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RESUMEN

El sistema inmunitario facilita la defensa de los seres vivos, que se desencadena a través de la respuesta de
fase aguda, generdndose las proteinas de fase aguda. Estas proteinas, medidas en suero, resultan de utilidad. El
uso de biomarcadores para el diagndstico precoz de enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central
(SNC), estd en auge en medicina humana. En el caso de las meningoencefalomielitis de origen desconocido
(MOD), no hay estudios con una informacién relevante que sea capaz de solventar el gran inconveniente de
no poder obtener un diagnéstico definitivo, que no sea de manera postmortem. La medicién de proteinas de
fase aguda, como la proteina C reactiva (CRP) y la haptoglobina en el liquido cefalorraquideo (LCR) podria
ayudar a solventar este problema. El objetivo de esta investigacion es valorar si estas proteinas se pueden
detectar en el LCR, mediante un analizador bioquimico automatizado y estudiar la existencia de alteraciones
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en animales con MOD. Para ello, los animales incluidos en el estudio se dividieron en un grupo control, com-
puesto por perros sin MOD y un grupo problema, subdividido en perros con MOD y perros con MOD tratados
con corticoides. Para la medicién de estos pardmetros se utilizé el analizador Olympus AU600®. Para realizar
el estudio comparativo entre grupos se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido del test de
Dunn para comparaciones miiltiples. La CRP no mostré variaciones estadisticamente significativas, mientras
que la haptoglobina no se pudo detectar en el LCR, por lo que se deberia valorar su medicién con técnicas mas
sensibles que permitan su cuantificacion.

Palabras clave: Sistema Nervioso Central, proteina C-reactiva, haptoglobina, perro, enfermedades infla-
matorias, meninges, encéfalo, biomarcadores, biofluidos.

ABSTRACT

The immune system facilitates the defense of living beings, which is triggered through the acute phase
response, generating acute phase proteins. These proteins, measured in serum, are useful. The use of biomark-
ers for the early diagnosis of inflammatory diseases of the central nervous system (CNS) is booming in human
medicine. In the case of meningoencephalomyelitis of unknown origin (MOD), there are no studies with rel-
evant information capable of solving the major drawback of not being able to obtain a definitive diagnosis, ex-
cept postmortem. The measurement of acute phase proteins, such as C-reactive protein (CRP) and haptoglobin
in cerebrospinal fluid (CSF) could help to solve this problem. The aim of this research is to assess whether these
proteins can be detected in CSF using an automated biochemical analyzer and to study the existence of altera-
tions in MOD animals. For this purpose, the animals included in the study were divided into a control group,
composed of dogs without MOD, and a problem group, subdivided into dogs with MOD and dogs with MOD
treated with corticoids. The Olympus AU600® analyzer was used to measure these parameters. To perform the
comparative study between groups, the non-parametric Kruskal-Wallis test was applied, followed by Dunn’s
test for multiple comparisons. CRP did not show statistically significant variations, while haptoglobin could
not be detected in CSF, so its measurement should be evaluated with more sensitive techniques that allow its
quantification.

Keywords: Central Nervous System, C-reactive protein, haptoglobin, dog, inflammatory diseases, menin-
ges, brain, biomarkers, biofluids.

1. INTRODUCCION al mismo patégeno. Para la realizacién de esta
tarea el sistema inmunoldgico cuenta con unos
componentes celulares y humorales. (Meyer &
Harvey, 2007).

La respuesta de fase aguda forma parte del

sistema inmunitario innato y es la reaccién que

1.1. El sistema inmunolégico y la respuesta de
fase aguda

El sistema inmunitario es el mecanismo

por el cual los seres vivos luchan contra las
infecciones para protegerse de los agentes in-
fecciosos que entran en el organismo antes de
que causen dafo. Para realizar esta funcion, el
sistema inmunitario tiene la capacidad de dis-
criminar lo propio de lo ajeno. Estd formado
por el sistema innato, que es la primera linea
de defensa inespecifica contra organismos inva-
sores, y el sistema adaptativo, que actiia como
la segunda linea de defensa, ya mds especifica,
que ofrece proteccion frente a reexposiciones

se produce en el animal como respuesta a distur-
bios de la hemostasia causados por: infeccion,
dafio tisular, crecimiento neopldsico o desorde-
nes inmunoldgicos (Kushner et al.,1981). Esta
respuesta es, por lo tanto, inespecifica. Las prin-
cipales funciones de esta respuesta sistémica
son (Whicher & Westacott, 1992):
= Proporcionar energia y sustrato para la
lucha frente a los patégenos invasores.
= Evitar la transferencia de metabolitos
necesarios para los patégenos.
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= Limitar el dafio causado por los paté-
genos y/o eliminar el tejido dafiado o
infectado, y restaurar el tejido sano.

