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RESUMEN

Las amiloidosis pertenecen a un grupo de enfermedades cronico-degenerativas con
origenes diversos que se caracterizan por la acumulacion extracelular de una
proteina con plegamiento defectuoso en uno o varios érganos, debido a que sus
caracteristicas fisicoquimicas que impiden su eliminacién. Uno de los mas afectados
es el rindn y en etapas terminales de la enfermedad se presenta sindrome nefrético.
El objetivo de este estudio fue detectar la amiloidosis sistémica AA, que se asocia
con trastornos inflamatorios cronicos. Esta comprobado que puede contagiarse intra
e interespecie debido al consumo de tejidos contaminados con amilode. En algunos
paises representa un problema potencial de salud debido a que se ha detectado en
bovinos de abasto. Se realiz6 un muestreo de 232 bovinos con el objetivo de
detectar la presencia de amiloidosis sistémica AA en el Rastro Municipal de
Aguascalientes. Se realizo la técnica histologica, tinciones H-E, PAS y Rojo Congo,
asi como la medicion de proteinas en orina para evaluar la funcién renal. En sangre
se midieron haptoglobina y SAA, como marcadores serologicos de inflamacién. Soélo
34 animales presentaron niveles>100mg/dl de proteina en orina y no estuvieron
afectados por la presencia de lesiones renales. Los valores de haptoglobina fueron
normales (1120.58+549.49 ng/ml). En cuanto a los valores de amiloide sérico A, se
encontraron valores de 18.15+13.11 pg/ml. El 59.5% de los animales presentaron
valores anormales y al realizar el ANOVA el unico factor que resulto significativo fue
el sexo (p<0.05), con un valor mayor en machos. A diferencia de lo que se esperaba,
la presencia de lesiones macroscoépicas no afectd sus valores. Con hematoxilina y
eosina, se consideraron 18 muestras sospechosas de amiloidosis sistémica AA es
decir un 7.7% de toda la poblacion, todos estos animales fueron negativos a la

tincién rojo Congo, por lo que la prevalencia de amiloidosis fue de 0.



SUMMARY

Amyloidoses belong to a group of chronic-degenerative diseases with diverse origins
that are characterized by the extracellular accumulation of a protein with defective
folding in one or more organs, due to its physicochemical characteristics that prevent
its elimination. One of the most affected is the kidney and in the terminal stages of
the disease there is nephrotic syndrome. The aim of this study was to detect AA
systemic amyloidosis, which is associated with chronic inflammatory disorders. It
has been proven that it can be transmitted intra and interspecies due to the
consumption of tissues contaminated with amylode. In some countries it represents
a potential health problem because it has been detected in slaughter cattle. A
sampling of 232 cattle was carried out with the aim of detecting the presence of
systemic amyloidosis AA in the Municipal Slaughterhouse of Aguascalientes. The
histological technique, H-E, PAS and Congo Red stains, as well as the measurement
of proteins in urine to evaluate renal function were performed. In blood, haptoglobin
and SAA were measured as serological markers of inflammation. Only 34 animals
had >100mg/dl levels of protein in their urine and were not affected by the presence
of kidney lesions. Haptoglobin values were normal (1120.58+549.49 ng/ml).
Regarding serum amyloid A values, values of 18.15+13.11 pg/ml were found. 59.5%
of the animals presented abnormal values and when performing ANOVA the only
factor that was significant was sex (p<0.05), with a higher value in males. Contrary
to what was expected, the presence of macroscopic lesions did not affect their
values. With hematoxylin and eosin, 18 samples suspected of systemic AA
amyloidosis were considered, that is, 7.7% of the entire population, all these animals

were negative to Congo red staining, so the prevalence of amyloidosis was 0.



INTRODUCCION.

La amiloidosis es un trastorno sistémico poco comun, (Aguirre et al., 2021),

caracterizado por el deposito tisular extracelular de agregados téxicos insolubles en

haces de proteinas fibrilares de lamina beta (Bestard et al., 2008) (Martinez et al.,

2012).

De acuerdo con su etiologia se clasifican como esporadicas, hereditarias e

infectocontagiosas y su caracteristica principal es la acumulacién de proteinas con
un plegamiento anormal en hoja B plegada (figura 1) en su estructura secundaria.

Por esta razén es imposible eliminar esta proteina de los tejidos (Lado et al., 2000),

provocando una disfuncion de los 6rganos afectados (Fich et al., 2012).

Los acumulos pueden afectar el corazén, rifilones, higado, sistema nervioso, tracto

gastrointestinal, pulmones, musculos y piel (Muchtar et al., 2021), los signos clinicos

dependeran de los tejidos involucrados. EI mas comun sobre todo en etapas

terminales de la enfermedad, es el rifidn (Papa et al., 2018).

imagen 1 proteina amiloide en hoja beta plegada (Eisenberg et al., 2017).




El término “amiloidosis” (similar a celulosa o almidon) fue acufiado por Rudolph
Virchow en 1854 quien observd que la apariencia de los depdsitos de amiloide era
similar a la celulosa o el almidon después de ser tefiidos con yodo y acido sulfurico

(Cadinanos et. al. 2015). Fue mucho tiempo después que se descubrid la

naturaleza proteica del amiloide.

Existen dos criterios de clasificacion de la amiloidosis, por su localizacién: puede

presentarse de manera local o sistémica (Veelken et al., 2020). En ésta ultima, los

depdsitos de proteina se localizan en distintos 6rganos; Por otro lado, también se
puede clasificar de acuerdo con la proteina de origen. En la figura 2 se observan

algunos tipos de amiloidosis sistémicas (Penescu, 2008). En los humanos, hasta la

fecha se reconocen 42 diferentes tipos de proteinas potencialmente

amiloidogénicas (Buxbaum et al., 2022).

imagen 2 érganos blanco de la amiloidosis sistémica AA (Picken, 2020).



Diversos autores han descrito un tipo de amiloidosis sistémica que se asocia a la

presencia de enfermedades inflamatorias cronicas (Papa, 2018), el depdésito

proteico se deriva del amiloide sérico “SAA” (Picken., 2020), una proteina de la fase

aguda de la inflamacion. Los depdsitos amiloides son en su mayoria compuestos
por esta proteina, que es sintetizada casi exclusivamente en el higado (Sack., 2020)
debido a un estimulo ocasionado por citocinas precursoras de la inflamacién como
IL-1, IL-6 o el factor de necrosis tumoral (TNF) (Webb., 2021). EI SAA debe de

sintetizarse en exceso para poder desarrollar la enfermedad y esto ocurre solo en

un pequefio porcentaje de pacientes (Checa et al., 2013).

Esta comprobado que se puede acelerar el desarrollo de la enfermedad al consumir

tejidos provenientes de animales con amiloidosis AA (Iwaide et al., 2021), es decir,

que su patogenia es de caracter infeccioso y muy similar a la que ocurre en las

enfermedades pridnicas.

En México se ha reportado una alta prevalencia de enfermedades inflamatorias
como lupus, tuberculosis, artritis reumatoide o estados similares a la inflamacion,

como la obesidad (Beridze, 2020), que pueden predisponer al desarrollo de

amiloidosis sistémica (Terré et al., 2021).

Otros factores de riesgo que se han estudiado son el genotipo y la edad. Se ha
identificado que estas enfermedades estan asociadas al envejecimiento,

probablemente por un menor control de la proteostasis (Romani et al., 2021). En

1950 habia 5 adultos mayores por cada 100 mexicanos. En 2021, esta cifra llego a
12 por cada 100. De mantenerse esta tendencia se estima que, en 2050, 23 de cada

100 seran personas mayores (Kanter,2021).

Por otro lado, el consumo de carne y visceras es habitual en la dieta del mexicano,
lo que aunado a la prevalencia de enfermedades de caracter inflamatorio y el
aumento de personas de la tercera edad incrementa el riesgo de desarrollar la

enfermedad (lwaide et al., 2021).




