Caso clinico de

P. Nicolas,' R. Barrera,' F.J. Duque,’ M.A. Gonzalez,' J.M. Uson,' E.M. Pérez,’

J.l. Cristobal’

THospital Clinico Veterinario, Universidad de Extremadura, Avd. de la Universidad s/n. 10004 Caceres.

Historia clinica

Se present6 un perro Border Collie, macho, no cas-
trado, de 1 afio de edad, correctamente vacunado y
desparasitado, remitido por su clinica veterinaria ha-
bitual. En la anamnesis los propietarios comentaron
que presentaba diarrea desde el nacimiento siendo,
ademds, el mds pequefio de la camada. A pesar de
los tratamientos antiparasitarios (pirantel, febantel y
prazicuantel; Drontal plus®, BAYER HISPANIA, SLL.,
Alemania), el ensayo dietético y el tratamiento con me-
tronidazol durante una semana, llevado a cabo por su
veterinario habitual, el animal no mejoraba.

El perro, de 14,2 kg y una condicién corporal de 2/5,
no present6 anomalias en la exploracién fisica.

Se realiz6 un andlisis de sangre que incluy6é hemo-
grama completo con recuento diferencial de leucoci-
tos (Mindray BC-5300 Vet, Shenzhen) y bioquimica
sanguinea (Saturno 100 Crony Instruments, Roma)
(Tablas 1y 2).

En el hemograma se observé anemia macrocitica hi-
pocrémica no regenerativa y leucopenia neutropénica.
La bioquimica mostraba disminucién de colesterol y
aumento de fosfatasa alcalina. El resto de los pardme-
tros evaluados se encontraban dentro del rango de nor-
malidad. Ademas, la determinacién de cortisol basal y
el test de estimulacién de 4cidos biliares séricos pre y
postprandiales, realizado en su clinica, fue normal.

La radiografia de abdomen no presenté alteracio-
nes evidentes. En la ecograffa abdominal se observé
aumento de grosor de la mucosa géstrica e intestinal
y presencia de liquido en algunos tramos de intestino
delgado. En el intestino grueso se evidenci6 la presen-
cia de heces de consistencia disminuida. Los ganglios
linfaticos mesentéricos se encontraban levemente au-
mentados de tamafio. El resto de la ecografia no pre-
sentaba hallazgos significativos.

En el andlisis coprolégico, realizando flotacién y
sedimentacién, no se observé la presencia de formas
parasitarias. Se realiz6, ademads, un FASTest para la de-
teccion cualitativa de antigenos de Giardia duodenalis
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Tabla 1. Hemograma

Parametro Resultado  Intervalo de referencia
Hematies 5,21 5,9-7,6 x 10°/ ul
Hemoglobina 12,2 14,5-19,20 g/dl
Hematocrito 39,8 41,10-55,00 %

VCM 76,4 62,00-71,00 fl

CHCM 30,60 33,00-36,50 g/ dl
i‘if:iﬁi‘;t‘ig 50,6 10,0-110,0 K /L
Leucocitos 6,55 6,80-14,00 x 103/ ul
Neutroéfilos 3 4,12-10,35 x 103/ ul
Eosinofilos 0,45 0,09-1,75 x 103/ ul
Basofilos 0 0,00-0,09 x 103/ ul
Linfocitos 2,49 1,11-3,30 x 103/ ul
Monocitos 0,18 0,00-0,21 x 103/ ul
Plaquetas 198 166,00-575,00 x 103/ ul

VCM: volumen corpuscular medio; CHCM: concentraciéon de hemoglo-
bina corpuscular media. Los valores en negrita se encuentran fuera del
intervalo de referencia.

en heces (Eurovet Veterinaria S.L., Madrid, Espafia),
obteniendo un resultado negativo.

Dado que, previamente en su clinica, se habian 1le-
vado a cabo ensayos terapéuticos y dietéticos, se rea-
liz6 una endoscopia digestiva en la que se visualizé
la mucosa esofdgica y gdstrica normal. Las mucosas
duodenal e ileal presentaban aumento de la granula-
ridad, pero sin aumento de la friabilidad, ni presencia
de linfangiectasia o erosiones (Figs. 1y 2). El resto de la
endoscopia fue normal.

