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Biomarcadores de dano y remodelacion cardiaca,
inflamacion y estrés oxidativo en perros con
cardiopatias. Parte Il
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Dogs with Cardiac Diseases. Part Il
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Resumen

El objetivo de esta revision es resumir la evidencia actual sobre el uso de biomarcadores cardiacos circulantes en pacientes
con enfermedades cardiacas, identificando cuales de los mas utilizados en medicina humana se han investigado en perros.
Asimismo, se analizardn los biomarcadores existentes, clasificados en los siguientes grupos: dano de cardiomiocitos,
estrés de cardiomiocitos, remodelado de la matriz extracelular, inflamacion y estrés oxidativo, activacion neurohormonal
y disfuncion endotelial. Nos centramos en las ventajas y desventajas del uso de biomarcadores en el diagnéstico, el
prondstico y la monitorizacion de la terapia de los pacientes con cardiopatias. Ademas, incluimos las direcciones futuras
para mejorar la capacidad predictiva y la reproducibilidad de multiples modelos de biomarcadores con el fin de avanzar en
las nuevas evaluaciones relacionadas con la genémica, transcriptomica, proteémica y metabolémica de las enfermedades
cardiacas.

Palabras clave: biomarcadores cardiacos, fibrosis miocardica, insuficiencia cardiaca, dafio miocardico, perros.
Keywords: cardiac biomarkers, myocardial fibrosis, heart failure, myocardial damage, dogs.
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Abreviaturas incluidas en el articulo

ANP, péptido atrial natriurético; BNP, péptido cerebral natriurético; CAP, conducto arterioso persistente; C-NPR, receptor del péptido
natriurético carboxilo-terminal; CMD, cardiomiopatia dilatada; CMH, cardiomiopatia hipertrofica; CT-proANP, carboxilo-terminal propéptido
atrial natriurético; CT-proBNP, carboxilo-terminal propéptido atrial natriurético; cTn, troponinas; cTnl, troponina sérica inhibitoria; cTnC,
troponina dependiente del calcio; cTnT, tropomiosina; DSA, defecto de septo interatrial; DSV, defecto de septo interventricular; EMDC,
enfermedad mitral degenerativa cronica; ESA, estenosis subadrtica; ET-1, endotelina-1; EP, estenosis pulmonar; Gal-3, galectina-3; Hp,
haptoglobina; ICC, insuficiencia cardiaca congestiva; IL, interleuquina; MMP, metaloproteinasas de la matriz extracelular; NT-proANP, amino-
terminal propéptido atrial natriurético; NT-proBNP, amino-terminal propéptido cerebral natriurético; RAAS, sistema renina-angiotensina-
aldosterona; SAA, amiloide A sérica; sST2, porcion soluble del factor supresor de tumorognesis de tipo 2; TNF, factor de necrosis tumoral;
PICP, propéptido carboxi-terminal del procoléageno de tipo I; PIIIP, propéptido amino-terminal del procoléageno de tipo lII.

Biomarcadores de estrés de

cardiomiocitos

Sea por causa congénita o adquirida, la evolucion de
las afecciones cardiovasculares ocasiona modificacio-
nes cardfacas y sistémicas debidas a la activacién de
mecanismos compensatorios que resulta en el denomi-
nado sindrome de ICC.% Los mecanismos compensa-
torios, tales como la activacion del sistema renina-an-
giotensina-aldosterona (RAAS) y del sistema nervioso
simpadtico,®% ocasionan un estrés hemodindmico que
conduce al remodelado cardiaco, es decir, alteraciones
en la forma, las dimensiones, la estructura y la fun-
cionalidad cardfacas.®® Este proceso de remodelado
cardiaco®® va en detrimento de la funcionalidad car-
dfaca, ya que acelera la apoptosis celular y activa la
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aparicién de sustancias vasoactivas,® induciendo un
estado inflamatorio que deteriora progresivamente la
funcionalidad, tanto cardiaca como de otros sistemas
orgénicos.* El resultado de este estrés hemodindmico,
tanto local como sistémico, conlleva la produccién de
biomarcadores circulantes tales como los péptidos na-
triuréticos y el factor de tumorogénesis de tipo 2 con
valor diagndstico y prondstico.®

Péptidos natriuréticos

Los péptidos natriuréticos incluyen varios tipos
de hormonas muy utilizadas para el diagnéstico,
el prondstico y la monitorizaciéon en distintas
cardiopatfas.”>?45 Los dos clinicamente relevantes
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son el ANP (atrial natriuretic peptide) y BNP (brain
natriuretic peptide), los cuales se almacenan como pre-
prohormonas y son convertidos a prohormonas una vez
liberados; asimismo, comparten un aminodcido central
y difieren en su grupo terminal (C-carboxilo o N-amina),
de ahi su nomenclatura (p. ej., NT-proBNP).?

El BNP se produce por los miocitos atriales y ven-
triculares, y su sintesis y liberacién aumentan en res-
puesta al estrés parietal por sobrecarga de volumen,”
de presiéon”™ o por isquemia.” E1 ANP se almacena en
granulos en los cardiomiocitos atriales, fundamental-
mente, y es liberado en respuesta al estiramiento mio-
cardico.”” La secrecién de ambos puede ser también
estimulada por el RAAS, las endotelinas y las cateco-
laminas.””* Se encargan de contrarrestar la accién del
RAAS mediante inhibicién directa de la renina y la al-
dosterona, lo que promueve la diuresis y la natriuresis
y reduce, asi, la volemia y la presién arterial.?® El acla-
ramiento de estos péptidos depende de la degradacién
lisosomal por las endopeptidasas mediante su unién al
receptor C-NPR y son, posteriormente, excretados por
el higado y el rifién.>>7

Aquellos péptidos unidos al grupo carboxilo-termi-
nal (CT-proANP, CT-proBNP) solo permanecen unos
pocos minutos en la circulacién, mientras que la vida
media de los unidos al grupo amino es mayor.*”* Por
esta razén, los primeros no son ttiles en la préctica cli-
nica. Ademds, la vida media de las prohormonas de
ANP de cualquier grupo terminal es menor que la
del BNP debido a su mayor afinidad por el receptor
C-NPR.20%

Aun asf, con la finalidad de dejar constancia de la
evidencia disponible en perros, los autores refieren a
continuacioén los principales resultados observados en
las publicaciones referentes a los ANP en dicha especie.