La proteina amiloide sérica (SAA), precursor implicado en la amiloidosis secundaria

AA (Chen et al., 2014), posee polimorfismo genético que ha demostrado una notoria

influencia sobre el riesgo de desarrollar la enfermedad (Van der Hilst et al.,2008).
Se describen 3 isoformas de la proteina SAA (SAA 1, 2 ,4), la SAA1 tiene 3 alelos:
SAA 1.1, SAA 1.3 y SAA 1.5 (Roberts, 2021). Diversas investigaciones demuestran

que el alelo SAA 1.3 esta asociado con una mayor susceptibilidad de desarrollar

amiloidosis y la SAA 1.5 se relaciona con una produccién alta de dicha proteina
(Yamada et al., 2009). Estos genes se han encontrado en poblaciones de paises
como Algeria (Ait-Idir et al., 2024) y Japon (Migita et al., 2008).

Dentro de las propuestas de la etiopatogenia estan las mutaciones que son capaces
de desestabilizar las proteinas precursoras y permiten que los segmentos
amiloidogénicos interactuen entre si, una evidencia de esto lo constituyen las
amiloidosis sistémicas hereditarias que dependen de mutaciones puntuales que

resultan en sustitucion de aminoacidos (\Westermark et al., 2018).

En resumen, es probable que en nuestro pais exista el riesgo de desarrollar la
amiloidosis secundaria AA, debido al consumo de tejidos con depdsitos amiloides
puesto que existe un pronunciado envejecimiento de la poblacion y la presencia de
enfermedades inflamatorias crénicas. Por eso es importante detectar la presencia

de amiloidosis sistémica AA en los animales que se consumen localmente.
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MARCO TEORICO

Etimologicamente la palabra amiloidosis deriva del griego a-myl(o)-: almidén, -
eid(és): que tiene aspecto, y -0-sis: proceso patoldgico, haciendo referencia al

aspecto similar al almidén (Tanskanen, 2013), que tiene este agregado proteico,

dado que presenta su misma avidez por las tinciones yodadas. (Caravaca Fontal.,

et al. 2021)

En 1639, Nicholas Fontanus observd en la autopsia de un hombre, unas lesiones

de aspecto blanquecino en el bazo e higado, parecidas a abscesos y se considera
que podria ser el primer caso reportado de amiloidosis en estos 6rganos (Alraawi et
al., 2022). Las primeras aproximaciones al diagnéstico fueron a través de tinciones
con yodo y anilinas, hasta llegar a la difraccién por rayos x y la microscopia con luz

polarizada con la tincion de rojo Congo (Aqguirre et al., 2021).

Las primeras descripciones fueron realizadas por Glisson, Porta, Malpighi y otros
autores, al descubrir un aumento de tamafo del higado y compararlo en
consistencia al tocino o la cera (degeneracion lardacea), posteriormente Virchow en
el siglo XIX, hizo descripciones mas meticulosas al identificar al microscopio que la
apariencia del amiloide y observar que era parecida a la celulosa, por lo que se

adoptd el nombre amiloide “similar al almidén” (Gruys, 2004).

TIPOS DE AMILOIDOSIS

La actual clasificacion de las amiloidosis esta relacionada con el tipo de proteina

amiloide implicada (Picken, 2020)y su distribucion en el cuerpo. Puede ser

localizada o sistémica. En el primer caso, las proteinas de origen se producen
localmente, en el segundo, los precursores son proteinas séricas que circulan en
sangre y se polimerizan para formar fibrillas que se depositan en 6rganos diversos,
exceptuando el cerebro (Sipe et al., 2012; Sipe et al., 2016).
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Existen amiloidosis sistémicas primarias, como la AL, asociada a mutaciones de

células plasmaticas; y secundarias, como la AA (Bustamante, 2023). Esta es

resultado de complicaciones de enfermedades caracterizadas por un proceso de
inflamacion recurrente 0 mantenidas como consecuencia de infecciones o
alteraciones crénicas como las enfermedades reumaticas y autoinmunes, entre
otras (Checa et al. 2013) (Karam et al., 2023).

La nomenclatura aceptada por la sociedad internacional de amiloidosis (ISA) es
“‘AX” donde A es amiloidosis y X representa la abreviatura de la proteina fibrilar
precursora (Cooper et al., 2013) (Picken, 2020), (Tabla 1).

En la Tabla 1 se presentan algunas formas de amiloidosis

tabla 1 diferentes tipos de amiloidosis de acuerdo a su proteina de origen

Sistémico Adquirida

Proteina fibrilar p () (A jy9onos
recursor de la Localizado Hereditaria diana.
proteina (L) (H)

AL, AH Cadenas ligeras S, L A H Todos los
de organos y
inmunoglobulinas tejidos
(AL) o cadenas excepto
pesadas de SNC.
inmunoglobulina
(AH)

AA Proteina amiloide S A Todos los
sérica organos y

tejidos
excepto
SNC.
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ALECT 2

ATTRv

AFib

Apolipoproteinas
Al All Cii CllI

Alys
AGel

AB2Mv

ATTRwt

AApo AlV

ASem |

AB2M

Factor
quimiotactico de
leucocitos 2
Variantes de

transtiretina

Fibrindgeno A
Variantes de

lipoproteinas

Variante
lisosoma
Variante de
gelsolina
Microglobulina
B2

Tipo salvaje de

ageing.

Alipoproteina AlV

Semenogelina 1

latrogénica
dialisis

Rinon e

higado.

Corazon,
0jos,
sistema
nervioso
autonomo.
Rifién
Rifidén,
corazon,
piel,
corazon.
Rifidn,
cornea,
higado,
corazon.
Sistema
nervioso
auténomo
Corazon,
pulmones,
ligamentos.
Médula,
rindn
Vesiculas
seminales
Sistema
musculo-

esquelético
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Alns (insulina) latrogénica L A Lugar de

inyeccion
Endocrinolégico Algunas L A Atrios
hormonas: cardiacos,
calcitonina, tiroides,
prolactina pituitaria.
Otras causas Varios L A Piel, aorta,
cornea
Cerebrales: AB, Varios L A H SNC

ABri, ACys, APrP

Proteinas amiloides: AL: cadena ligera de inmunoglobulinas; AH: cadena pesada de
inmunoglobulinas; AA: proteina amiloide sérica; ALECT 2: factor quimiotactico de leucocitos 2; AFib:
fibrindgeno A alfa; Al, All, ClI, ClIl: variantes de lipoproteinas; Alys: variante lisosoma; AGel: variante
de gelsolina; AB2Mv: microglobulina B2; ATTRwt: tipo salvaje de ageing; AApo AlV: Alipoproteina
AlV; ASem l:semenogelina 1; AB2M: latrogénica dialisis; ALns: insulina iatrogénica; AB: beta
amiloide; ACys: proteina cistatina C; APrP: proteina prion; ABri: proteina precursora ABri.
Elaboracion propia. Fuente: (Picken, 2020)

CARACTERISTICAS DEL MATERIAL AMILOIDE.

Los depdsitos de amiloide pueden adoptar diversas morfologias, de las cuales las
fibrillas enredadas y el camulo en forma de estrella son los mas comunes (Alraawi,
2022). Esta acumulacion es extracelular y las fibrillas se encuentran en una
disposicion helicoidal de laminas B paralelas al eje largo de la fibra, con los hilos

perpendiculares a éste (Sunde et al., 1997). Estos agregados grandes poseen

birrefringencia azul-verde en luz polarizada cruzada después de ser tefiidos con rojo
Congo. Al observar las fibrillas de manera individual mediante la microscopia
electrénica se encontré que miden aproximadamente entre 50-60 A de diametro y
20 000 A de longitud (Gilchrist et al., 1993).
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Independientemente de la proteina de origen, todos los depdsitos de amiloide tienen
una estructura basica comun, que ademas comparte muchos cofactores; tales como
el componente P del amiloide sérico, la apolipoproteina E y proteoglicanos del tipo

heparan sulfato (Martin et al., 2010; Benson et al., 2018)

AMILOIDOSIS SECUNDARIA “AA”

Esta clase de amiloidosis esta estrechamente relacionada con procesos

inflamatorios cronicos (Almenara et al., 2022), que pueden ser infecciosos

(tuberculosis, lepra), neoplasicos (enfermedad de Hodgkin) o inmunomediados
(artritis reumatoide, lupus, enfermedad intestinal inflamatoria), por esa razén
anteriormente se le conocia como amiloidosis reactiva secundaria. Sus
manifestaciones clinicas dependen de los tejidos u 6rganos afectados (Lado et al.,
2000). Uno de los principales son los rifiones que se afectan mas tempranamente,
aunque sus manifestaciones, como la proteinuria, se desarrollan en etapas

avanzadas de la enfermedad (Blank et al., 2015).