La respuesta de fase aguda se inicia con
una reaccion local, caracterizada por una gran
cantidad de mecanismos entre los que se en-
cuentran: la agregacion plaquetaria, formacion
del codgulo, aumento de la permeabilidad de
los vasos sanguineos, asi como la activacién de
los granulocitos y las células mononucleares
que van a producir la liberacién de diversos
mediadores inflamatorios como las citoquinas
(Cerdn et al., 2005). Estos mediadores van
a actuar sobre sus receptores, situados en
diversas células del organismo, ocasionando
una respuesta sistémica caracterizada por:
fiebre, leucocitosis, aumento de la velocidad
de sedimentacién eritrocitaria, aumento
de la secrecion de la hormona ACTH vy
glucocorticoides, activaciéon del complemento
y de la cascada de la coagulacién, disminucién
de los niveles de hierro y zinc; y cambios en las
concentraciones plasmdticas de las proteinas
de fase aguda (PFAs) (Heinrich et al., 1990).
La produccién y liberacién de estas proteinas
por parte del higado constituye una parte
fundamental de la respuesta de fase aguda
(Martinez-Subiela et al., 2001). La magnitud
del incremento en la concentraciéon de las
PFAs varia en funcién de la proteina y de la
especie animal (Pannen & Robotham, 1995).

1.2. Las proteinas de fase aguda

Las PFAs se clasifican dependiendo de la
variacién de sus niveles ante un estimulo en:

= Proteinas de fase aguda negativas: son
aquellas cuyas concentraciones en san-
gre disminuyen cuando se produce la
respuesta de fase aguda, como son: la
albimina y la transferrina (Heinrich et
al., 1990).

= Proteinas de fase aguda positivas: son
aquellas cuyas concentraciones en san-
gre aumentan en cuando se produce la

respuesta de fase aguda, como son la
proteina C reactiva (CRP), el fibrind-
geno, la haptoglobina, la ceruloplasmi-
na, el seromucoide y el amiloide sérico
A. Estas, a su vez, se suelen dividir en
tres subgrupos (Kushner & Mackiewicz,
1993):

* Agquellas cuyas concentraciones se ven
aumentadas en un 50% (ceruloplasmina
y fibrinégeno).

* Agquellas que presentan un incremento
de 2 o 3 veces superior a su concen-
tracion normal (haptoglobina y seromu-
coide).

* Agquellas que presentan aumentos rapi-
dos de hasta 1000 veces superior a su
concentracién normal (proteina C reac-
tiva y amiloide sérico A).

Segtn su funcién bioldgica, las PFAs se di-

ferencian en (Kushner & Mackiewicz, 1993):

= Proteinas de Fase aguda que inter-
vienen en la defensa del hospedador:
Intervienen en la adaptacién o defensa
del organismo hospedador frente al pa-
tégeno. Dentro de este grupo se encuen-
tran:

e Proteina C reactiva.
* Amiloide A sérico.
* Fibrin6geno

= Proteinas transportadoras con activi-
dad antioxidante: Protegen los tejidos
del hospedador de los metabolitos del
oxigeno que son liberados por parte de
las células fagociticas durante la infla-
macién. En este grupo se encuadran:

* Ceruloplasmina.
* Haptoglobina.

En general la sintesis de las PFAs se ve es-
timulada entre 6 y 8 horas después de iniciarse
la reaccién inflamatoria y llegan a un pico en
sus concentraciones tras 2-5 dias (Jain, 1989).
Numerosos estudios demuestran que las PFAs
presentan diferente comportamiento segin las
distintas especies animales (Martinez-Subiela
et al., 2001).
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En el perro las PFAs que presentan mayor
utilidad clinica son: la CRP y la haptoglobi-
na. Se trata de PFA positivas que incrementa
su concentracién en suero de forma rdpida en
perros con inflamacién sistémica debida a: ci-
rugias, traumatismos, infecciones o neoplasias
(Eckersall & Bell, 2010; Méndez et al., 2015).

Debido a la gran cantidad de bibliografia
que hay sobre las PFAs y su utilidad en gran
nimero de patologias de cardcter inflamatorio,
hay grandes perspectivas de futuro sobre su uso
clinico (Cerén et al., 2005).

1.3. La proteina C reactiva

La CRP se denominé asi por su capacidad
de unirse a la fraccién C del polisacdrido de
los neumococos (Briles et al., 1989). Es una
proteina perteneciente a la familia de las pen-
traxinas y estd formada por cinco subunida-
des idénticas unidas por enlaces no covalentes
(Black et al., 2004). Al contrario que la CRP
del humano y del caballo, que no son gluco-
proteinas, dos de las cinco subunidades de la
CRP del perro estdn glucosiladas (Waritani et
al., 2020). Ademads de unirse a las membranas
de algunos agentes infecciosos, la CRP pare-
ce promover la activaciéon del complemento
y puede unirse a la cromatina nuclear de las
células dafiadas (Szalai et al., 2000).