Dado que la homologia del CT-ANP entre perros,
gatos y humanos es alta,® los estudios realizados hace
mads de dos décadas utilizaron las pruebas disponibles
en humanos para determinar los niveles de este bio-
marcador en el perro, con éxito.”” No obstante, dado
que la prueba no esta facilmente disponible y que los
estudios limitados en veterinaria con este biomarcador
han resultado con frecuencia contradictorios, no se re-
comienda de forma rutinaria la medicién de CT-ANP
en pequefios animales.®

Por otro lado, varios estudios realizados en perros
con pruebas para la determinacién de NT-proANP han
demostrado su capacidad tanto para diferenciar entre
causas cardfacas y respiratorias de distrés respiratorio,
como para documentar la progresién de la enfermedad
en perros con EMDC.”>7¢

El estudio realizado por Haggstrom y cols.” determi-
né que los niveles de NT-proANP eran mds sensibles
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que los de NT-proBNP para discriminar perros asinto-
maticos con cardiomegalia por EMDC de perros sinto-
maticos por ICC. Sin embargo, la técnica de andlisis fue
desarrollada y validada en el propio laboratorio del
Departamento de Fisiologfa en la Universidad de Sue-
cia y, en ese momento, tampoco se habian desarrollado
en la préctica clinica los test disponibles en la actuali-
dad para la determinacién de BNP o sus proformas.

Otro estudio mads reciente,” realizado prospectiva-
mente con perros en varias fases de EMDC, emple6
un andlisis comercial validado y especificamente di-
sefiado para la especie canina (VETSIGN Canine Car-
dioSCREEN pro-ANP 31-67; Guildhay Ltd. Biomedica,
Viena, Austria) con el que se determiné que valores de
corte de NT-proANP >1587 fmol/ml podrian distin-
guir perros con ICC por EMDC con un 83 % de sensibi-
lidad y un 86 % de especificidad. Esta investigacion de-
claré, ademds, que existen diferencias entre sexo para
los niveles de este biomarcador, con valores medios de
1036 fmol/ml en machos y 836 fmol/ml en hembras.

En cuanto a la habilidad diagnéstica, Tarnow y cols.”
evidenciaron que las determinaciones de las concen-
traciones plasmaticas de NT-proANP pueden docu-
mentar la progresion de la enfermedad y la severidad
de la insuficiencia mitral en un estudio realizado con
perros a lo largo de 5 afios, en linea con lo reportado
mds tarde por Eriksson y cols.”® Este dltimo puso de
manifiesto que valores de corte >1000 pmol/l pueden
ser empleados en la estratificacion del riesgo de desa-
rrollo de ICC en un tiempo medio de 11 meses (ran-
go 5,6-12,6 meses) en comparacién con aquellos con
valores <1000 pmol/1 (media de 54 meses; p <0,001)
para pacientes caninos con EMDC. Sin embargo, en
este estudio se reclutaron tinicamente perros cavalier
king charles spaniel, lo que limita extrapolar los resul-
tados al resto de la poblacién canina.

Dicho esto, aunque la vida media del NT-proBNP
no haya sido reportada en perros, basandose en datos
de medicina humana se considera el biomarcador de
estrés de cardiomiocitos mds estable de todos y, por
tanto, el mas utilizado,” por lo que serd descrito en pro-
fundidad en esta revision.

A temperatura ambiente (25 °C), el NT-proBNP ca-
nino tiene una estabilidad de retencién de sus concen-
traciones iniciales del 90 % y del 76 % a las 48 horas
en plasma y en suero, respectivamente,” mientras que
otros investigadores® reportaron una estabilidad muy
diferente (29 % de retencion de las concentraciones ba-
sales) a las 48 horas. Estos indicaron que aproximada-
mente el 80 % de las muestras en suero tenian concen-
traciones del biomarcador muy diferentes tras su al-
macenamiento, lo cual tiene un impacto relevante en la
interpretacion clinica de los resultados.* En humanos,
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la estabilidad de las muestras a la misma temperatu-
ra es también variable, con una retencién del 92 % en
plasma y tan solo un 10 % en suero a las 72 horas de
la obtencion de la muestra.”

En cuanto a las pruebas disponibles para su determi-
nacién, existe un ensayo de primera generacion que re-
quiere obtener la muestra en un tubo con inhibidor de
las proteasas o bien congelar la muestra, por lo que sus
dificultades de manejo no facilitan su aplicacién clini-
ca.’ Existe, sin embargo, un test de segunda generacién
[Canine and Feline Cardiopet® proBNP Assay IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook (ME)] cuya muestra pue-
de almacenarse en EDTA a temperatura ambiente con
un limite de deteccién superior de 10 000 pmol /1.