FISIOPATOLOGIA DE AMILOIDOSIS AA.

Para que ocurra el desarrollo de la amiloidosis sistémica AA se necesita una
concentracion alta de proteina SAA la cual se libera al torrente sanguineo en

presencia de una enfermedad o proceso inflamatorio (Simons, 2013).

Una vez que existe un estimulo lesivo, se comienzan a producir citocinas
proinflamatorias como la IL-1 y la IL-6 y los TNF’s como respuesta a su produccion,
el higado modifica su produccién de proteinas con la finalidad de que el cuerpo se
adapte al estado inflamatorio. Las proteinas cuya sintesis incrementa se conocen
como proteinas de la fase aguda. Para lograr este incremento, el higado sacrifica la

produccion de otras, como la albumina.
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Existen muchas proteinas de la fase aguda, en bovinos las mas importantes son

haptoglobina y SAA (Joshi et al., 2018), que ante un estimulo inflamatorio puede

aumentar hasta 1000 veces su valor normal (Romero et al. 2013) (Figura 3). Por

esta razén, estas proteinas pueden servir como marcadores del proceso

inflamatorio y prever su evolucion.

tabla 2 marcadores serolégicos de la inflamacién en diferentes especies

Proteinas de fase Proteinas de fase
Especie aguda (>1000 moderada (aumento 2 -

AGREGAR UNIDADES). 3 veces).
Hombre CRP, SAA AGP, haptoglobina
Bovino Haptoglobina, SAA AGP, a1-antitripsina
Porcino CRP, pig-MAP Haptoglobina
Equinos SAA CRP- fibrindgeno
Caninos CRP Haptoglobina

Principales proteinas de fase aguda en diferentes especies: CRP: proteina C. Reactiva; SAA:
proteina amiloide sérico; AGP: proteina arabinogalactano; pig — MAP: proteina de fase aguda en

cerdos. Fuente: (Martinez et al., 2001).

El SAA es una proteina de la fase aguda de la inflamaciéon que se sintetiza
principalmente en el higado; Sin embargo, también se produce en pulmén, glandula
mamaria, pancreas, membrana sinovial, timo, glandula tiroides, cérvix y endometrio
(Boakari et al., 2021), su sintesis es inducida por un aumento en las citoquinas como
lalL 1, IL6 y los TNF 8 y 9 (Krishack et al., 2015).

Experimentos recientes mostraron que la heparina forma una union con la SAA

promoviendo su agregacion(Chandrasekhar et al., 2022). También induce

agregacion plaquetaria (Zimlichman et al., 1990). Otras funciones del SAA son la
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degradacion de enzimas de la matriz extracelular y quimioatrayente de las células

inmunes como monocitos, polimorfonucleares, mastocitos y linfocitos (Romero et al.

2013).

La proteina SAA tiene una funcién parecida a las citocinas, es probable que tenga
un papel fundamental en el control y posiblemente en la propagacion de la respuesta
de fase aguda primordial (Sack, 2018).

Las proteinas normalmente plegadas, pueden cambiar a su estado amiloide cuando
existen cambios que exponen los grupos amida -NH y C=0 de sus moléculas, lo
que permite que se acoplen a través de puentes de hidrégeno con otras cadenas.
Esto puede ocurrir cuando se desnaturalizan proteinas, se sobreproducen y se
superan los mecanismos de reparacion a través de chaperonas y son enviadas a
cuerpos de inclusién, cuando se rompe un péptido desde una proteina plegada o se
produce en exceso una proteina mal plegada desde su origen (Eisenberg & Jucker,
2012)

En la enfermedad existen dos fases: la pre-amiloide, que corresponde a la sintesis
descontrolada del precursor amiloidogénico (SAA), que puede resultar de un
proceso inflamatorio crénico. Como resultado de la alta produccién de proteina, se
incrementa la posibilidad de que los mecanismos de reparacion de proteinas
defectuosas sean insuficientes o no funcionen adecuadamente, como en los
individuos geriatras, asi como también estar influida por genotipos particulares que

predispongan al plegamiento defectuoso del amiloide sérico.

Existen mutaciones que desestabilizan las formas nativas de la proteina y permiten
que los segmentos amiloidogénicos interactuen entre si. Una gran proporcion de
amiloidosis sistémicas son hereditarias usualmente dependiendo de una mutacion
puntual que resulta en una sustitucion de aminoacidos. Por otro lado, la exposicion
y/o generaciéon de novo de segmentos amiloidogénicos a través de la escision de la

proteina nativa o translacion aberrante también favorece que el proceso ocurra y
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que se acelere. Lo que resulta fundamental en el caracter infeccioso de la

enfermedad.

Otro factor muy importante es el deterioro del control de calidad del proteoma celular
que ocurre en individuos geriatras. Muchas funciones disminuyen, incluyendo la
regulacion de la sintesis, plegamiento, ensamblaje y degradacion proteica. Después
de los 50 anos se encuentran depdsitos amiloides y esta proteostasis andmala esta

involucrada en enfermedades como el Alzheimer (Romani et al., 2021).

La fase amiloide de la enfermedad ocurre a medida que la proteina se va acumulado
en el organismo, se comienzan a presentar los signos clinicos, lo que

corresponderia a la fase amiloide (Cedillo 2029).

Esta acumulacién y el reemplazo gradual de tejido normal llevan eventualmente a
la alteracion en la arquitectura normal del parénquima produciendo una falla

organica, que es determinante de la supervivencia (Mejia et al. 2022).

Justo el incremento del amiloide AA consecuencia de los procesos inflamatorios
cronicos, genera las condiciones adecuadas para el desarrollo de la amiloidosis

sistémica cuando se consumen tejidos con depositos amiloides (Murakami et al.,

2014)

Existen otras proteinas involucradas en los procesos inflamatorios (Tabla 2). En los
bovinos los niveles de haptoglobina son indetectables si el animal esta sano, solo

en caso de sufrir un proceso inflamatorio es detectable en sangre (Ramirez et al.,

2022).
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imagen 3 Patogenia de amiloidosis sistémica AA, elaboracién propia.

Las manifestaciones clinicas no son especificas, dependeran del tejido u érgano
afectado (figura 4 y 5) (lhne et al., 2020). Rifién, higado y bazo son los 6rganos mas

afectados, en mas del 90% de los pacientes se presenta proteinuria, sindrome

nefrético y disfuncion renal (Obici et al., 2012).
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imagen 5 Signos clinicos de amiloidosis sistémica AA en diferentes especies (DiBartola et al.,
1990, Greunz et al., 2020).

EPIDEMIOLOGIA DE AMILOIDOSIS AA.

Predecir el riesgo de amiloidosis AA es complicado porque depende de dos factores:
la ocurrencia o predisposicion a enfermedades inflamatorias, asi como la
predisposicidon del organismo para desarrollar la acumulacién del material amiloide

en los tejidos.

