area bajo
la curva de concentracion/tiempo desde 0 hasta el ultimo punto
(AUC__). aclaramiento corporal total (CL ), volumen de distribucion
aparente (Vz )y concentracion plasmatica maxima (C__ ). Se con-
sideraron diferencias estadisticamente significativas para valores
de p (p) inferiores a 0,01 y todos los datos se expresan como media
+ desviacién estandar (DE).
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Las curvas de concentracion plasmatica/tiempo de doxorrubicina
para los grupos DOX-HCl y DOX-HCI-PLI se muestran en la Figura 1.

Ademas, la curva de doxorrubicinol se presenta para el grupo DOX-H-
Cl, mientras que la curva para el grupo DOX-HCI-PLI no se muestra
debido a los limitados puntos de tiempo medidos después de la ad-
ministracién. Los resultados demostraron que el perfil farmacoci-
nético de la doxorrubicina después de la administracién de las dos
formulaciones fue significativamente diferente.

Los parametros farmacocinéticos para las dos formulaciones de
doxorrubicina se presentan en la Tabla 1. Los resultados mostra-
ron diferencias significativas entre los dos grupos, DOX-HCl y DOX-H-
Cl-PLl, enlosvalores T,  AUC_.CL .Vz _ syC__(p<0,01).Dada
la baja concentracion del metabolito doxorrubicinol y el numero li-
mitado de puntos temporales medidos, no se pudieron obtener con
precision los parametros farmacocinéticos del doxorrubicinol ba-
sandose en la dosis actual de doxorrubicina. No se observaron efec-

tos adversos en ningun gato.
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Curvas de concentracidn plasmatica/tiempo de doxorrubicina y
doxorrubicinol en gatos (n = é) tras una inyeccion i.v. lenta de una dosis tnica (20
mg/m2) de DOX-HCl o DOX-HCI-PLI, respectivamente. Se muestra en primer plano
las primeras 12 h tras la administracion del farmaco.
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Parametros farmacocinéticos plasmaticos (media aritmética+DE) tras
la administracion en infusidn i.v. de una dosis tnica (20 mg/m2) de las dos
formulaciones de doxorrubicina a gatos (n = 6), DOX-HCl y DOX-HCI-PLI.

Parameters DOX-HCL (n = 6) DOX-HCL-PLI (n = 6)
A (1/h) 0.17+0.07 0.05+0.03

T, ., (hr) 5.00+3.20** 17.62+8.13*
MRT__, (hr) 0.83+0.36 32.72+6.17
T (hr) 0.14%0.04 0.29+0.10
AUC ¢ o (bg-hr/mL) 0.76+0.15 785.83+270.56
AUC_, (ug-hr./ mL) 0.67+0.12* 783.09+267.29*
CL . (ML/h/m?) 27098.58+5205.19* 28.65+11.09*
vz (L/m?) 178.56+71.89** 0.64+0.20*

C... (ug/ mL) 2.25+0.30* 24.0245.45*

max

Los parametros farmacocinéticos se calcularon utilizando el modelo de analisis

no compartimental 200-202 en el software Winnonlin ™ (WinNonlin 8. 3, Certara
USA); Az, la constante de velocidad de eliminacidn; T1/2\z, semivida de eliminacion;
MRTlast, tiempo medio de residencia; Tmax, tiempo para alcanzar la concentracion
mdxima (pico) observada en estado estacionario; AUC, . . drea bajo la curva
concentracion/tiempo de 0 a infinito; AUClast, drea bajo la curva concentracién
versus tiempo de 0 al dltimo punto; CL , , aclaramiento corporal total; Vz

el volumen aparente de distribucion; C__, concentracion plasmdtica maxima.
**Diferencias significativas (p < 0,01), grupo DOX-HCl comparado con el grupo DOX-
HCI-PLI.

La doxorrubicina ha demostrado una eficacia terapéutica significa-
tiva en muchos tipos de cancer, y se considera uno de los farmacos
guimioterapéuticos aprobados mas potentes. Los estudios farma-
cocinéticos anteriores se centraron principalmente en humanos
y otras especies (25); sin embargo, en los ultimos anos se ha ob-
servado una tendencia al alza en los casos clinicos de tumores en
gatos (18, 21). Asi pues, en nuestro estudio hemos investigado la
farmacocinética de dos formulaciones de doxorrubicina midiendo
las concentraciones plasmaticas de doxorrubicina y su metabolito, PEQUENDOS A(l;l)lg/lvﬁdL-EISDN
el doxorrubicinol, en gatos.

En consonancia con otros hallazgos, nuestros resultados detectaron
doxorrubicina y doxorrubicinol en muestras de plasma, con el far-
maco principal predominantemente presente en el plasma tras la