La CRP es un pardmetro de inflama-
cién ampliamente usado, correlaciondndo-
se su aumento con el riesgo y severidad de
dicho proceso inflamatorio (Selting et al.,
2015). De hecho, mayores aumentos en sus
concentraciones indican una mayor gravedad
de la enfermedad (Kocaturk et al., 2015). Por
esta razon, se ha estudiado como biomarcador
de la inflamacién sistémica en diversas
enfermedades (Nakamura et al., 2008).
Asi, se ha analizado su comportamiento en
diferentes procesos: erhlichiosis (Rikihisa et
al., 1994) enteritis bacteriana y hemorrédgica
por parvovirus (Kocaturk et al., 2015),
infecciones bacterianas (leptospirosis) (Buser

et al., 2019), en infecciones experimentales
con Bordetella bronchiseptica (Yamamoto et
al., 1994), en la leishmaniosis canina, para
evaluar los diferentes estadios clinicos de
la enfermedad (Pardo-Marin et al., 2020)
y en perros con Dirofilaria immitis, antes
y después de administrar un tratamiento
adulticida, para determinar el dafio vascular
que han sufrido (Falc6n-Cordén et al., 2022;
Méndez et al., 2015) También se han descrito
intensos aumentos de la proteina C reactiva
en respuesta a estimulos como cirugias
(Yamamoto et al., 1993) e inyeccién de
agentes inertes (caseina, turpentina), pudiendo
ser esta respuesta incluso mds rdpida que en
el ser humano (Caspi et al., 1987).

Ademds, esta proteina se ha usado para
predecir, en perros, el prondstico de determi-
nados procesos como el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) y/o sepsis. En
este sentido, se ha comprobado que los cam-
bios en las concentraciones de CRP en suero,
durante 3 dias, predijeron correctamente la su-
pervivencia del 94% de los perros y la muerte
del 30% de los animales enfermos (Gebhart et
al., 2009).

También se han descrito aumentos de esta
proteina en el suero de perros de trineo tras la
participacién en una carrera (Fergestad et al,
2016) o en perros con fallo cardiaco conges-
tivo (Reimann et al., 2016) (Polizopoulou et
al., 2015).

Finalmente, la CRP se midi6 en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de perros con diferentes
trastornos inflamatorios, siendo mas elevada en
estos animales que en los que presentaban com-
presién medular o epilepsia idiopdtica (Marti-
nez-Subiela et al., 2011).

1.4. La haptoglobina

Es una proteina de fase aguda, en concreto,
una glicoproteina que existe en forma de dime-
ro y de polimero. La lisis de los eritrocitos en
la circulacion (hemdlisis intravascular) libera



AN. VET. (MURCIA) 38: 1-16 (2024). PFA EN LCR DE PERROS CON MOD. VERDU-SERRANO, M. E., ET AL 5

hemoglobina libre hacia el plasma, y los tetra-
meros de hemoglobina se disocian de forma
espontdnea en o-f§ dimeros que son unidos por
la haptoglobina (Shih et al., 2014) Cada mo-
némero de haptoglobina puede unir de forma
irreversible un dimero a-f, evitando parte de
la pérdida de hemoglobina (y por ello pérdida
de hierro) en la orina tras la hemdlisis intra-
vascular (Makimura & Suzuki, 1982).

El complejo hemoglobina-haptoglobina es
eliminado del plasma por los hepatocitos y
macréfagos, y la presencia de una baja con-
centraciéon plasmadtica de haptoglobina en pe-
rros, gatos y caballos sugiere que existe hemo6-
lisis intravascular reciente o actual (Andersen
et al., 2017).

Por el contrario, la medicion de concentra-
ciones aumentadas en el plasma facilita evi-
dencias de inflamacién (Melgar et al., 2005) o
infeccion (Kasvosve et al., 2010) en todos los
animales domésticos examinados, aunque los
valores aumentados también pueden ser resul-
tado de la administracién de glucocorticoides
en algunas especies (perros y vacas) (Solter et
al., 1991).

La haptoglobina tiene una importante fun-
cion protegiendo a los tejidos del hospedador de
los metabolitos del oxigeno, que son liberados
por parte de las células fagociticas durante la
inflamacién (Kushner & Mackiewicz, 1993) y
por las lesiones oxidativas originadas por la he-
moglobina. Por tanto, la haptoglobina funciona
como un antioxidante (di Masi et al., 2020).