La amiloidosis AA es probablemente la forma mas comun que se presenta en todo
el mundo (Real de Asua et al., 2014). Los datos disponibles, derivan de las

autopsias, La mayoria de los pacientes con esta enfermedad mueren por causas
diferentes a la amiloidosis, por lo que los datos de mortalidad basados en los

certificados de defuncidn contienen un valor limitado (Simms et al., 1994).
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Como se sabe los trastornos inflamatorios son actualmente las principales causas
de amiloidosis asociada a amiloide (AA), en primer lugar tenemos la artritis
reumatoide, luego espondiloartropatia anquilosante y sindromes autoinflamatorios,
algunos tumores pueden provocar amiloidosis, incluida la enfermedad de

Castleman (Pinney et al., 2012), una enfermedad infecciosa mas comunmente

relacionada con la enfermedad es la tuberculosis (Khellaf et al., 2022).

Algunas enfermedades menos comunes relacionadas con amiloidosis AA son:
artritis reumatoide AR, Alzheimer, mieloma multiple, artritis reumatoide juvenil,
espondilosis anquilosante, psoriasis, sindrome de Behcet, fiebre familiar del
Mediterraneo, enfermedad de Crohn, osteomielitis, carcinomas gastrointestinal,

pulmonar y urogenital y enfermedad de Hodgkin. (Holmes, 2022).

En animales aun no se encuentran mucha literatura recopilada sobre la
epidemiologia, pero algo que si se ha sido comprobado es la presencia de esta

enfermedad en animales domésticos en cautiverio y de vida salvaje (Murakami et

al., 2011).

Enfermedades relacionadas con la presencia de amiloidosis en vacas son mastitis,

metritis, artritis, tuberculosis (Murakami et al., 2014).

En felinos la amiloidosis sistémica AA se relaciona con la leucemia viral felina, el

sindrome de inmunodeficiencia felina y coronavirus felino (Cuvertore , 2015, Ferri

et al., 2023)

Con relacion a la situacion en México, en la tabla 4, se pueden apreciar algunas
de las enfermedades inflamatorias presentes que se relacionan con el posible

desarrollo de la amiloidosis AA, y su prevalencia.

La siguiente tabla menciona algunas enfermedades que provocan inflamacion
cronica en el organismo las cuales pueden propiciar el desarrollo de la amiloidosis

sistémica AA.
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tabla 3 prevalencia de enfermedades inflamatorias en México

Enfermedad Prevalencia Fuente
Obesidad 2° lugar en obesidad a (Kanter Coronel, 2021)

nivel mundial
Tuberculosis 23 /100,000 habitantes, lo Instituto nacional de
que significa que 23,000 salud publica. 2019
personas enfermaron
20/100,000 personas ensu Division de
mayoria entre 20 y 40 afios Informacion en Salud
del IMSS. 2014-2017
Artritis reumatoide Mas de un millén de INEGI 2019
personas en Meéxico vive

con esta enfermedad

AMILOIDOSIS EN ANIMALES.

En animales se ha comprobado es la presencia de esta enfermedad en animales

domeésticos en cautiverio y de vida salvaje (Murakami et al., 2011).

La amiloidosis sistémica AA ocurre de manera espontanea en mamiferos y aves,
pero su prevalencia varia considerablemente incluso en subgrupos de la misma

especie (Rising et al., 2017).

La amiloidosis AA es mas comun de lo que se cree en las aves adultas, en aves de
corral y de zoolégicos, a menudo se informan brotes masivos y la transmisién

horizontal se considera una de las causas (Miyoshi et al., 2029). Se ha descubierto

la presencia de esta enfermedad asociada a procesos infecciosos como
salmonelosis o micoplasmosis. La transmisiéon puede ser oral o por medio de la

vacunacion (Murakami, 2013). También se ha encontrado una alta incidencia en

otras especies de aves como los pinzones bengalies (Nakano et al., 2020).
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En los perros shar pei y los gatos abisinios se ha observado, como en algunas

poblaciones humanas, cierta predisposicion genética a la amiloidosis.

Se diagnosticdé amiloidosis renal en perros shar pei chinos jovenes, todos ellos
emparentados. Los signos clinicos fueron los de insuficiencia renal e incluyeron
vomitos, anorexia, letargo, polidipsia, poliuria, pérdida de peso y deshidratacion
(DiBartola et al., 1990).

En otro estudio donde se descubrio la presencia de amiloidosis renal la mayoria de
los perros tenian mas de 6 afnos y las hembras estaban afectadas con mas
frecuencia que los machos, los beagle, collies y treeing Walker coonhound tenian
un mayor riesgo, mientras que los pastores alemanes y los de razas mixtas tenian

un riesgo menor (DiBartola et al., 1989).

En gatos domeésticos, la amiloidosis AA se ha descrito principalmente en razas
predispuestas como el abisinio, rara vez se ha informado en gatos domésticos de

pelo corto (Ferri_et al., 2023). Existe una estrecha relacion entre la

inmunodeficiencia felina y la presencia de amiloidosis AA en felinos domésticos
(Cuvertore , 2015).

En especies muy variadas se han realizado estudios. En caracales que habian
muerto por bronconeumonia y gastritis ulcerosa demostraron la presencia de
amiloidosis AA y su contagio directo interespecie. Los signos clinicos que
presentaban era anorexia, adelgazamiento, letargia y azotemia, al realizar las
necropsias correspondientes encontraron amiloidosis en bazo, intestino, pancreas

y cavidad oral (Greunz et al., 2020).

También se ha descubierto una alta prevalencia de amilodosis AA entre guepardos

en cautiverio de todo el mundo (Bergstrom et al., 2006). Dada la prevalencia tan alta

observada en estudios antes del afio 2000, posteriormente se aislaron las fibrillas
amiloides en heces y se comprobd el caracter infeccioso de la enfermedad.

Se identificé una alta prevalencia de amiloidosis AA en una colonia reproductora de

musarafias arboreas del norte “Tupaia belangeri” (Klein et al., 2022). También en
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animales marinos como algunas especies de cetaceos en vida libre se ha

diagnosticado la enfermedad (Nakagun et al., 2019; Nakagun et al., 2020)

Desde el punto de vista de salud publica los animales de abasto tienen mayor
importancia. En el caso de los bovinos la incidencia de esta enfermedad puede
alcanzar de 1.2% a 5.5% en los animales que llegan al matadero en Japoén (Tojo et
al., 2005 ; Yoshida et al., 2009).

De la misma forma que ocurre en otras especies, la amiloidosis bovina se puede
transmitir a otras especies incluyendo el ser humano al consumir tejidos con

acumulos amiloides (Murakami et al, 2014) (Tojo et al, 2005).

La amiloidosis en bovinos es una enfermedad relativamente rara y fatal, se
caracteriza por dano renal acompafnado de edema y diarrea. Esta enfermedad
ocurre en bovinos de edad adulta, acompafiada de algun proceso inflamatorio o
infeccioso, (mastitis, artritis, tuberculosis), en algunos casos puede encontrarse la
enfermedad sin aparentes enfermedades subyacentes. Las necropsias de animales

positivos a amiloidosis AA se caracterizan por lesiones renales (Murakami et al.,

2014).

Con lo mencionado anteriormente, y considerando que el consumo de proteina de
origen animal en México va en aumentado durante los ultimos afos, se presume
que hay riesgo por el consumo de estos productos procedentes del bovino, es
importante conocer la existencia del trastorno en estos animales que van a sacrificio

en la region y asi favorecer la inocuidad alimentaria y la salud publica.
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DIAGNOSTICO.

Clinicamente es dificil diagnosticar esta enfermedad, debido al amplio espectro de

los signos que se pueden presentar (Tinoco, 2015).

El prondstico depende del tipo de amiloide, gravedad del depdsito de amiloide y

numero de organos vitales afectado (Hazenberg et al., 2004).

La prueba Gold estandar para diagnosticar la enfermedad seria una histopatologia

(Fich et al., 2012). La tincién rojo Congo es el método mas popular para la

identificacion del amiloide (Clemente et al., 2024), para esta prueba es necesario

contar con un microscopio de luz polarizada o de fluorescencia (Lee et al., 2021).

La prueba complementaria, para determinar la naturaleza del amiloide, es la

inmunohistoquimica (anticuerpos antiAA) (Aguirre et al., 2019). (Cibeira et al.,

2011).