Recientemente, se ha desarrollado y validado un
test rdpido cuantitativo con mayor precisién que el
anterior (Vcheck Canine NT-proBNP Test Kit, Bionote
URIKA, LLC, Mukilteo, WA, EE. UU.)* disponible en
Espafia, que requiere de la obtencién de suero o plas-
ma tras centrifugaciéon inmediata de la muestra san-
guineay determinacién de NT-proBNP en las primeras
2 horas.®! Esta prueba ofrece resultados en 15 minutos,
tiene un valor minimo de deteccién de 650 pmol/ly,
ademds, mejora la habilidad diagnédstica por rangos
de edad, con valores de corte de 750 pmol/1 en perros
menores de 8 afios y valores de 1280 pmol/1 en aque-
llos mayores de 8 afios para considerar causa cardiaca
subyacente. La aplicacién clinica incluye:

- Diferenciar causas cardfacas de respiratorias en pa-

cientes disnecos (valores >1800 pmol/1).

- Monitorizacién de perros con EMDC y diferencia-
cién entre aquellos con o sin ICC (zona gris 900-
1800 pmol/1).

- Detecciéon de CMD en fase oculta en el déberman,
con valores de corte >735 pmol /1.

En cualquier caso, la interpretacién de sus resulta-
dos debe realizarse teniendo en cuenta la variabilidad
individual y temporal dentro de un mismo indivi-
duo.512818 En efecto, se han documentado concentra-
ciones més altas en perros de raza labrador, terranova
y galgo, mientras que los teckel tienen las mds bajas.*
Otros factores que pueden afectar a las mediciones de
NT-proBNP son la enfermedad renal®* y la hiper-
tensién pulmonar,”” donde pueden verse falsamente
elevadas debido a un fallo excretor o a hipertensién
pulmonar precapilar por enfermedad respiratoria, res-
pectivamente.

En pacientes humanos, la European Society of Cardiology
(ESC)* recoge valores de corte de NT-proBNP
de 125 pg/ml y 300 pg/ml en cardiopatias crénicas
y agudas, respectivamente, como referencias para
discriminar pacientes con disnea por causa cardfaca de
otras causas. Otro estudio® propone valores especificos
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para la edad, donde niveles >450 pg/ml en personas
de menos de 50 afios, >900 pg/ml para aquellas entre
50-75 afios y >1800 pg/ml en mayores de 75 afios son
diagnésticos de ICC.

En perros con EMDC observar un cambio del 70,8 %
en un perro sano y un 58,2 % en perros con diagnéstico
previo de EMDC en fase preclinica con respecto al va-
lor basal debe considerarse significativo para eviden-
ciar progresién de la enfermedad.®® Por ello, la reco-
mendacién clinica de los autores respecto a la utilidad
del NT-proBNP en la estratificacién del riesgo de ICC
por EMDC se basa en la obtencién de un valor basal
para el paciente y monitorizar la tendencia.

Hasta la publicacién del articulo mencionado ante-
riormente, diversos estudios ya habian demostrado la
utilidad clinica del NT-proBNP en el diagndstico de la
ICC en perros presentados con motivo de distrés respi-
ratorio. Empleando la prueba de primera generacion,
se puede determinar que la causa de los signos clinicos
es cardiaca cuando el paciente presenta:

-~ Valores superiores a 1158 pmol/1¥ en perros con
EMDC. En este estudio realizado en Norteaméri-
ca se enviaron al laboratorio las muestras de suero
separado a 4 °C. Dado que en la mayoria de estu-
dios consultados las muestras fueron conservadas
en congelacién (tericamente para obtener valores
mds precisos del biomarcador transcurridas mds
de 48 horas desde su obtencién), este aspecto po-
drfa considerarse una incidencia o limitacién me-
todolégica. Esta incidencia en el transporte de las
mismas podria justificar la obtencién de un valor
de corte inferior al de otros estudios.”*!

- Valores superiores a 1400 pmol/1® en perros con
distintas cardiopatias (EMDC, CMD, conducto
arterioso persistente) e incluso arritmias (fibrila-
cién atrial) en perros de Norteamérica. En este
estudio, las muestras fueron congeladas a -20 °C
sugiriendo una mejor conservacién de estas, de
acuerdo con los resultados obtenidos por otros in-
vestigadores.” Ademads, inicialmente las determi-
naciones se realizaron en suero y posteriormente
en plasma, realizando el andlisis estadistico de
todas en su conjunto para permitir la obtencién
de resultados significativos respecto al grupo
control, dado que la poblacién en estudio fue pe-
quefa (n = 46)." Esta decisién se tomé también
porque en gatos, la determinacién de NT-proBNP
debe ser realizada en plasma,”y, con el fin de evi-
tar confusién en la institucién donde se realiz6 el
estudio, la recolecciéon de las muestras se conti-
nué siguiendo esta declaracion.”

- Valores superiores a 1725 pmol/1*! en suero con-
servado a -20 °C determinados en una mayor po-
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blacién (119 perros) con EMDC y CMD en Norte-
américa, correlacionando ademads los niveles de
este biomarcador con la frecuencia cardiaca, res-
piratoria y dimensiones de cdmaras cardiacas en
ecocardiograffa. En este estudio, valores de corte
>445 pmol/] podrian utilizarse para discriminar
perros con cardiopatias de los controles, con una
sensibilidad del 83,2 % y una especificidad del
90,0 %.

- Valores superiores a 210 pmol/1 % incluyendo tan-
to pacientes con cardiopatias compensadas y des-
compensadas (EMDC, CMD) como con enferme-
dades respiratorias. Esta investigacién no encontré
influencia de edad ni de sexo sobre los niveles cir-
culantes de NT-proBNP entre grupos.” La pobla-
cién incluida en este caso fueron perros de Europa.
En este estudio, la variabilidad en el manejo de las
muestras pudo dar lugar a la disparidad de resul-
tados respecto a los estudios previos,”*! puesto
que algunas de ellas fueron enviadas congeladas
al laboratorio (sin especificar la temperatura) y
otras no.”