Ademads, sirve para la proteccién frente a
infecciones bacterianas, debido a que es ca-
paz de unirse a la hemoglobina libre en los
tejidos infectados, limitando la disponibilidad
de hierro para el crecimiento bacteriano (Ea-
ton et al., 1982). También se ha descrito que
inhibe varias funciones de los neutréfilos (Oh
et al., 1990).

Finalmente, la CRP y la haptoglobina, junto
a otras PFAs, se han detectado en el LCR de
perros con hernias discales, ocurridas de mane-
ra natural, midiéndose la concentracion de estas

proteinas antes y después del dafio producido a
nivel del sistema nervioso central (SNC) y en-
contrdndose cambios significativos en el LCR,
por lo que parece que procesos muy dolorosos
pueden aumentar su concentracién (Anderson
et al., 2015).

Concretamente, la haptoglobina ha demos-
trado ser de gran utilidad en procesos infla-
matorios del sistema nervioso central, espe-
cialmente en meningitis bacterianas, donde sus
niveles se mantuvieron elevados durante un
tiempo mds prolongado que otras proteinas de
fase aguda. Por lo tanto, se puede considerar
un marcador con potencial aplicacién también
en la especie canina (Paradowski et al., 1995).

1.5. La meningoencefalomielitis de origen
desconocido (MOD) y sus subtipos

Las meningoencefalomielitis de origen des-
conocido (MOD) constituyen un conjunto de
enfermedades inflamatorias no supurativas, que
se caracterizan por un infiltrado perivascular de
células reticuloendoteliales con una ausencia
de agentes infecciosos como responsables de
las mismas. Estas MOD presentan una serie de
aspectos clinicos y de imagen comunes a todas
ellas (Morales & Montoliu, 2012).

Suelen presentar un inicio agudo y un cur-
SO progresivo, aunque en ocasiones también
aparecen de una forma mds crénica. La distri-
bucién de las lesiones puede ser multifocal o
difusa, y frecuentemente asimétrica (Cynthia
& Kahn, 2007).

Los signos clinicos que se suelen observar
son fiebre, hiperestesia, rigidez y dolor cervi-
cal, y contracciones musculares paraespinales
(Cornelis et al., 2019). Las manifestaciones
neuroldgicas especificas reflejan la localiza-
cién de los focos inflamatorios en el interior
del sistema nervioso, observandose desde de-
presiéon a coma, ceguera, paresia progresiva,
ataxia cerebelosa o vestibular, opistétonos, dé-
ficits de los nervios craneales y convulsiones
(Cynthia & Kahn, 2007).
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La etiologia de estas enfermedades se des-
conoce, por lo que, el diagndstico clinico suele
ser presuntivo y el definitivo se realiza post-
mortem mediante histopatologia del encéfalo
(Granger et al., 2010).

La resonancia magnética (RM) sirve de ayu-
da en la evaluacion de las afecciones inflama-
torias, pero el diagndstico clinico basado en las
imdgenes no siempre es posible debido a que
muchas enfermedades inflamatorias y no infla-
matorias (neoplasias) tienen apariencia similar
(Pellegrino et al., 2003).

El andlisis del LCR es la prueba diagnds-
tica de eleccion en pacientes que presentan un
diagndstico presuntivo de una enfermedad in-
flamatoria del SNC. En el caso de las MOD, la
aparicién de una pleocitosis mononuclear o, en
ocasiones, mixta, asi como un aumento de las
proteinas es un hallazgo caracteristico de estas
patologias, una vez descartadas las etiologias
infecciosas. (Lowrie et al., 2013).

Tanto la RM como el andlisis del LCR son
pruebas de utilidad para valorar el prondstico
de estos animales: mortalidad, recaidas y re-
sultado del tratamiento a largo plazo (Lowrie
et al., 2013).

Las MOD se subdividen en: meningoence-
falomielitis granulomatosa (GME), meningoen-
cefalomielitis necrotizante (MEN) y leucoence-
falitis necrotizante (LEN) (Nessler et al., 2021).

La GME es una enfermedad inflamatoria
no supurativa de origen desconocido que afec-
ta al sistema nervioso central de los perros y
que se caracteriza por un acimulo de células
inflamatorias alrededor de los vasos sangui-
neos. En base a la localizacién y distribucion
de las lesiones, la GME se clasifica en tres
formas morfoldgicas: diseminada, focal y ocu-
lar. La forma ocular puede aparecer junto a la
forma focal o a la diseminada en un mismo
animal (Cloquell & Pampliega, 2010). Los sig-
nos clinicos van a depender de la zona afecta-
da. La hematologia y la bioquimica sanguinea
suelen ser normales. La RM es la prueba de
imagen de eleccion para identificar y tipificar

las lesiones (Oliphant et al., 2017). E1 LCR
es atipico en la mayoria de los pacientes, con
ligera a marcada pleocitosis e incremento de
las proteinas. Las recidivas son comunes y
muchos animales son finalmente eutanasiados
a causa de los desérdenes neurolégicos (Platt
& Olby, 2008).