Recientemente se ha utilizado la microdiseccion laser, cromatografia liquida,
seguida de espectrofotometria de masas. Este método tiene una sensibilidad y

especificidad altas y se requieren cantidades minimas de muestras (Kadota et al.,

2020).

En el caso de la amiloidosis AA deben medirse los niveles de amiloide sérico y

también pueden ser de utilidad las pruebas de funcion renal como la medicién de

proteinas en orina y la urea y creatinina en suero.
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TRATAMIENTO

El tratamiento en los humanos, actualmente se basa en el control de la respuesta
inflamatoria, se estan evaluando tratamientos especificos dirigidos a inhibir la
formacioén de amiloide dirigidos al componente P amiloide sérico y al sulfato de

heparan (Stojanovic et al., 2017).

Algunos estudios han utilizado la colchicina en seres humanos para el tratamiento
de amiloidosis sistémica, este medicamento prob6 una mejoria de la funcion renal

y la disminucién de la proteinuria (Meneses et al., 2015).

Estudios con infliximab han demostrado una disminucion de los niveles circulantes

de SAA y de la proteinuria, asi como una estabilizacion de la funcion renal (Bulum

etal., 2011).

El tratamiento antiinflamatorio promueve la normalizacion de los niveles circulantes

de SAA, previniendo la deposicion de amiloide y el dafio renal (Papa et al., 2018).

Actualmente existen numerosos medicamentos para tratar este padecimiento, pero
finalmente lo ideal sera detectar la enfermedad en etapas tempranas para una mejor

respuesta y mejor pronostico.

El tratamiento actualmente esta enfocado en reducir la produccion de la proteina
SAA tratando la afeccion que provoca el estado cronico de inflamacion, debido a

que la cura de esta enfermedad aun no es factible. (Pinney et al., 2012).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La amiloidosis sistémica AA se ha diagnosticado en bovinos faenados y existe la
evidencia de que puede transmitirse de manera oral a través del consumo de tejidos
que contengan el depdsito amiloide, lo cual puede convertirse en un serio problema

de salud publica, dada la alta prevalencia de enfermedades inflamatorias en México.
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JUSTIFICACION

Estudios realizados anteriormente confirman la presencia de amiloidosis sistémica
AA en Japdn en tejidos de bovinos que van directamente a consumo humano (Tojo
et al., 2005), dado que es una enfermedad que se puede trasmitir de manera oral si
existe un proceso inflamatorio crénico en curso, es posible que en México al existir
una prevalencia alta de enfermedades con estas caracteristicas, como lupus,
obesidad, artritis reumatoide, tuberculosis, etc., Por otro lado, la poblacion de la
tercera edad se ha incrementado y la posibilidad de reparacion de proteinas
defectuosas y su eliminacion, se disminuye con el envejecimiento. Dado que
coexisten factores que influyen en la presentacién de la enfermedad, es importante
determinar la presencia de amiloidosis en los bovinos faenados en el Rastro

Municipal de Aguascalientes por el riesgo potencial a la salud publica.
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HIPOTESIS.

En los bovinos sacrificados en el rastro municipal de Aguascalientes hay una
prevalencia de al menos 5% de amiloidosis sistémica AA y las concentraciones de

haptoglobina y amiloide sérico estan relacionadas con su presencia.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Detectar la presencia de amiloidosis AA en tejidos de bovinos faenados en el rastro
municipal de Aguascalientes en tejidos y correlacionarla con hallazgos clinicos
como presencia de lesiones macroscopicas, proteinuria y niveles séricos de

proteinas de la fase aguda de la inflamacion.

Objetivos particulares:
e Registrar las lesiones macroscoépicas en los tejidos de los animales
muestreados.
« Identificar y registrar lesiones microscopicas por medio de la tincion
hematoxilina eosina.
o Describir los depdsitos de amiloide de acuerdo con su localizacion y
organo afectado de manera cualitativa
o Medicion de proteina en orina como indicadores de falla renal.
e Medicién de niveles de haptoglobina y amiloide sérico
e Asociar la presencia de amiloidosis con variables de interés como:
sexo, raza y fin zootécnico de los animales.
e Asociar la presencia de proteinuria con amiloidosis en los tejidos.
e Asociar los niveles elevados de proteinas de la fase aguda con
amiloidosis en los tejidos.
e Asociar la presencia de lesiones macro y microscopicas, con la

presencia amiloidosis en los tejidos

31



MATERIALES Y METODOS.

Muestreo

Usando el software de uso libre Win Epi (http://www.winepi.net/) y considerando una

muestra finita a partir de los datos obtenidos en el Rastro Municipal de Aguascalientes,
con un sacrificio en promedio de 2400 animales/mes. Se consideré un periodo de
muestreo de 6 meses (14,400 animales). Se utilizaron los datos de prevalencia del 13%
(Cedillo et al., 2009), un error del 5% y una confianza del 95%. Esos calculos dieron como
resultado una muestra de 174 animales; aunque finalmente se muestrearon 232.

Se realizé un muestreo no estadistico, por conveniencia de manera semanal con los
animales que estuvieran disponibles para sacrificio, uno si y uno no, para no entorpecer
el trabajo de la linea de sacrificio.

Se registraron la identificacion del animal, sexo, condicidn corporal, razay fin zootécnico
del animal. Se tomd una muestra de sangre en tubos vacutainer de tapa roja (sin
anticoagulante) para su posterior procesamiento en el laboratorio para la obtencion de
suero.

Posteriormente se obtuvo una muestra de orina. Se realizé la medicién in situ de
proteinas mediante la utilizacién de tiras reactivas y se mantuvieron las muestras con
refrigerante para trasladarlas al laboratorio.

Se tomaron muestras de los siguientes tejidos: nddulo mesentérico, ileon, bazo, rumen,

higado y rifones y se conservaron en frascos con formalina neutra.

Trabajo de laboratorio
Se llevd en la Posta Zootécnica de la Universidad Autdnoma de Aguascalientes, ubicada en
el municipio de Jesls Maria cuyas coordenadas son 21° 48’ y 22° 04’ de latitud norte, los
meridianos 102° 15" y 102° 36’ de longitud oeste con una altitud entre 1900 y 2600 mshm

y temperatura media anual es de 17°C.
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Con las muestras de tejido se realizd la técnica Histoldgica (Anexo 1). Posteriormente se
realizo la tincién de hematoxilina y eosina (Anexo 2) observaron las laminillas al microscopio
Optico para buscar material amorfo eosinofilico, traslicido extracelular que fuera
compatible con amiloide.

A las muestras sospechosas se les realizo la tincion de rojo Congo (Anexo 3) y la tincién de
PAS (Anexo 4) para descartar degeneracion fibrinoide.

Las muestras de suero se congelaron para su posterior procesamiento. Se realizaron dos
ELISAS competitivas para medir los niveles de haptoglobina (Cusabio® CSB-E08585b) y
amiloide sérico A (Cusabio ® CSB-E08592b). En ambas pruebas se siguié la metodologia
descrita por los fabricantes. Para poder evaluar la totalidad de las muestras, se realizaron
pooles de 5 muestras cada uno. En el momento en que se hizo la prueba, el Unico criterio
de clasificacidon con que se contaba fue la concentracion de proteinas en la orina. De tal
manera que se ordenaron los datos de menor a mayor y se consideraron para cada pool 5
muestras consecutivas.

La medicién de proteinas en ésta se realizd a través de un procedimiento de colorimetria

con el kit Proti U/LCR (Wiener ®; Anexo 5) .
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ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiz6 estadistica descriptiva y pruebas de chi?para el analisis de las variables
referentes a la descripcidén de la poblacion bajo estudio. Los niveles de amiloide
sérico y de proteinas en orina se analizaron a través de un ANOVA; Posteriormente
cuando se observé que no habia una distribucion normal en los datos, se utilizé la

prueba no paramétrica de Wilcoxon.

RESULTADOS.