En otro estudio realizado por Fox y cols.” en el que
se empled una prueba de segunda generacion, se obtu-
vieron resultados >2447 pmol/l con una sensibilidad
del 81,1 % y una especificidad del 73,1 % para conside-
rar la causa cardiaca.”® En este caso, las determinacio-
nes fueron realizadas con plasma, que ha demostrado
una mayor capacidad de recuperacién del biomarca-
dor respecto al suero.”**

Paralos clinicos que trabajan actualmente remitiendo
las muestras al laboratorio de referencia IDEXX, valo-
res >1800 pmol/1 deben interpretarse como indicativos
de ICC en un perro con signos compatibles, mientras
que valores <900 pmol/11a hacen muy poco probable.®
Una limitacién en la aplicabilidad de este biomarcador
en los servicios de urgencias es el retraso en la obten-
cién de resultados. Ademads, en caso de elevaciéon de
las concentraciones circulantes, se requiere igualmente
de la realizacion de pruebas adicionales para evaluar
la severidad y determinar la causa de la ICC y guiar el
tratamiento, sobre todo en aquellos pacientes con re-
sultados en zona gris.?

En la deteccién de cardiopatia preclinica, Oyama y
cols.® determinaron que concentraciones superiores a
6,21 pg/ml permiten identificar perros con CMD ocul-
ta con una sensibilidad del 95,2 % y una especificidad
del 61,9 %. En débermans con CMD preclinica, Wess y
cols.” establecieron los valores de corte de NT-proBNP
>400 pmol/1 con una sensibilidad y especificidad del
81,1 % y 75,0 %, respectivamente. También en déber-
mans asintomaticos™ resultados >457 pmol /1 detectan
CMD en fase oculta con una sensibilidad del 96 % y
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especificidad del 87,8 % cuando se combinan con mo-
nitorizaciéon Holter y ecocardiograffa. Las recomen-
daciones de la ESVC® incluyen el cribado de la CMD
en perros déberman a partir de los 3-4 afios de edad
con NT-proBNP, al menos en aquellos casos donde las
pruebas confirmatorias no pueden ser realizadas por
limitacién econémica.

La utilidad prondstica del NT-proBNP estd limitada
en la actualidad porque las investigaciones publica-
das se realizaron con pruebas de primera generacion.
Las concentraciones de NT-proBNP se correlaciona-
ron con la severidad de la EMDC.?*¢ Valores superio-
res a 1500 pmol/1 se han considerado como un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de ICC en
un intervalo de 3-6 meses en perros asintomaticos con
EMDC,” siendo un predictor de mortalidad en 6 meses
en perros sintomaéticos por ICC secundaria a EMDC.*
En dos estudios?® se estableci6 que concentraciones
superiores a 466 pmol/1y 740 pmol/1 fueron, respecti-
vamente, predictivas de progresiéon de la enfermedad
o mortalidad en perros con EMDC, debido a estrés cré-
nico de cardiomiocitos. En el estudio de Wolf y cols.'®
se puso de manifiesto que perros que continuaron con
elevaciones de NT-proBNP superiores a 965 pmol/l
entre 7 y 30 dias después de haber comenzado el tra-
tamiento para la ICC tenfan tiempos de supervivencia
mads cortos. No se han encontrado publicaciones refe-
rentes a perros beneficiados de la cirugfa de reparacién
valvular, ya incluida como opcién terapéutica en las
guias internacionales.’

En cardiopatias congénitas, se han documentado
correlaciones positivas de los niveles circulantes de
NT-proBNP y la severidad de la comunicacién vascu-
lar en un estudio de cohorte con 139 nifios prematuros
con CAP.'™ En perros, se ha especulado que el uso de
este biomarcador puede emplearse para monitorizar la
respuesta al tratamiento quirtrgico de cierre del CAP
por toracotomia'® y mediante técnicas de cardiologia
intervencionista,'® observando reducciones estadisti-
camente significativas 90 dfas después de la interven-
cién, ademds de correlacionarse con indices radiogra-
ficos y ecocardiogréficos de remodelado cardiaco. En
estenosis pulmonar severa en cachorros'™ no siempre
se detectan elevaciones de NT-proBNP, aunque en el
conjunto de cardiopatias congénitas incluidas en un
estudio (ESA, ventriculo derecho de doble cdmara,
CAP, EP, DSV), los niveles de NT-proBNP eran sig-
nificativamente mayores (mediana 1102 pmol/1) que
en aquellos cachorros con soplos inocentes (mediana
326 pmol/l; p <0,001).1 Por ello, durante la actividad
clinica en medicina preventiva y general en pequefios
animales, la determinaciéon del biomarcador puede
estar justificada como protocolo de cribado, especial-
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mente en cachorros con soplos holosistélicos, pansis-
télicos y continuos, que permitan respaldar la opinién
del clinico en la realizaciéon de pruebas adicionales
como la ecocardiograffa.

En medicina humana, ademds de utilizar los pépti-
dos natriuréticos como biomarcadores para la monito-
rizacién de la ICC,'™ en los tltimos afios los patélogos
forenses se han centrado en evaluar su utilidad en el
diagndstico posmortem de muerte por causa cardfaca,
sobre todo cuando los cambios morfolégicos son muy
sutiles.’ En el conocimiento de los autores, no hay da-
tos en veterinaria del uso de los péptidos natriuréticos
en la evaluacién posmortem.