Durante la realizacién de la endoscopia digestiva
se tomaron muestras de la mucosa géstrica, duodeno,
ileon y mucosa coldnica. Dichas muestras se remitieron
para su estudio histopatoldgico (Histovet, Barcelona,
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Tabla 2. Bioquimica

Parametro Resultado  Intervalo de referencia
Glucosa 110 80-150 mg/dl
Ratio ALB/GLOB 1,59 0,8-2

Proteinas totales 57 5,5-7,3 g/dl
Albimina 3,5 2,5-39 g/dl
Globulinas 2,2 1,5-3,5g/dl
Creatinina 1,2 0,7-1,2 mg/dl
Urea 22 21,40-51,3 mg/dl
Calcio 10 9,1-11,9 mg/dl
Fésforo 3,4 3,3-5,7 mg/dl
Colesterol 52 111-250 mg/dl
Sodio 147 140-161 mEq/1
Potasio 3,8 3,80-5 mEq/1
Cloro 119 113-123 mEq/1
FA 219 18-100 U/1

ALT 29 16-49U/1

Lipasa pancredtica ;35 10,00-160,00 ug/1
especifica canina

Cortisol basal 33,6 5-65 ng/ml

ALT: alanina aminotransferasa; FA: fosfatasa alcalina; GLOB: globulinas;
ALB: albumina. Los valores en negrita se encuentran fuera del intervalo
de referencia.

Espafia). Los resultados histopatoldgicos de las mues-
tras mostraron leve hipertrofia de la mucosa géstrica,
junto con expansién del intersticio de la ldmina propia
a través de una moderada fibrosis y leves agregados
inflamatorios de cardcter mononuclear. En el tejido
colénico, se observaron areas discretas de erosién su-
perficial del epitelio con leves a moderados infiltrados
inflamatorios en la ldmina propia, sin desarrollar epite-
liotropismo y sin aparecer vinculados a la presencia de
formas infecciosas, cambios que aparecen asociados a
una leve dilatacién de las criptas y discreta hiperplasia
glandular. En el tejido intestinal, se hall6 una mode-
rada atrofia de las vellosidades, con leve hiperplasia
glandular, distensién de las criptas y moderados a
puntualmente intensos infiltrados mononucleares en
la ldmina propia que progresan asociados a marcada
hiperplasia del tejido linfoide. Las primeras son for-
mas que evolucionan desarrollando epiteliotropismo
sin aparecer vinculadas a elementos infecciosos. En
conjunto, se mostraba un cuadro de inflamacién lin-
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Figura 1. Imagen endoscopica del duodeno con granularidad ligera-
mente aumentada.

Figura 2. Imagen endoscopica del ileon con granularidad ligeramente
aumentada.

foplasmocitica que afectaba de forma leve a la mucosa
gdstrica y col6nica y en una intensidad moderada y
puntualmente intensa al intestino delgado.

Se enviaron, ademads, muestras de suero (Laboklin,
Madrid, Espafia) para las mediciones de 4cido félico,
ensayo de inmunorreactividad de un andlogo de trip-
sina (TLI) y cobalamina sérica (Tabla 3).

Tabla 3. Otros parametros

Parametro Resultado Intervalo de referencia
TLI 26 >5 ug/l1

Acido félico 11,22 3-10 ng/ml
Cobalamina 50 300-800 pg/ml

TLI: ensayo de inmunorreactividad de un analogo de tripsina. Los valores
en negrita se encuentran fuera del intervalo de referencia.
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En base a las pruebas realizadas, ;cuales son los diagnésticos diferenciales que se han

descartado?

¢ Qué nos sugiere la disminucion de cobalamina sérica?
¢ Qué otra(s) técnica(s) realizaria para alcanzar el diagnéstico definitivo?
¢ Cuales son las opciones de tratamiento disponibles?

En base a las pruebas realizadas, ;cuales
son los diagndsticos diferenciales que se
han descartado?