La poblacién bajo estudio se compuso de un total de 55.2% (128/232) de machos y
41.8% (97/232) hembras. En el resto de los animales (7/232) no se registré el sexo.
De acuerdo con el fin zootécnico, el 55.1 % de los animales registrados era

destinados a la produccién de carne y el 43.5 % de leche.

Con relacién a la condicién corporal, mas de la mitad de los animales (62%), se
encontraron entre 2.4 y 3.5, solo el 5% tuvo una CC superior a 3.5y el 23% debajo
de 2.5%.

Se encontraron lesiones macroscopicas en el 22% de los animales. Los datos

anteriores, se presentan en la tabla 4.
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tabla 4 datos epidemiolégicos de 232 bovinos clinicamente sanos, sacrificados en el Rastro
Municipal de Aguascalientes

ITEM CATEGORIAS NUMERO FRECUENCIA %
Sexo Macho 128 55.17
Hembra 97 41.81
Funcion Zootécnica Carne 131 56.46
Leche 103 44.39
Condicién corporal Menor de 2.5 54 23.27
Entre 2.5y 3.5 144 62.06
Mayor a 3.5 34 14.11
Lesiones macroscopicas Si 51 21.98
no 181 78.01

Para analizar si hubo diferencias entre los valores de proteina en orina, (valores de
referencia: 30 a 140 mg/dl) con relacién al sexo, fin zootécnico y presencia de
lesiones macroscopicas, se realizd un ANOVA (tabla 5). El unico factor que influyé

fue el sexo de los animales (p<0.05).
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tabla 5 Niveles de proteina (mg/dl) en muestras de 232 bovinos clinicamente sanos, sacrificados
en el Rastro Municipal de Aguascalientes

Item No. media Desviaciéon Valor P.
estandar.

Sexo

Macho 128 87.8 67.1 0.003

Hembra 97 57.2 60.9

Fin zootécnico

Leche 101 69.0 69.2 0.286

Carne 131 80.0 63.6

Lesiones

macroscopicas
Presentes 51 66.6 66.7

Ausentes 181 77.9 65.9 0.349
Valor normal entre 30 y 140mg/dl (Proti U/LCR).

En la tabla 6 se presenta la descripcion y distribucion de las lesiones macroscopicas.
La mas comun fue la degeneracién serosa de la grasa (11.63%). Las lesiones de
caracter inflamatorio correspondieron al 30% del total y las lesiones renales al
2.58%.
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tabla 6 frecuencia de lesiones macroscopicas observadas en 232 bovinos clinicamente sanos

sacrificados en el Rastro Municipal de Aguascalientes

LESION NUMERO FRECUENCIA%
DEGENERACION 27 11.63
SEROSA DE LA GRASA
HEPATICAS 6 2.58
BRONCONEUMONIA 2 0.86
CALCIFICACION RENAL 6 2.58
GRANULOMAS 2 0.86
PERITONITIS 1 0.43
LESIONES POR 1 0.43
DISTOCIA
LINFADENITIS < 2.15
MESENTERICA
PETEQUIAS EN BAZO 2.58
LESIONES 0.86
PIOGRANULOMATOSAS
ENTERITIS CRONICA 1 0.43
OTRAS 7 3.01

Al analizar los niveles de SAA, se encontraron diferencias significativas entre

machos y hembras (p<0.05), en el resto de las categorias, no hubo diferencias.
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tabla 7 niveles de SAA (mg/dl) de 232 animales clinicamente sanos, sacrificados en el Rastro
Municipal de Aguascalientes

item No. Media Desviacion Valor P
(mg/dl) Estandar
Sexo
Macho 128 86.8 67.4 0.03
Hembra 97 58.1 59.2
Funcion
zootécnica
Carne 184 80.3 63.6 0.15
Leche 103 66.1 66.9
Lesiones

macroscopicas
Si 51 66.4 65.5 0.39
no 181 76.3 65.3

Valores de referencia 0.3 a 13.5 mg/dl

Con relacién a los niveles de haptoglobina, se encontré diferencia entre machos y

hembras y también con relacion a la funcién zootécnica.
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tabla 8 niveles de haptoglobina (ng/ml) de 232 animales clinicamente sanos, sacrificados en el
Rastro Municipal de Aguascalientes

item No. Media Desviacién Valor P
(mg/dl) Estandar

Sexo

Macho 128 0.30 0.01 0.000

Hembra 97 0.24 0.07

Funcién zootécnica

Carne 131 0.30 0.13 0.006

Leche 103 0.25 0.08

Lesiones

macroscopicas

Si 51 0.26 0.10 0.256

no 181 0.28 0.1

Valor de referencia 35-200 mg/d|

En ambos casos, al realizar graficamente el analisis descriptivo de los datos se pudo

observar que la distribucion de éstos no fue normal y por tanto, se realiz6 una prueba

no parameétrica.
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Comparacion de niveles de SAA

200

SAA (mgfdL)

100 . .

Hembra Macho
Sexo

imagen 6 comparacion de medias de SAA

Comparacion de niveles de Haptoglobina

=
=1

2
s

Haptoglobina {)

-

Hembra Macho
Sexo

imagen 7 Analisis de haptoglobina

En ambas variables se puede apreciar una mayor variacion en los datos de los
machos que de las hembras. Se realiz6 la prueba de Wilcoxon de diferencia de

medianas para un nivel de confianza del 95%. En ambos casos p>0.05.
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Niveles de SAA w p

20.5 0.3602

Prueba no paramétrica de Wilcoxon para los niveles de SAA

Niveles de haptoglobina | W p

24 0.1207

Prueba no paramétrica de Wilcoson para los niveles de haptoglobina

HISTOPATOLOGIA

Del total de muestras, se encontraron 18 muestras sospechosas de amiloidosis, con
depdsitos eosinofilicos, amorfos y translucidos compatibles con amiloidosis. Todas
las muestras correspondieron a rifidn e higado. Las lesiones microscopicas
encontradas se presentan en la tabla 10 y puede observarse que en su mayoria

fueron de caracter inflamatorio.
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tabla 9 lesiones microscopicas encontradas en laminillas sugestivas a amiloidosis

Glomerulonefritis intersticial

Nefritis intersticial mononuclear focal
Nefritis intersticial mononuclear multifocal
Glomerulonefritis proliferativa

Calcinosis renal

Hepatitis mononuclear focal

Hepatitis supurativa focal

Hepatitis supurativa multifocal

Hepatitis mononuclear multifocal

imagen 8 rifion (A) e higado (B) de bovino sugestiva a amiloidosis
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Higado de bovino 40X H-E con
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DISCUSION.

Con relacion a las caracteristicas de la poblacién bajo estudio, se puede explicar el
porcentaje de machos y hembras; asi como el fin zootécnico de los animales porque
Aguascalientes ocupa el décimo lugar a nivel nacional en produccion de leche y el
décimo séptimo en produccion de carne (SIAP, 2020). El 44% de los animales
incluidos en el estudio fueron animales cuyo fin zootécnico era la produccion de
leche y casi la misma proporciéon de fueron hembras. El resto de fue ganado
destinado a la produccion de carne y el porcentaje casi corresponde al de los
machos incluidos en el estudio.

Aunque las muestras se tomaron en la linea de matanza 1 que corresponde a
animales clinicamente sanos, el 22% de los mismos presentaron lesiones
macroscopicas. La falta de eficiencia reproductiva en el ganado lechero genera poca
disponibilidad de reemplazos y eso reduce la cantidad de animales que abandonan
las explotaciones como desecho voluntario, es decir, animales que se eliminan para
poder hacer mejoramiento genético debido a que no cubren con ciertos estandares.
La mayoria de los animales eliminados, se van al rastro por causas de salud
(desecho involuntario). Eso significa que muy probablemente las hembras de razas
lecheras eran en realidad animales de desecho. En un estudio realizado por Vitela
et al., (2004), el rango en el porcentaje de desecho fue del 14.5 al 36.4% con una
vida util de solo 3.16 lactancias y aunque en su estudio se considero el desecho por
baja produccion, la mayoria de los animales fueron eliminados por causas
reproductivas y de salud.