Porcién soluble del factor de tumorogénesis de tipo2

El ST2 es la forma circulante del receptor de la in-
terleuquina-1 (IL-1) que se expresa en cardiomioci-
tos y otras células.'”” El receptor tiene dos isoformas:
una transmembrana y una porcién soluble circulante
(sST2), que puede estar transmembrana o en el cito-
sol.”” El ligando para ambas isoformas es la citoquina
interleuquina-33 (IL-33) que, cuando se une a la isofor-
ma transmembrana, adquiere propiedades protectoras
antihipertroficas y antifibréticas.’® Cuando el sST2 se
une a la IL-33 y la retira de la circulacién, promueve la
hipertrofia cardiaca, la fibrosis miocérdica y la disfun-
cién ventricular.'®

Se ha sugerido su utilidad pronéstica en humanos
con ICC! tanto crénica'’®? como aguda de distinta
naturaleza'®"* y también en enfermedad coronaria,'®
de modo que fue incluido en las Guidelines del
American College of Cardiology Fundation (ACCF)"®
y de la American Heart Association (AHA)" como
prueba adicional para estratificacién del riesgo en
pacientes con ICC. Parikh y cols.' estimaron que
valores de sST2 >35 ng/ml son predictivos de muerte
cardiovascular en la poblacién geriatrica con fraccién
de eyeccién preservada; mientras que, para ICC con
fraccién de eyeccién reducida, se han propuesto
valores >65 ng/ml.1%

Otras publicaciones han considerado su valor pronés-
tico independientemente de los niveles de NT-proBNP,
cTnT y otras variables en ICC, tanto con fraccién de
eyeccién preservada como reducida en pacientes hiper-
tensos,'"® sin diferencias respecto al sexo, la edad, el indi-
ce de masa corporal ni la funcionalidad renal."* Ademads,
se ha relacionado con el riesgo de muerte por arritmias
ventriculares'® y concentraciones elevadas (>104 ng/ml
durante las primeras 48 horas del ingreso) en pacientes
con ICC en estadio IV AHA tenfan mds posibilidad de
fracaso terapéutico.’” Asimismo, los niveles elevados
de sST2 después de trasplante cardiaco se han asociado
también a mayor riesgo de fracaso del mismo.'*
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En una subpoblacién de 296 pacientes humanos con
ICC vy fracciéon de eyecciéon preservada (disfuncién
diastdlica)® pertenecientes alestudio PARAMOUNT,
los niveles de sST2 se asociaron a ratios E/E’ m4s altos
y mayores dimensiones del atrio izquierdo. Niveles
elevados de sST2 no solo se han asociado a disfuncién
diastdlica del ventriculo izquierdo, sino que parecen
ser mds altos en correlacién con aumentos de la presién
sistélica ventricular derecha e hipoquinesia miocdrdica
detectables en pacientes disneicos por HP.!* En
cardiomiopatia arritmogénica del ventriculo derecho,
la funcionalidad de ambos ventriculos es menor
cuanto mayores son los niveles de sST2, potenciando
asf su utilidad también diagndstica.'?

En perros, el sST2 como biomarcador cardiaco ape-
nas se ha investigado. En una publicacién,'”” se estu-
diaron las diferencias entre perros sanos y perros con
formas leves y graves de dirofilariosis, no encontran-
do diferencias significativas entre grupos. Se desco-
noce si el almacenamiento de las muestras durante un
afio a 80 °C pudo afectar a los resultados o si la fisio-
logfa del biomarcador es distinta entre especies, ade-
mads de que la poblacién estudiada fue muy pequefia
y tampoco se determinaron sus niveles después del
tratamiento.'”

En otro estudio'® realizado con perros sintomaticos
y asintomdticos por EMDC empleando la misma
prueba comercial (Canine Interleukin 33 Receptor ST2
ELISA Kit, MyBioSource, Inc., San Diego, CA, EE.UU.),
tampoco se detectaron diferencias entre los perros con
cardiopatia ni con los grupos control.

Sin embargo, en un estudio més reciente con un di-
sefio mas adecuado, incluyendo 64 perros tanto sanos
como con EMDC en estadios B1, B2 y C,'¥ se obser-
varon aumentos de sST2 en el grupo Bl seis meses
después de la inclusién, en correlacién con empeora-
miento de la funcién diastélica, refiriendo valores de
1424 ng/ml (sanos), 1623 ng/ml (B1), 1339 ng/ml (B2)
y 1587 ng/ml (C). Sin embargo, dado que el sST2 es
también un biomarcador de inflamaciéon susceptible
de ser alterado por otras causas y a que la disfuncién
diastdlica puede desarrollarse asimismo con la edad,
no es posible establecer una relacién directa entre los
hallazgos del estudio;'® por lo que, quizds, la evalua-
cién del biomarcador a mds largo plazo podria mos-
trar su utilidad como indicador de progresién de la
enfermedad en fases mds avanzadas de la misma.

Por tanto, aunque en humanos el sST2 es un bio-
marcador atractivo por su precisién, su razonable
coste y su valor fundamentalmente prondstico en
ICC cuando se combina con los péptidos natriuré-
ticos y las c¢Tn, se requiere todavia de estudios en
veterinaria que evalden su potencial cambio a lo
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largo del tiempo para ser incluidos en la practica
clinica.