La MEN se describi6 inicialmente en los
perros de raza Carlino, pero afecta a todas las
razas, entre los 6 meses y 7 afios (Schatzberg,
2010). La enfermedad puede tener un curso
agudo o crénico. La hematologia y la bioqui-
mica sanguinea son normales. El andlisis de
LCR muestra una marcada elevacién en el re-
cuento de leucocitos y un incremento de la
concentracién de las proteinas. Las pruebas de
imagen y de forma mds especifica la RM, son
muy utiles en el diagndstico de esta patologia,
posibilitando la identificacién de dreas focales
de necrosis. El prondstico a largo plazo es des-
favorable, por ser una enfermedad progresiva,
a pesar de la instauracién de un tratamiento
apropiado (Pellegrino et al., 2003).

La LEN es un proceso de encefalitis ne-
crotizante que se describid inicialmente en los
perros de raza Yorkshire terrier y afecta de for-
ma mas frecuente a esta raza, aunque puede
afectar a cualquier raza (Lezmi et al., 2007). La
hematologia y la bioquimica sanguinea suelen
ser normales. Las alteraciones en el LCR son
inespecificas y similares a las anteriores (Clo-
quell & Pampliega, 2014).

El tratamiento de las MOD consiste en
corticosteroides a dosis inmunosupresoras,
por lo general prednisolona (1-2 mg/kg cada
24h) hasta la resolucién de los signos, con
disminucién gradual de la dosis hasta estable-
cer la dosis minima efectiva. Ademads de los
corticoides, se han utilizado otros farmacos
inmunomoduladores, como por ejemplo la
citarabina (citosina arabinosa) y la procarba-
cina (Adamo et al., 2007).

Actualmente, el tratamiento mds amplia-
mente aceptado es el protocolo que combina
la prednisolona junto con ciclos de citarabina
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(Morales & Montoliu, 2012).
1.6. Utilidad del liquido cefalorraquideo

En patologias que afectan al SNC como las
MOD, se observan alteraciones en las estructu-
ras encefdlicas y en el LCR, motivo por el cual
es tan importante el estudio de este dltimo y
conocer las caracteristicas de un LCR normal,
para poder diferenciar entre muestras de anima-
les sanos y animales que presentan este tipo de
patologias (de Risio et al., 2015).

La correcta actividad neuronal estd intima-
mente ligada al flujo sanguineo cerebral, por lo
que en las patologias del SNC, una reduccion
en el aporte sanguineo provocard un déficit de
nutrientes en este sistema y una alteracion del
metabolismo glucidico oxidativo, lo que pro-
vocard la sintomatologia neuroldgica que se
observa en estas patologias. Como consecuen-
cia de esto, las neuronas se verdn obligadas a
emplear rutas metabdlicas alternativas que van
a producir metabolitos detectables en el LCR
(Satoh et al., 2007).

En la tdltima década se han realizado gran-
des esfuerzos en el descubrimiento y validacién
de marcadores biolégicos para enfermedades
neurodegenerativas, como biomarcadores basa-
dos en biofluidos tales como la sangre o el LCR
(Jeromin & Bowser, 2017).

Actualmente, en medicina humana, la bus-
queda de biomarcadores en el LCR se estd
convirtiendo en una tendencia, lo que lleva a
pensar que estos marcadores también podrian
ser de utilidad en medicina veterinaria (Bie-
lekova & Pranzatelli, 2017). En este sentido,
la medicién de biomarcadores en el LCR ha
resultado de utilidad en patologias como el Al-
zheimer (Olsson et al., 2016; Blennow & Zet-
terberg, 2018) y la enfermedad de Parkinson
(Kwon et al., 2022).

En la esclerosis multiple, la medicién de los
niveles de la cadena ligera de neurofilamentos
(NfL), una proteina citoesquelética de neuronas
expresada en axones se ha convertido en un

nuevo biomarcador potencial para predecir la
actividad y progresion de la enfermedad. Los
axones dafiados del SNC liberan NfL en el LCR
y la sangre (Yang et al., 2022).

En medicina veterinaria se realizé un estu-
dio para identificar el potencial de NfL como
una herramienta de apoyo para el diagnésti-
co, pronéstico y seguimiento de las MOD en
perros. Las concentraciones de NfL en suero
y LCR se midieron utilizando una técnica de
matriz de molécula tnica. La concentracion de
NfL mostr6 una disminucién significativa en el
grupo de buena respuesta al tratamiento y un
aumento significativo en el grupo de mala res-
puesta al tratamiento; por este motivo la cadena
ligera del neurofilamento se puede considerar
un biomarcador potencial para el diagnéstico de
las MOD vy evaluar la respuesta al tratamiento
(Gaetani et al., 2019).