La principal lesiéon observada fue la degeneracion serosa de la grasa (27/66). Casi
la totalidad de esta lesion (98%) se observo en las hembras. Es un edema y atrofia
de los adipocitos relacionado con el desgaste de las reservas de grasa visceral:

puede observarse en la grasa pericardica, perirrenal y mesentérica. Se asocia con
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enfermedades crdnicas (consuntivas), asi como con un estado de subnutricidén
severo. La condicion corporal de 54 animales (23.27%) estuvo por debajo de 2.5 lo
cual es relativamente comun en el ganado lechero en el periodo posparto temprano,
en que los animales se acercan al pico de lactancia y se encuentran en un balance

energético negativo (Contreras et al., 1998).

La tercera parte de las lesiones macroscopicas observadas tuvieron origen
inflamatorio:  bronconeumonia, peritonitis, linfadenitis, enteritis, lesiones
granulomatosas y piogranulomatosas y lesiones por distocia, algunas de ellas
cronicas; Sin embargo, en la evaluacion microscopica de los 6rganos se observaron
otras que pasaron desapercibidas probablemente por ser poco evidentes debido a
su grado de severidad o a ser lesiones incipientes. A partir de dichos hallazgos, se
podria suponer que de haber presencia de animales con amiloidosis sistémica AA,
los expuestos tendrian las condiciones para el desarrollo de la enfermedad puesto
que se requiere una fase pre-amiloide en que los niveles de SAA se incrementen
por un largo periodo de tiempo para que se acumulen proteinas mal plegadas
(Eisenberg & Jucker, 2012).

El 6rgano donde se observaron una mayor cantidad de lesiones microscopicas fue

el rindn que es uno de los 6rganos mas afectado en etapas finales de esta
enfermedad (Dias et al., 2007), aunque en este caso las lesiones renales que se
observaron macroscépicamente fueron de calcificacion distréfica que ocurre en

zonas de tejidos que estan sufriendo necrosis.

Las lesiones microscopicas encontradas en las laminillas con depdsitos sugestivos
de amiloide fueron: glomerulonefritis proliferativa, nefritis intersticial mononuclear
(focal y multifocal), calcinosis, nefrocalcinosis, hepatitis mononuclear (focal y

multifocal), hepatitis supurativa (focal y multifocal).

Aunque los infiltrados mononucleares pueden estar asociados a inflamacion
cronica, también estan presentes en las infecciones de tipo viral e inmunomediada
en que los linfocitos citotoxicos juegan un papel fundamental en la respuesta inmune

celular. La glomerulonefritis proliferativa se puede asociar a etiologia viral, aunque
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también a algunas infecciones bacterianas cronicas como endocarditis y abscesos.

También micosis e infecciones parasitarias (Fernandez y Villacorta, 2022). Por lo

tanto, estos hallazgos microscopicos no necesariamente sugieren problemas de tipo
cronico que son los que se relacionan directamente con la presencia de la

amiloidosis sistémica AA (Karam et al., 2023).

Las necropsias de animales positivos a amiloidosis AA se caracterizan por lesiones
renales (Murakami et al., 2014) y en las etapas terminales de la enfermedad, se
desarrolla insuficiencia renal, por esta razon se evaluo la cantidad de proteinas en
orina como un indicador de ésta. De las 178 muestras de orina que se colectaron,
34 presentaron niveles>100mg/dl y cuando se realizé el ANOVA, el unico factor
significativo (p<0.05) fue el sexo. Los machos presentaron niveles mas elevados
(87.8+67.1 mg/dl vs 57.2+60.9 mg/dl). El hecho de que la mayoria de los machos
correspondan a razas con funcion carnica, podria explicar la diferencia en los
niveles de proteinas en la orina, asociados a la alimentacion; aunque también podria
ser proteinuria transitoria.

La proteinuria transitoria (proteinuria aislada) se refiere a la presencia de proteina
en orina sin una razén patoldgica y sus causas pueden ser fiebre, ejercicio excesivo,
frio, convulsiones, gestacion (Escalante et al., 2009). Otra razén de proteinuria seria
por causas patoldgicas como la inflamacion, nefrotoxicidad o necrosis graves, que
no fueron observados en este estudio.

Para evaluar la posibilidad de predecir el riesgo de amiloidosis AA a través de los
niveles seroldgicos del amiloide sérico y otras proteinas de la fase aguda de la
inflamacion, como la haptoglobina, se midieron ambos marcadores.

El amiloide sérico AA (SAA) es considerado el precursor en la amiloidosis
secundaria reactiva o amiloidosis AA, ya que esta esta proteina se acumula en los

tejidos causando disfuncion (Romero et al., 2013), la SAA es una proteina de la fase

aguda de la inflamacion (Stankovic et al., 2008), algunos estudios han demostrado

que la amiloidosis sistémica AA es mas comun en hombres que en mujeres (Galvéz,
2023) y aunque inicialmente parecié que_ocurrié algo similar en este estudio,

finalmente con una prueba no paramétrica se evidencié que no. Una de las
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limitaciones de este trabajo fue que las mediciones no se pudieron realizar de
manera individual y muy probablemente en los animales con lesiones inflamatorias
los niveles se habrian encontrado incrementados.

Los valores de amiloide sérico A, se encontraron alrededor de 18.15+13.11 ug/ml
y aunque El 59.5% de los animales presentaron valores anormales, éstos no
estuvieron asociados con la presencia de lesiones (p<0.05).

En el caso de la haptoglobina (1120.58+549.49 ng/ml), no se encontraron niveles
arriba de los limites normales (<8400 ng/ml). Aunque en los bovinos, tanto el SAA
como la haptoglobina son de las proteinas de fase aguda mas importantes por su

incremento significativo en la sangre de manera rapida (Jawor et al., 2010) existen

variantes genéticas de la haptoglobina que pueden predisponer a enfermedades y
trastornos inflamatorios y es probable que estos no existan en los animales

faenados en Aguascalientes.

Por otro lado, existen estudios en otras especies donde se analiz6 la correlacion

entre haptoglobina y SAA (Bravo et al., 2015) donde se midieron los niveles de estas

proteinas inflamatorias en la sarna sarcoptica en cabras y no se encontraron niveles
anormales de haptoglobina, pero los niveles SAA fueron mayores en los animales
infestados. En el caso de este estudio, ambas proteinas se comportaron de la
misma manera, parece que el amiloide es mas sensible que la haptoglobina a los

estimulos inflamatorios.

Ademas de la inflamacion, existen muchos factores asociados con el desarrollo de
la enfermedad, probablemente uno de los mas importantes sea la genética. Existen
estudios que muestran una predisposicidn en los japoneses por la presencia del
alelo SAA 1.5 que presentan la enfermedad a una edad mucho mas joven y de

manera mas agresiva (Yamada et al., 2009). En el caso de la amiloidosis llamada

ALECT2, la poblacion con ascendencia mexicana resultd con cierta predisposicion

(de la Cruz et al., 2023) y para la amiloidosis sistémica AA no existen datos al

respecto.
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En la tincion H-E la presencia de amiloidosis se ve como zonas con sustancia

amorfa eosinofilica, con aspecto hialino homogéneo (Alvarez Ruiz. et al., 2005;

Caravaca et al., 2021). Este hallazgo se observé en 7.75 % de las muestras. Estas

se procesaron con la tincion de PAS para descartar que el acumulo correspondiera

con colagena de tipo IV_(kidneypathology.com). Existen otros estudios donde

también la tincion de PAS es utilizada como un complemento para la identificacion
de amiloidosis (Roldan, 2021).

La prueba Gold estandar para la deteccion de amiloidosis sistémica AA es la tincion

de rojo Congo (Tinoco, 2015). Esta tifie los acimulos de amiloide de un color rojo

ladrillo y al ser observada al microscopio de luz polarizada da una birrefringencia
verde manzana al ser positiva a la enfermedad (Lado et al., 2000). Fueron 18
animales sospechosos los cuales se sometieron a la tincion Rojo Congo y todos
fueron negativos. Con la tincién de PAS se comprobd que el material birrefringente

correspondia a colagena.