Farmacocinética comparativa
de doxorrubicina libre y una
o " formulacion liposomal en
administracion (26). gatos tras administracion

intravenosa

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas en los
perfiles farmacocinéticos de la doxorrubicina y el doxorrubixi- Discusidn
nol entre las formulaciones DOX-HCly DOX-HCI-PLI. Estos resul-
tados coinciden con los de A. Gabixon et al., en cuyo estudio de
la formulacién liposomal de doxorrubicina se observé un mayor
tiempo de circulacién en plasma y un menor volumen aparente
de distribucidn tras la administracion i.v. en comparacién con
la doxorrubicina convencional (27). Ademas, en nuestro estu-
dio se vié una semivida de eliminacion mas larga tras la admi-
nistracion de DOX-HCI-PLI en comparacion con el grupo DOX-
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HCLl. Cabe senalar que el mismo rasgo también se observé en
otras especies, como lo demuestra la semivida de eliminacion
de 27+5 h tras la administracion de doxorrubicina liposomal en
perros (28). La presencia de moléculas de polietilenglicol (PEG)
en la superficie de la doxorrubicina liposomal contribuye a pro-
longar sus tiempos de circulacion in vivo, que superan las 18 h
en ratones y las 50 h en humanos (29). La diferencia aparente
en el tiempo de circulacion entre las dos formulaciones se atri-
buye probablemente a la capa de PEG que reduce su interac-
cion con el sistema fagocitico mononuclear (MPS), ayudando asi
a evitar la eliminacién en el higado (30). Ademas, el volumen
de distribucion del grupo DOX-HCI-PLI fue significativamen-
te menor en comparacion con el grupo DOX-HCL, lo que indi-
ca que la formulacién liposomal esta confinada principalmente
dentro del compartimento intravascular (2). Ademas, el AUC__
(0,67+0,12 pyg-hr./mL) del DOX-HCLI fue inferior al del DOX-HCl-
PLI (783,09£267,29 ug-hr./mL) en gatos.

Estos resultados sugieren que el DOX-HCI-PLI aumenta poten-
cialmente la biodisponibilidad y mejora su potencial de efecto
antitumoral. En un estudio de A. Rahmab y otros, se explord la
farmacocinética comparativa de la doxorrubicina libre y la doxo-
rrubicina atrapada en liposomas de cardiolipina en ratas admi-
nistradas a una dosis i.v. de 6 mg/kg. La concentracidon plasma-
tica maxima de doxorrubicina libre a los 5 min fue de 1,7 ug/
mL, mientras que la formulacién de liposomas de cardiolipina
produjo una concentracién plasmatica maxima de doxorrubicina
a los b minde 20,9 ug/mL. EL AUC para la doxorrubicina libre y la
doxorrubicina liposomal fue de 1,95 yg-hora/mL y 81,4 ug-hora/
mL, respectivamente (31). Del mismo modo, en ratones, el AUC_,
(72,98+15,79 ug-hora/mL) del DOX-HCI fue inferior al del DOX-
HCLI-PLI (499,61+72,35-ug-hora/mL) (32).

Estos hallazgos sugieren que el DOX-HCI presenta un mayor volu-
men de distribucién, un aclaramiento mas rapido y una semivida
mas corta en comparacion con el DOX-HCI-PLI.

No obstante, nuestro estudio pudo detectar que la concentracion
de doxorrubicinol era baja inmediatamente después de la admi-
nistracion de DOX-HCL, y que era aun menor cuando se adminis-
traba DOX-HCI-PLI. Estas observaciones concuerdan con hallaz-
gos anteriores (29, 33) e indican una conversion notablemente
reducida de doxorrubicina a doxorrubicinol cuando la doxorrubi-
cina se administra en su forma liposomal. Los datos del presente
estudio podrian servir como prueba cientifica que contribuya a
explicar la sustancial reduccion de la cardiotoxicidad asociada a
la doxorrubicina liposomal.

En conclusion, este estudio representa una investigacion inicial para
comprender la farmacocinética de dos formulaciones distintas de
doxorrubicina en gatos. Aunque preliminares, los hallazgos ofrecen
conocimientos fundamentales que podrian resultar cruciales para
la administracién practicay clinica de la doxorrubicina, en particular
en el tratamiento del cancer en sujetos felinos.
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Fotografia 1. Disparo con un microscopio electrénico criogénico, un farmaco contra
el cancer (doxorrubicina).
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Otra informacion

A

Las contribuciones originales presentadas en el estudio se inclu-
yen en el articulo/material suplementario, las consultas adicionales
pueden dirigirse a los autores correspondientes.

El estudio con animales fue aprobado por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Agricola de
China (N° 13303-21-E-001). El estudio se realizé de acuerdo con la
legislacion local y los requisitos institucionales.

YL: Redaccidon - borrador original, Analisis formal, Validacién, Re-
daccién - revision y edicion. SC: Redaccion - revision y edicion, Anali-
sis formal, Validacion. ZW: Redaccion - revision y edicion, Validacion.
JM: Redaccidn - revisién y edicidon, Recopilacién de datos, Validacién.
YY: Redaccion - revision y edicion, Validacion. YZ: Redaccion: revision
y edicién, validacion. JW: Redaccion - revision y edicion. XC: Redac-
cion - revision y edicion.

Los autores declaran que no han recibido apoyo financiero para la
investigacion, autoria y/o publicacion de este articulo.

Queremos agradecer a Xiaohui Gong, Pan Sun y Jing Li su ayuda en
la determinacién analitica del farmaco y en el pedido de consumi-
bles experimentales.

Los autores declaran que la investigacién se llevo a cabo en ausen-
cia de cualquier relacién comercial o financiera que podria interpre-
tarse como un posible conflicto de intereses.

Todas las afirmaciones expresadas en este articulo son exclusiva-
mente las de los autores y no representan necesariamente las de
sus organizaciones afiliadas, o las del editor, los editores y los revi-
sores. El editor no garantiza ni respalda ningun producto que pueda
evaluarse en este articulo, ni ninguna afirmacion que pueda hacer
su fabricante.
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