Sin embargo, a excepcién del estudio citado
anteriormente, y del trabajo sobre el papel de la
proteina chaperona en trastornos crénicos de la
médula espinal de perros (Shafie et al., 2014),
existen pocos articulos que relacionen las alte-
raciones en las concentraciones de neurotrans-
misores, enzimas y sustratos metabdlicos neu-
ronales con diferentes patologias del SNC.

En resumen, los resultados del analisis del
LCR proporcionan rdpidamente informacion
que puede ser de utilidad para la eleccion del
tratamiento, el prondstico o indicativa de la
necesidad de realizar més pruebas diagnésticas
(Andersen-Ranberg et al., 2021). Sin embar-
g0, los resultados pueden ser normales incluso
en presencia de alteraciones significativas del
SNC. Ademas, en contadas ocasiones el ana-
lisis del LCR por si mismo proporciona un
diagnéstico definitivo. Por estas razones, los
hallazgos del LCR deben ser interpretados en
el contexto de una historia clinica, unos signos
clinicos y otras pruebas diagnésticas comple-
mentarias (Karlsson et al., 2015).

El objetivo de esta investigacién es valorar
si las proteinas de fase aguda CRP y haptoglo-
bina pueden detectarse en el LCR y evaluar si
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dichas proteinas presentan variaciones en los
animales que padecen MOD.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Poblacion utilizada para el estudio

El muestreo que se utilizé para nuestro
estudio provenia de alicuotas sobrantes de
muestras de LCR, que habian sido recogidas
y utilizadas con finalidad diagnéstica, contan-
do con la autorizaciéon del Comité de Biose-
guridad y Experimentacién (CBE) con cédigo
335/2020.

Dichas muestras provenian de perros en-
fermos que llegaron a la consulta de Medicina
Interna (Neurologia) del Hospital Veterinario
de la Universidad de Murcia y al Servicio
de Neurologia del Hospital Veterinario Vet-
sia de Madrid por problemas neurolégicos de
neurolocalizacién intracraneal entre los afios
2019-2022. El protocolo diagnéstico incluy6
la realizacién de una resonancia magnética
(RM) y extraccién de LCR para intentar lle-
gar a un diagndstico y aplicar un tratamiento.
Aquellas muestras de LCR provenientes de
animales cuyo diagndstico clinico era de una
meningoencefalomielitis de origen descono-
cido, en lugar de ser desechadas segun la le-
gislacién vigente, fueron congeladas a -20°C
hasta su reutilizacién en este estudio.

El grupo control estuvo formado por
muestras de animales que acudieron a la con-
sulta de Neurologia por presentar convulsio-
nes y que reunian los criterios sefialados por
la IVETF-2015 con un nivel de significacién
Tier II para un diagndstico clinico de epilep-
sia idiopdtica o de origen genético (de Risio
et al., 2015). Brevemente estos criterios im-
plican que estos animales no presentan una
lesion estructural subyacente en el encéfalo,
el inicio de la primera crisis se presenta entre
los 6 meses y los 6 afios de edad. Ademais,
presentan un examen neuroldgico interictal,
una RM y unos valores de 4cidos biliares pre

y postprandiales normales. El grupo control
estuvo formado por animales que presentaban
esta patologia , ya que, los riesgos que conlle-
va la extraccion del LCR no justifican el uso
de pacientes sanos como grupo control des-
de un punto de vista ético (Martinez-Subiela
et al., 2011).

2.2. Criterios de inclusion

Para que los animales pudieran formar parte
de este estudio clinico debian cumplir los si-
guientes criterios especificos:

= Tener una historia clinica completa y de-

tallada con: resefia, motivo de consulta,
anamnesis y; examenes fisicos y neuro-
16gicos completos.

= Hemograma y bioquimica sanguinea

completa antes de empezar el trata-
miento.

= Examen de LCR completo con: diferen-

ciacién celular y concentracién de pro-
tefnas, teniendo que ser esta ultima su-
perior a 25 mg/dl; ademds, el nimero de
células deberia ser superior a 5 células/
pl y con una poblacién predominante-
mente mononuclear.

= Animales mayores de 6 meses de edad.

= Animales negativos a meningoencefalo-

mielitis de origen infeccioso: con prue-
bas negativas, bien serolégicas o de PCR
en LCR, frente a Neospora caninum,
Toxoplama gondii, Criptococcos neofor-
mans y moquillo.

= Pruebas de imagen: perros que presenta-

ron una RM con una o multiples lesio-
nes hiperintensas en T2 compatibles con
una RM segtin los criterios establecidos
(Granger et al., 2010).