En el rifidn los depdsitos amiloides se encuentran mas comunmente en los tubulos,
glomérulo, vasos arteriales, intersticio y en la membrana tubular (Feitosa et al.,
2022), esta acumulacién provoca finalmente una disfuncion en el érgano afectado.
En este estudio, se observo con H/E glomerulonefritis intersticial (Caravaca et al.,
2021), que podria ser compabitle con hallazgos de amiloidosis, pero en este caso
después de la tincidn con rojo Congo, no se encontrd. Otro érgano cuyos hallazgos
fueron compatibles con amiloidosis fue el higado, que es otro de los 6rganos mas
afectados por esta enfermedad (Muchtar et al., 2021) la hepatitis mononuclear

generalmente se asocia a causas infecciosas (Rodriguez et al., 2002) y la hepatitis

supurativa también, pero también a intoxicaciones (Espinosa et al., 2022). Si bien

se tomaron muestras de varios 6rganos para el estudio histopatoldgico, solo se
encontraron lesiones sugestivas a amiloidosis sistémica AA en riidn e higado,

ambos son 6rganos blancos para esta enfermedad (Muchtar et al., 2021), pero como

su nombre lo dice (amiloidosis sistémica AA) se esperaria la presencia de lesiones

y de acumulos compatibles con amiloide en otros 6rganos.
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CONCLUSIONES.

A pesar de tener valores altos de SAA, lesiones de caracter inflamatorio, lesiones
microscopicas sugestivas de acumulos amiloides, no se encontré evidencia de

amiloidosis sistémica AA en el Rastro Municipal de Aguascalientes.
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GLOSARIO.

AA: amiloidosis sistémica.

A: Amstrong

Da: Daltones.

nm: nandémetros.

MmRNA: ARN mensajero.

CRP: Proteina C reactiva.

MAP: proteina de fase aguda en cerdos.

RA: artritis reumatoide.

AS: espondilitis anquilosante.

IgA: Amiloidosis por Imunoglobulinas A.

AL: amiloidosis por lipoproteinas

ATTRwt: amiloidosis hereditaria por transtirretina
ATTRv: amiloidosis por variantes de transtirretina
ATTR: amiloidosis por transtirretina

Alys: amiloidosis por variante de lisosoma
AApoAL.: Alipoproteina AlV

ALECT2: factor quimiotactico de linfocitos 2
AGel: variante de gelsolina

AFib: Amiloidosis por fibrindgeno A

AB2Mv: Amiloidosis por microglobulina b2
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SAA: amiloide sérico A

IL-1: interleucina 1

IL-6: interleucina 6

TNF: factor de necrosis tumoral
SAA 1.1: amiloide sérico A 1.1
SAA 1.3: Amiloide sérico A 1.3
SAA 1.5: amiloide sérico A 1.5
CRP: proteina C reactiva:

AGP: proteina arabinogalactano

P1G MAP: proteina de la fase aguda del cerdo
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ANEXOS.

Anexo 1. Procedimiento para la técnica histolégica.

1.

2.

© N o a &

2l

Muestras fijadas en formalina buferada.

Fueron lavadas en agua destilada y deshidratadas en diferentes

concentraciones de alcohol (80%, 90% y 100%).

Luego aclaradas en xilol e infiltradas en parafina liquida en un procesador
automatico de tejidos (HISTOQUINET LEICA TP 1020) el HISTOQUINET
cuanta con 12 soluciones en las cuales las muestras permanecieron una

hora en cada una de ellas.

Agua destilada
Alcohol al 80%
Alcohol al 96%
Alcohol al 96%
Alcohol al 100%
Alcohol al 100%

10.Alcohol al 100%

11.Alcohol al 100% mas xilol 1:11
12. Xilol

13. Xilol

14.Parafina punto de fusion 56 grados centigrados

15. Parafina punto de fusion 56 grados centigrados

Terminado el proceso se realizaron los bloques de parafina con la muestra
dentro de ellos, utilizando un centro de embebido de parafina (LEICA EG
1150 H) y una placa fria a 33 grados (LEICA EG 1150 C).

Con los bloques ya formados se realizaron cortes histolégicos de 3 Mm de
grosor usando el microtomo (LEICA RM 2125 RT). Se obtuvieron Tres

cortes histolégicos de cada muestra.



e Después estos cortes fueron depositados en un bafio de flotacion en agua

caliente a 48 grados centigrados.

e Con la ayuda de un portaobjeto se tomaron las muestras, estos tejidos se

dejaron secar 24 hrs para luego ser tefidos con hematoxilina eosina.
Anexo 2. Tincion Hematoxilina eosina.

Si bien esta tincion tiene un protocolo bien establecido los tiempos que necesita
cada colorante para tefir bien las laminillas depende del tiempo que tiene el
colorante, la concentracién y los estandares del laboratorio. El protocolo que se
utilizé en este proyecto se describe a continuacion:

e Xilol 10 minutos

e Alcohol 100% 4 minutos

e Alcohol 96% 2 minutos

e Alcohol al 96% 2 minutos

e Lavado en agua destilado 5 minutos

e Hematoxilina 10 minutos

e Lavado en agua corriente 5 minutos

e Eosina 3 minutos

e Alcohol 96% 2 minutos

e Alcohol 96% 2 minutos

e Alcohol 100% 4 minutos

e Xilol 10 minutos.

Anexo 3.
Tincién de Rojo Congo

Es la prueba de referencia para la deteccion de amiloidosis (Tinoco, 2015). El

protocolo utilizado fue proporcionado por el MVZ Rubén Arturo Lopez Crespo.
e Xilol 5 minutos
e Alcohol 100% 5 minutos

e Alcohol 96% 5 minutos



Lavado en agua destilada 5 minutos
Rojo Congo 1% 1 hora

Lavado en agua destilada por 5 minutos
Solucion alcoholica alcalina 3 segundos
Lavado en agua corriente 5 minutos
Hematoxilina de Mayer 5 minutos
Lavado con agua corriente 15 minutos
Alcohol 96% 2 minutos

Alcohol 96% 2 minutos

Alcohol 100% 2 minutos

Alcohol 100% 2 minutos

Xilol 2 minutos

Xilol 2 minutos

Anexo 4. Tincion de PAS

La tincion de PAS es la mas usada para diferenciar el amiloide de otras

acumulaciones de proteina como la degeneracion fibrinoide. El protocolo utilizado

fue proporcionado por el MVZ Rubén Arturo Lopez Crespo.

Desparafinar y rehidratar los cortes luego enjuagar con agua destilada.
Colocar 10 gotas de acido Peryddico y esperar 10 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar 10 gotas de Reactivo de Schiff y esperar 20 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar 10 gotas de Potasio meta-Bisulfito solucion y esperar 2 minutos.
Escurrir el portaobjetos.

Sin enjuagar, poner en el corte 10 gotas de solucion fijadora y esperar 2
minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Poner en el corte 10 gotas de hematoxilina de Mayer y esperar 3 minutos.

enjuagar en agua corriente por 5 minutos.



e Deshidratamos con alcohol en concentracidon decreciente.
e Aclaramiento con xileno.
e Montar laminilla.

e Observacién al microscopio.

Anexo 5
Procedimiento.
Los reactivos del kit deben de estar a temperatura ambiente, asi como las muestras
de orina, que deben estar en 3 tubos espectrofotométricas etiquetados con la letra
B (Blanco), S (Estandar) y D (Desconocido).

Las cantidades de reactivos y muestra a colocar fueron:

B |[S D
Estandar 20pl
Muestra 20ul
Reactivo A | 1ml | 1ml | 1ml

Los tubos se mezcaron e incubaron por 10 minutos a 37°C. La lectura de los
resultados se hizo en espectrofotometro a 600 nm, llevando a cero el aparato con
el Blanco.

Posteriormente se realizaron los siguientes calculos:

mg/dl proteinas= D/Sx100
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