Biomarcadores de remodelado
cardiaco

El proceso de remodelado cardiaco (fenémenos de
dilatacién e hipertrofia), visible macroscépicamente
en ecocardiograffa o en estudios posmortem, estd es-
trechamente relacionado con el concepto de fibrosis
miocdrdica detectable microscépicamente en histopa-
tologfa o, mds recientemente, mediante biomarcadores
circulantes.' La fibrosis miocardica es un proceso clave
de remodelacién estructural en diversas enfermedades
cardiovasculares que conduce a la disfuncién diastoli-
cay sistdlica, y predispone a la aparicion de arritmias
y a la muerte.™

La fibrosis miocardica se inicia y se mantiene gracias
a una interaccién compleja entre factores de crecimien-
to, citoquinas, hormonas, fibroblastos, cardiomiocitos
y células inflamatorias,”" lo cual produce un aumen-
to de la sintesis de fibras de coldgeno tipo I (gruesas)
en detrimento de la degradacién del tipo III (finas) y
acumuldndose en el miocardio.!® Pequefios incremen-
tos en el ratio del coldgeno tipo L:IIl y cambios en su
organizacion durante la progresion de las cardiopatias
resultan en pérdida progresiva de compliancia y alte-
raciones en la capacidad de transmisién de la fuerza de
contraccion.'®

Se pueden distinguir dos patrones distintos de fibro-
sis miocdrdica:'® a) fibrosis focal o de reemplazo (p. €j.,
después de un infarto de miocardio) y fibrosis difusa o
reactiva (p. €j., hipertension arterial sistémica, CMH).

La identificacién de una molécula dada como un ver-
dadero biomarcador de fibrosis miocardica requiere la
demostracion de que sus niveles en sangre se correla-
cionan directamente con los pardmetros cuantitativos
utilizados para definir la fibrosis en la biopsia endo-
miocdrdica.’® Aunque la biopsia del tejido es la técnica
idénea para el diagnéstico antemortem de fibrosis en
humanos,’® se han propuesto varios biomarcadores
circulantes para la evaluacién no invasiva de este fe-
némeno.

En los siguientes epigrafes se describirdn algunos de
los biomarcadores mejor estudiados implicados en la
fibrosis cardfaca.

Procoldageno

Las moléculas de procoldgeno tienen una estructura
de triple hélice de coldgeno maduro entre dos dominios
terminales (amino y carboxilo): a) el propéptido carboxi-
terminal del procoldgeno de tipo I (PICP); b) el propép-
tido amino-terminal del procoldgeno tipo IIT (PIIINP).
Ambos se forman durante la conversién extracelular del
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procoldgeno por proteasas especificas, y son liberados
a la circulacion durante la sintesis y la degradacién del
coldgeno de tipo Iy III, respectivamente.'*

En personas con CMD, el PICP ha resultado de espe-
cial utilidad en la monitorizacién del tratamiento con
espironolactona en el estudio de Izawa y cols.’*® Este
estudio demostré una regresién del grado de fibrosis
en biopsia endomiocérdica en correlacién con reduc-
ciones de los niveles circulantes del PICP y mejoria
ecocardiogréfica significativa de los tiempos de rela-
jacién isovolumétrica (TRIV) y del indice de contrac-
tilidad (dP/dt). Similares resultados se han observado
en pacientes con ICC por cardiomiopatia isquémica y
CMD idiopética:"* incremento de los niveles de PICP
y PIIINP paralelamente a las dimensiones ventricula-
res, empledndose como biomarcadores predictivos del
riesgo de hospitalizacién, fallecimiento o necesidad de
trasplante cardiaco.'

Las concentraciones séricas de PIIINP y su correla-
cién con fibrosis miocdrdica han sido escasamente in-
vestigadas en perros y no se dispone todavia de datos
respecto a la utilidad del PICP en esta especie.

El PIINP canino es una molécula estable que no
requiere condiciones de manejo especiales, ni se de-
grada significativamente durante su almacenamiento
a —80 °C,"2 o cual lo podria convertir en un biomarca-
dor potencialmente atractivo. Sin embargo, a diferen-
cia de lo observado en humanos, un estudio preliminar
en perros con EMDC®? ha mostrado una correlacién
negativa entre las concentraciones séricas de PIIINP y
las dimensiones ventriculares determinadas mediante
ecocardiograffa. Asimismo, se observé un solapamien-
to importante de los niveles circulantes del biomar-
cador entre los perros sanos y aquellos en diferentes
estadios de la enfermedad.

Maés tarde, una prueba inmunoldgica previamente
validada para la medicién de las concentraciones sé-
ricas de PIIINP en humanos se emple6 en un estudio
prospectivo en 22 caninos de diferentes razas con ICC
sintomdtica por EMDC. Los animales incluidos mu-
rieron o fueron eutanasiados por causa cardfaca. Se
recogieron muestras de tejido miocdrdico en todos los
especimenes en los 3 dfas posteriores al fallecimiento
para establecer el grado de fibrosis en histopatologia.
Los resultados indicaron que las dimensiones ecocar-
diogréficas telediastdlicas del ventriculo izquierdo y
las concentraciones séricas de PIIINP eran mayores
en los especimenes con mayor grado de fibrosis mio-
cardica. Sin embargo, la asociacién observada fue mas
débil que la descrita en humanos con cardiomiopatias.
Dentro de las limitaciones de este estudio'® cabria
destacar que las concentraciones séricas de PIIINP no
se midieron inmediatamente antes del fallecimiento o
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de la eutanasia, ni se evalué6 el volumen de coldgeno
tipo III en las biopsias, sino que se determiné el gra-
do de fibrosis de forma subjetiva. Ademads, en conoci-
miento de los autores, tampoco se conoce el tiempo de
vida media de este biomarcador en el perro, con lo que
no es posible realizar comparaciones directas con los
estudios realizados en medicina humana.

De lo expuesto anteriormente se puede deducir que
la determinacion del grado de fibrosis en cardiologia
canina mediante biomarcadores es un campo que re-
quiere de estudios adicionales, dado que no se conoce
la prevalencia de la misma en las distintas enfermeda-
des ni la influencia de factores individuales como la
edad, la raza o las enfermedades sistémicas. Ademads,
la utilidad del procoldgeno como biomarcador en hu-
manos se ha focalizado en patologias miocdrdicas, es-
pecialmente en cardiopatfa isquémica, enfermedades
con un grado y distribucién de fibrosis muy diferentes
ala EMDC, la cardiopatia mds prevalente en perros.!>!