2.3. Criterios de exclusién
Los animales que presentaban alguna de las

caracteristicas que se describen a continuacién
no pudieron formar parte del estudio:



AN. VET. (MURCIA) 38: 1-16 (2024). PFA EN LCR DE PERROS CON MOD. VERDU-SERRANO, M. E., ET AL 9

= Animales que s6lo presentaban neuritis
Optica como signo neurolégico.

= Animales con reticulosis neoplasica.

= Animales con meningoencefalomielitis
infecciosa.

= Animales con historiales clinicos incom-
pletos.

2.4. Técnicas y tipos de ensayo para la me-
dicion

Para la medicién de los pardmetros que
forman parte de este estudio se utiliz6 el
analizador automdtico de bioquimica Olym-
pus AU600® (Olympus Diagnostica GmbH,
Hamburg, Germany). La técnica utilizada
para la determinacién de las PFA en el LCR
canino fue la prueba inmunoturbidimétrica,
variando el reactivo para cada una de estas
proteinas.

Para la determinacion de la CRP se
utilizé el reactivo OSR6147®. Al mezclar
una muestra con solucién amortiguadora
y solucién de antisuero, la CRP reacciona
especificamente con los anticuerpos de
CRP antihumana, produciendo complejos
insolubles. La absorbancia de estos complejos
es proporcional a la concentracion de CRP en
la muestra (Dati et al., 1996).

Para la determinacién de la haptoglobina
se utilizé el reactivo OSR6165®. Al mezclar
una muestra con solucién amortiguadora y
solucién de antisuero, la haptoglobina humana
reacciona especificamente con los anticuerpos
de haptoglobina antihumana, produciendo
complejos insolubles. La absorbancia de estos
complejos es proporcional a la concentracion de
haptoglobina en la muestra (Dati et al., 1996).

2.5. Analisis estadistico

En primer lugar, se realizé un estudio de
normalidad de los datos a través de la prueba de
Shapiro-Wilk tras la que se observé una distri-
bucién no paramétrica de los mismos.

Para realizar el estudio comparativo en-
tre grupos (grupo control, grupo problema y
grupo problema con corticoides) se aplicé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, se-
guido del test de Dunn para comparaciones
multiples.

Los valores fueron corregidos mediante el
test de Tukey. Los valores se indican como
medianas y rangos. Se consideraron estadisti-
camente significativos aquellos valores de p que
fueron menores de 0.05. Los diferentes andlisis
estadisticos se realizaron con el programa Gra-
phPad® para Mac (Version 8.1).

3. RESULTADOS

Con todas las muestras que formaron parte
del estudio clinico se hicieron tres grupos:
= Grupo control: Integrado por animales
con epilepsia idiopdtica, con un total de
9 muestras.

= Grupo problema sin corticoides: Com-
puesto por animales con MOD, con un
total de 10 muestras.

= Grupo problema con corticoides: Forma-

do por animales con MOD, a los que
se les habia administrado previamente a
la extraccién de LCR alguna dosis de
corticoides, que supusieron un total de 7
muestras.

Los niveles de CRP fueron detectados en el
LCR de los tres grupos de animales incluidos
en este estudio. Aunque se observé una ten-
dencia de aumento en el grupo problema, no
hubo diferencias estadisticamente significativas
(p=10.619), entre el grupo control (mediana: 1.3
pg/ml, rango: 0.9-1.8 pug/ml), grupo problema
(mediana: 1.5 pg/ml, rango: 0.8-3.1 ug/ml) y el
grupo problema con corticoides (mediana:1.35
pg/ml, rango: 1-1.9 pg/ml) (Tabla 1).

Los niveles de haptoglobina estuvieron por
debajo del limite de deteccion de la técnica en
las muestras analizadas de LCR de los tres gru-
pos analizados que formaban parte de este es-
tudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Pardmetros individuales de proteina C-reactiva y haptoglobina en los grupos de estudio.