Entre los diagnésticos diferenciales de diarrea y pér-
dida de peso crénicas en perros jévenes, se encuentran
las infecciones provocadas por pardsitos, descartadas
mediante el andlisis coproldgico, las obstrucciones in-
testinales o el shunt portosistémico. Si bien la ecografia
no descarta la existencia de estas patologias, no se ob-
servaron tras la realizacién de esta prueba de diagnés-
tico por imagen y el resultado del test de estimulacién
de 4cidos biliares séricos fue normal.

Con el resultado de la analitica sanguinea completa,
se descartaron enfermedades extragastrointestinales
que pudieran estar causando dicho cuadro digestivo,
entre otras, hepatitis, enfermedad renal y pancreati-
tis. Ademds, descartamos hipoadrenocorticismo con
un valor de cortisol basal normal (33,6 [5-65 ng/ml]).

La endoscopia y los resultados de la histopatologia
confirmaron la presencia de un estado inflamatorio
a nivel gastrointestinal. En base a estos hallazgos, se
incluy6 en el diagndstico diferencial la enfermedad
inflamatoria intestinal crénica, descartando por otra
parte el linfoma intestinal.

Por dltimo, las muestras enviadas al laboratorio ex-
terno descartaron una deficiencia de 4cido félico, ya
que este estaba levemente por encima del rango de
referencia en nuestro paciente, asi como una insufi-
ciencia pancredtica exocrina, ya que el resultado de la
TLI fue normal. Sin embargo se observé una deficien-
cia de cobalamina sérica (50 pg/ml [300-800 pg/ml]).

s Qué nos sugiere la disminucion de coba-
amina sérica’

El diagnéstico diferencial de hipocobalaminemia
incluye insuficiencia pancredtica exocrina, enteropa-
tfas inflamatorias crénicas, enteropatia perdedora de
protefnas, linfoma intestinal y disbiosis del intestino
delgado.!

Los derivados metabdlicos de cobalamina (Cbl), o
vitamina B,, actian como cofactores esenciales de la
metilmalonil-CoA mutasa, que convierte la metilmalo-
nil-CoA en succinil-CoA, y la metionina sintasa, que se
requiere para la remetilacién de la homocisteina. Una
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disminucién en la actividad de estas enzimas intracelu-
lares da como resultado aumentos en el dcido metilma-
16nico (AMM) y las concentraciones de homocisteina.?

La concentracién sérica de cobalamina no necesaria-
mente refleja exactamente el estado de cobalamina de
todo el cuerpo. Por lo tanto, otros marcadores que re-
flejan m4s estrechamente la disponibilidad intracelular
de cobalamina, como la concentracién sérica de AMM,
deberfan incluirse idealmente al evaluar el estado de
cobalamina.’

Las concentraciones de AMM se pueden determinar
en muestras de suero y orina. Si bien se miden de for-
ma rutinaria en medicina humana, la medicién de las
concentraciones séricas de AMM no se realiza actual-
mente de manera rutinaria en animales de compafifa.!

La hipocobalaminemia se presenta en perros con una
concentracién de cobalamina sérica entre el limite in-
ferior de cuantificacién del ensayo y el limite inferior
de referencia. El treinta y uno por ciento de los perros
hipocobalaminémicos tienen concentraciones séricas
de AMM por encima del intervalo de referencia. Estos
perros tienen deficiencia de cobalamina a nivel celular.!

Por otro lado, el déficit de cobalamina lo presentan
perros con una concentracién de cobalamina sérica
indetectable y una concentracién de AMM sérico por
encima del intervalo de referencia.’

Los perros dependen de la absorcién intestinal de
cobalamina en la dieta unida al factor intrinseco (FI).
El complejo Cbl-FI se une al complejo receptor funcio-
nal compuesto por subunidades sin amnios (AMN)
y cubilina (CUBN) (CUBAM), un receptor endocitico
heteromérico, multiligando, que consta de 2 protei-
nas, AMN y CUBN.?