Galectina-3

La galectina-3 (Gal-3) es un producto de los macréfa-
gos perteneciente a la familia de las lecitinas (porcién
soluble-galactosidasa) que puede encontrarse en una
amplia variedad de células.” La Gal-3 puede detectar-
se tanto en el nticleo como en el citoplasma, y también
en el compartimento extracelular.’*® Su funcién princi-
pal esté relacionada con la cascada inflamatoria que se
activa tras el dafio miocardico y con las vias regula-
doras de la contractilidad cardiaca mediante la trans-
formacién de fibroblastos a miofibroblastos durante el
remodelado cardfaco.'”

Los niveles circulantes de Gal-3 son mayores en plas-
ma que en suero, con buenas correlaciones entre mues-
tras frescas y congeladas (R =0,997) y entre mediciones
con distintos métodos (ELISA y pruebas inmunoldgi-
cas rapidas i-STAT System).'*

La principal utilidad clinica de la Gal-3 en pacientes
humanos ha sido establecida con fines prondsticos en
ICC,* con resultados variables como se expone a con-
tinuacion.

Aunque la mayoria de los estudios se han realizado
en ICC con fraccién de eyeccién reducida, el papel pro-
noéstico de la Gal-3 parece ser mds preciso en pacientes
con fraccion de eyeccién preservada por cualquier cau-
sa que es, ademads, la forma mds frecuente en la que de-
buta el fallo cardiaco en la poblacién general humana,
correlacionando sus niveles plasméticos y miocardicos
con la severidad de la disfuncién diastélica.'®

EnICC aguda por isquemia, los resultados de los dos
principales estudios realizados en medicina humana
mostraron una evidencia controvertida sobre su uso
con fin prondstico porque, en el primero, determina-
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ciones tinicas a la admisién fueron predictivas de mor-
talidad a los 4 afios, independientemente de los marca-
dores de severidad en ecocardiografia;'* mientras que
en el segundo,'! solo cuando se relacioné con los nive-
les circulantes de NT-proBNP se asocié a potenciales
complicaciones por disfuncién renal a los 30 dias. Este
ultimo hallazgo podria explicarse porque la poblacién
incluida eran personas de edad avanzada, donde maés
de la mitad de ellos tenfan tasas de filtrado glomerular
disminuidas.

EnICCcrénica,*’losresultados sonmds prometedores.
En pacientes humanos con cardiomiopatia hipertréfica,
las elevaciones de Gal-3 se han correlacionado
significativamente con el riesgo de muerte por causa
cardiaca, convirtiéndose en un pardmetro predictor de
arritmias y determinante de la necesidad de profilaxis
antiarritmica.> En el Advising and Counseling in
Heart Failure (COACH),' la Gal-3 fue un predictor
independiente de mortalidad o readmisién a los
18 meses del diagnéstico ICC por cualquier causa en
pacientes con fraccién de eyeccion preservada y clases
II-1V de la New York Heart Association,*** en comparacién
con pacientes con niveles estables (p = 0,046). En el
Aldosterone Receptor Blockade in Diastolic Heart Failure
trial,'* los autores determinaron que su aumento a las
6y 12 semanas se asocié a mayor riesgo de mortalidad
o necesidad de hospitalizacién, independientemente
del tratamiento recibido y los niveles circulantes de
NT-proBNP.

Los estudios sobre el uso de la Gal-3 como biomar-
cador en perros con cardiopatfas son atin escasos. Los
resultados del trabajo de Sakarin y cols.,'* en perros
con EMDC han mostrado que la expresién de Gal-3
en el musculo cardfaco se correlacioné con el grado de
fibrosis miocédrdica, siendo sus concentraciones circu-
lantes superiores en el grupo de enfermos (1,49 ng/ml)
respecto a los sanos (0,42 ng/ml)."* Sin embargo, a di-
ferencia de lo observado en humanos, no pudo eviden-
ciar utilidad pronéstica, dado que no hubo correlacién
entre la concentraciéon de Gal-3 circulante y el estadio
de la enfermedad o los pardmetros ecocardiograficos.

Otro estudio, realizado en 119 perros de diferentes
razas, evaludé los niveles circulantes de Gal-3 en
animales sanos, perros con cardiopatias y perros
enfermos por otras causas.'”” Los andlisis se realizaron
utilizando un inmunoensayo comercial para su uso en
perros (Dog antigen galectin-3 ELISA kit, BlueGene
Biotech, Shanghai, China, Cat. No. E08G0052). Se
evidenci6 que aquellos perros con enfermedad
cardiaca de distinta naturaleza (1,12+/-0,83 ng/ml)
o afecciones no cardfacas de tipo dermatolégico y
endocrinopatias (2,27+/-2,59 ng/ml) tenian niveles
de Gal-3 circulantes significativamente superiores a
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los perros sanos (0,64+/-0,15 ng/ml). Ademads, entre
los perros con cardiopatias, aquellos con patrones de
hipertrofia concéntrica tenian valores superiores de
Gal-3 que aquellos con hipertrofia excéntrica, por lo
que podria considerarse un biomarcador de fibrosis
para cardiopatfas con sobrecarga de presién. Entre los
indices ecocardiograficos evaluados se observé que el
cociente E’'/ A" (Doppler tisular) estaba positivamente
correlacionado con los niveles de Gal-3, lo que sugiere
su potencial capacidad como biomarcador predictor
del desarrollo de disfuncién diastélica por remodelado
cardfaco. En el mismo estudio, en los perros con
EMDC, se observé una correlacion positiva entre los
niveles de Gal-3 y las concentraciones de NT-proBNP
(p = 0,007). Una limitacién de este estudio es que el
grupo control lo conformaron perros exclusivamente
beagle y, dado que la influencia de la raza ha sido
determinada para otros biomarcadores® previamente
descritos distintos a la Gal-3, no puede descartarse la
influencia de este aspecto sobre las diferencias de las
mediciones obtenidas.

Otra publicacién mdés reciente'” investigé la utili-
dad diagndstica de la Gal-3 y de otros biomarcadores
(sST2, NT-proBNP, cTnl) para diferenciar perros sanos
de perros con EMDC en fases B1, B2 y C, asf como su
utilidad pronéstica en la deteccién de progresién de
la enfermedad a lo largo de seis meses de estudio. En
linea con lo determinado por Lee y cols. en el estudio
anterior,'” en este estudio tampoco se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre perros
sanos (6380,50 [4462,49-7656,29] pg/ml) y cardidpatas
(5069,60 [4334,51-7049,37] pg/ml), ni tampoco entre las
distintas fases de la enfermedad.

En conclusién, aunque la Gal-3 en humanos parece
un biomarcador cardiaco prometedor con fines pro-
nosticos, existen todavia numerosas preguntas sin res-
puesta sobre la relacién de esta y la ICC en perros.

Metaloproteinasas de la matriz extracelular

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son protea-
sas dependientes del calcio y el zinc, producidas y se-
cretadas como zimégenos inactivos. Su transcripcion,
translacién, secrecién y activacién son mediadas por
la angiotensina II, la endotelina-1, las catecolaminas,
el TNF y la interleuquina-1, la tripsina, la plasmina y
la uroquinasa.’® En enfermedades cardiovasculares
caninas, las mds influyentes son la MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-13 y MMP-14.148

En paciente humanos se ha documentado un au-
mento significativo de MMP tras infarto de mio-
cardio siguiendo la activacién local de citoquinas
e infiltracion de células inflamatorias.'*® Estudios
realizados para evaluar su potencial diagndstico y
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prondstico en pacientes con ICC por CMD han mos-
trado que niveles elevados de MMP-9 pueden pre-
decir aquellos pacientes con dilatacién ventricular.!#
Asimismo, se ha documentado la reduccién de los
niveles de MMP-2 en pacientes antes y después de
trasplante cardfaco,”® aunque su utilidad clinica esta
todavia por determinar.

En perros, estudios de inmunohistoquimica de valvu-
la mitral sana han mostrado MMP-1, -2, -3, -14 e inhibi-
dor tisular de la metaloproteinasa de tipo 2 (TIMP-2) en
células intersticiales, similar a lo descrito en humanos.’!
La excepcién son las MMP-14, que no han sido detecta-
das en vélvulas sanas ni enfermas en personas.’>"!>*

Los estudios clinicos realizados hasta la fecha en pe-
rros sobre estas proteasas son contradictorios. En tejido
valvular mitral de perros con EMDC se ha detectado
una menor expresién inmunohistoquimica de MMP-2
y MMP-9 y una mayor expresién de MMP-14, TIMP-2 y
TIMP-3.1% En el estudio de Obayachi y cols.,’ se puso
de manifiesto una mayor expresién de MMP-1 y MMP-
3 y menor expresién de MMP-2 y MMP-9 en perros con
EMDC, aumentando progresivamente la expresién de
MMP-1 y MMP-13 conforme la enfermedad avanza en
severidad en otra publicacién.”™ De todos estos resulta-
dos, se puede concluir que quizd la MMP-1 estd invo-
lucrada en la destruccién de la membrana basal de las
vélvulas enfermas, al menos en estadios avanzados de
la enfermedad.”*

El trabajo de Ljungvall y cols.”” realizado con 75
perros con EMDC evalué la actividad plasmaética de
MMP-2 y MMP-9 y sus proformas, sin encontrar dife-
rencias significativas en las concentraciones circulan-
tes de MMP entre las cuatro fases de la enfermedad.
Aunque la forma inactiva de la MMP-2 fue detectada,
no se detect6 MMP-2 activa en la circulacién. Esto po-
drfa estar influenciado porque la sobreexpresién de la
MMP-2 quiz4 no acontece hasta estadios mds avanza-
dos de ICC, por lo que la inclusién de mds pacientes en
estadios C y D podria ser necesaria en estudios futuros
con el fin de evaluar este biomarcador. Ademds, se iden-
tific6 que la actividad de la MMP-9 era inversamente
proporcional a las dimensiones internas del ventriculo
izquierdo en sistole, pudiendo potencialmente emplear-
se como biomarcador de remodelado cardiaco en perros
con EMDC," aunque las asociaciones encontradas no
permiten todavia estandarizar su uso.

En definitiva, aunque se ha planteado el papel de las
MMP en el remodelado cardfaco, existe un largo ca-
mino atin por recorrer para utilizarlas como biomar-
cadores, dado que se trata de sustancias inespecificas
que coexisten en el tejido conectivo de otros muchos
6rganos y sistemas.!#
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Summary

The objective of this review is to summarize the current evidence on the use of circulating cardiac biomarkers in patients
with heart diseases, identifying which of the most commonly used in human medicine have been investigated in dogs.
Furthermore, the existing biomarkers will be analyzed, classified into the following groups: cardiomyocyte damage,
cardiomyocyte stress, extracellular matrix remodeling, inflammation and oxidative stress, neurohormonal activation, and
endothelial dysfunction. We focus on the advantages and disadvantages of using biomarkers in the diagnosis, prognosis,
and therapy monitoring of patients with heart diseases. Additionally, we include future directions aimed at improving the
predictive capacity and reproducibility of multiple biomarker models in order to advance new assessments related to the
genomics, transcriptomics, proteomics, and metabolomics of heart diseases.
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