En animales con absorcién reducida de cobalamina,
independientemente de la causa, se produce el ago-
tamiento de las reservas corporales de cobalamina,
produciéndose como consecuencia una deficiencia de
cobalamina sérica. Como todas las células del cuer-
po requieren cobalamina para el metabolismo del
carbono tnico, se ha planteado la hipétesis de que
la deficiencia de cobalamina puede contribuir a los
signos clinicos y las manifestaciones de enfermedad
gastrointestinal en algunos pacientes.

En medicina humana, las mutaciones en el gen
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AMN o CUBN conducen a una malabsorcién selec-
tiva de cobalamina conocida como “Sindrome de
Imerslund-Grasbeck” (SIG).5

En perros, la malabsorcién selectiva de cobalamina
intestinal, comparable al SIG en humanos, se ha des-
crito, entre otros, en Border Collies.®

¢ Qué otra(s) técnica(s) realizarias para al-
canzar el diagnostico definitivo?

Se envi6 una muestra de sangre (Vetgenomics, Bar-
celona, Espafia) para la realizacién de un test genético
basado en la deteccién de la mutacién ¢.8392delC del
gen CUBN asociada a la incapacidad para absorber la
cobalamina (vitamina B,,) en el intestino.

El resultado del test para nuestro paciente fue posi-
tivo a la mutacién, es decir, desarrollard la enferme-
dad a lo largo de su vida y transmitird la mutacién al
100 % de su descendencia.

Los signos clinicos de deficiencia de cobalamina en
Beagles con malabsorcién de cobalamina hereditaria
se manifiestan en el periodo juvenil a medida que dis-
minuyen las reservas fetales de la vitamina. Esto es
algo distinto al SIG en Border Collies causado por una
mutacién diferente, en la que el inicio de los signos a
menudo se retrasa hasta la edad adulta temprana y los
signos clinicos, en algunos casos, son més leves. El SIG
en Border Collies es causado por una mutacién en el
gen CUBN vy es la causa principal de la malabsorcién
intestinal de cobalamina en esta raza.”

Estos perros nacen con una reserva de cobalamina
hepética que, sin embargo, si no se puede reemplazar
mediante la dieta, se agota durante el crecimiento post-
natal. Por lo tanto, los signos clinicos de malabsorcién
de cobalamina aparecen desde las 6 a las 12 semanas
de edad e incluyen falta de crecimiento y pérdida cré-
nica del apetito. La funcién renal en perros afectados
es normal, pero las protefnas de bajo peso molecular se
eliminan en la orina.®

La proteinuria en pacientes con malabsorcién selec-
tiva de cobalamina persistird durante toda la vida de-
bido a la funcién anormal del CUBAM tubular renal,
que no se corrige con la administracién de suplemen-
tos de cobalamina. En personas con SIG, la proteinuria
tubular no afecta negativamente a la funcién renal, y
el seguimiento a largo plazo de los pacientes humanos
afectados sugiere que el pronéstico renal es excelente.!

s Cudles son las opciones de tratamiento
élspomble?

Hasta la fecha, el tratamiento en perros ha consisti-
do en suplementos parenterales para eludir la causa
subyacente del problema (es decir, la absorcién intes-
tinal deficiente de cobalamina). Sin embargo, en me-

Caso clinico de

dicina humana se indica que la suplementacién por
via oral también conduce a la normalizacién de los
marcadores intracelulares de deficiencia de cobalami-
na; ademads, se demostré que aproximadamente el 1%
de la cobalamina libre se absorbe a lo largo de todo el
intestino por difusién pasiva sin la necesidad de un
receptor CUBAM intacto (aunque este hecho atin es
controvertido en veterinaria).®

Aunque esta ruta de absorcién no se ha demostrado
en perros, recientemente se determiné que la suple-
mentacién por via oral aumenta de forma eficaz las
concentraciones de cobalamina sérica en perros.®

En nuestro paciente, el protocolo de tratamiento
instaurado fue una inyeccién subcuténea (600 g/ pa-
ciente) de cianocobalamina (Optovite B,, 1.000 micro-
gramos solucién inyectable®, Normon S.A, Madrid) de
forma semanal durante 6 semanas.® Tras las 6 primeras
semanas se repitié la dosis un mes mds tarde (Fig. 3). E1
paciente continué con la suplementacién de por vida y
el seguimiento fue realizado por parte de su veterina-
rio habitual, por lo que no tenemos informacién de los
resultados laboratoriales sobre el seguimiento.

Figura 3. Imagen de nuestro paciente 9 semanas después del inicio del
tratamiento.

Discusion

El sindrome de Imerslund-Grésbeck, definido por la
malabsorcion selectiva de cobalamina intestinal, es un
trastorno autosémico recesivo* que habria que tener en
cuenta en el diagnéstico diferencial de perros jévenes
de raza Border Collie, entre otras, que presenten falta
de crecimiento y antecedentes crénicos de enfermedad
gastrointestinal. En nuestro caso, el perro acudi6 a con-
sulta por retraso en el crecimiento y diarreas crénicas.

Para establecer un diagndstico definitivo es necesario
descartar otras enfermedades que pudieran ser la causa
de dicha sintomatologfa. Para ello se llevé a cabo la rea-
lizacién de analiticas sanguineas, examen coprolégico
y diversas pruebas de imagen. La endoscopia digestiva
y el andlisis histopatolégico mostraron que el resulta-
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do podia estar causado por cualquiera de los trastor-
nos que dan lugar a inflamacién mononuclear crénica
del tracto digestivo en la especie canina, incluyendo
una enfermedad inflamatoria intestinal o alguna forma
de enteropatia asociada a malabsorcién. Este proceso
podia estar relacionado con enfermedades de origen
extragastrointestinal, por lo que se procedié a la reali-
zacién de otras pruebas complementarias, ademads de
las mediciones de 4cido félico, TLI y cobalamina sérica,
estando esta tiltima disminuida en nuestro paciente.

Las anormalidades hematolégicas en pacientes hu-
manos con SIG incluyen una dishematopoyesis que,
generalmente, se caracteriza por una anemia no rege-
nerativa de gravedad y neutropenia variables. La me-
galoblastosis rara vez se ve en perros y algunos perros
con SIG presentan un hemograma normal.!

Si bien la concentracién sérica de cobalamina se usa
de forma diagndstica, las reacciones catalizadas por
enzimas dependientes de la cobalamina se producen
en las mitocondrias, lo que dificulta la evaluacién de
la cobalamina tisular disponible en el paciente. La de-
ficiencia de cobalamina a nivel tisular se asocia con un
aumento en las concentraciones urinarias y séricas de
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un &cido orgénico llamado dcido metilmalénico, pro-
ducto alternativo de una via dependiente de la coba-
lamina dentro de las mitocondrias. Usando este com-
puesto como marcador de deficiencia de cobalamina,
se ha podido demostrar que los perros con una con-
centracién baja de cobalamina sérica si tienen una de-
ficiencia significativa de cobalamina a nivel tisular.” En
nuestro caso, la medicién de dcido metilmalénico no
fue llevada a cabo y llegamos al diagnéstico definitivo
mediante pruebas genéticas.

En cuanto al tratamiento, como hemos comentado an-
teriormente, consistié en la suplementacién de cobala-
mina de forma parenteral. Comenzé con una inyeccién
subcutdnea de cianocobalamina (Optovite B,, 1.000 mi-
crogramos solucién inyectable®, Normon S.A, Madrid)
a una dosis de 600 pg/paciente de forma semanal du-
rante 6 semanas. Tras el transcurso de las 6 primeras se-
manas, se repiti6 la dosis un mes mds tarde.

Cuatro meses més tarde el perro pesaba 20 kg y ac-
tualmente continta en remisién. El paciente continué
con la suplementacién de por vida y el seguimiento fue
realizado por parte de su veterinario habitual, por lo
que no tenemos informacién sobre el seguimiento.

Fuente de financiacién: este trabajo no se ha realizado con fondos comerciales, publicos o del sector privado.
Conflicto de intereses: los autores declaran que no existe conflicto de intereses.
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