Peso CRP Haptoglobina
Raza Sexo Edad (Kg) (ug/ml) (mg/dl)
A. Grupo control Comiun Europeo Hembra 6 afios 5,7 1.4 DLD*
Border Collie Hembra 7 afnos 18 1,3 DLD*
Mestiza Hembra 8 meses 13,5 12 DLD*
Am. Staff. Terrier Hembra 7 afos 18,7 0,9 DLD*
Mestizo Macho 3 aflos 21,7 1,6 DLD*
Beagle Hembra 5 afos 19,2 1,5 DLD*
Angora Hembra 11 afios 4 1,8 DLD*
Chihuahua Macho 4 afios 3,1 13 DLD*
Golden Retriever Macho 6 aflos 358 1,2 DLD*
B. Grupo Weimaraner Macho 8 afios 32 14 DLD*
problema Mestizo Macho 6 afos 64 19 DLD*
Bichén maltés Macho 3 aflos 43 10 DLD*
Papillon Macho 2 aflos 4 1.4 DLD*
Yorkshire terrier Macho 1 afos 24 1,6 DLD*
Bulldog francés Macho 7 afios 18 1.8 DLD*
Mestiza Hembra 4 afios 11,2 2.2 44138
Mestizo Macho 7 afos N/D 0,8 DLD*
Chihuahua Macho 2 afos 2.2 10 DLD*
Pomerania Macho 4 afnos 3,7 3,1 DLD*
C. Grupo Bichén maltés Hembra 2 aflos 24 12 DLD*
problema con Yorkshire terrier Macho 9 afios 2,1 1,0 DLD*
corticoides Yorkshire terrier Macho 3 afios 3.1 14 DLD#*
Bich6n maltés Hembra 5 afios 49 19 DLD*
Mestiza Hembra 6 afios 8 14 DLD*
Perro de Aguas Macho 8 meses 21 9.2 1,4540
Bichon maltés Hembra 9 afos 5 1,3 DLD*

*DLD: Por debajo del limite de deteccion.

4. DISCUSION

Los valores de CRP detectados en el LCR
de los perros analizados en nuestro estudio no
presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre el grupo control y los dos grupos
problema. Sin embargo, son numerosos los es-
tudios que encuentran elevaciones de la CRP,
en el suero, en diferentes enfermedades de tipo
inflamatorio, como, por ejemplo: piometra, pa-
niculitis, pancreatitis aguda, poliartritis, sepsis,

anemia hemolitica inmunomediada y neoplasias
(Malin & Witkowska-Pitaszewicz, 2022).

Esta proteina se ha encontrado incrementada
en el LCR de perros con trastornos inflamato-
rios, en comparacién con perros que presenta-
ban compresion de la médula espinal o epilepsia
idiopética (Martinez-Subiela et al., 2011). En el
presente estudio se ha observado un incremento
de la CRP en perros con MOD y en aquellos
con MOD tratados con corticoides respecto al
grupo control, aunque los resultados no fueron
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estadisticamente significativos. Esta circunstan-
cia podria deberse al hecho de que la técnica
de ensayo realizada por los mencionados auto-
res para la mediciéon de LCR fue diferente a la
usada en nuestro estudio. En concreto, la cuan-
tificacion de la CRP en el LCR en el estudio
de Martinez-Subiela et al (2011) fue utilizando
un ensayo inmunofluorimétrico de resolucién
temporal adaptado (TR-IFMA), mientras que la
técnica utilizada en nuestro trabajo fue la prueba
inmunoturbidimétrica. En esta técnica, los coefi-
cientes de variacion son mucho menores (2,81%
dentro de la serie y 5,99% total) que en la prueba
TR-IFMA (991% dentro de la serie y 14,5%
total) (Dati et al., 1996). Esta diferencia en los
resultados obtenidos en nuestro estudio en rela-
ci6én a los obtenidos por Martinez-Subiela et al
(2011) también podria estar influenciada por el
escaso nimero de muestras de nuestro estudio.
Por ello, seria recomendable determinar la CRP
en el LCR en un niimero mayor de perros con un
diagnéstico de MOD para concretar la tendencia
observada en nuestro trabajo.

En cuanto a la concentracién de haptoglobi-
na en el LCR, no se ha detectado esta proteina
en ninguno de los tres grupos estudiados. Este
hecho podria ser debido a que esta proteina no
se detecta mediante un analizador automético
de bioquimica (Chamoun et al., 2001; Martin-
Vaquero et al, 2016), o bien debido al escaso
nimero de muestras de nuestro estudio.

La haptoglobina se ha encontrado incremen-
tada en el LCR de perros con hernias discales
(Anderson et al., 2015), por lo que hipotéti-
camente podria esperarse un aumento en otras
patologias inflamatorias como las MODs. El
hecho de no haber detectado esta proteina en
el LCR de los perros incluidos en este estudio
podria ser debido a que la técnica de ensayo
realizada por estos autores para la medicién de
LCR fue mas sensible al utilizar un ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (kit comer-
cial ELISA), mientras que en nuestro trabajo
la técnica utilizada para cuantificar la concen-
tracién de la haptoglobina ha sido una prueba

automatizada inmunoturbidimétrica (Kim et
al., 2012). Por lo tanto, a pesar de la ventaja
inherente de las pruebas automatizadas, si los
valores de haptoglobina son mucho mads bajos
que los encontrados en suero, no podrian ser
detectados mediante esta técnica. Por esta ra-
z6n, se deberia valorar la opcién de realizar la
medicién de este pardmetro en LCR utilizando
otras técnicas analiticas mds sensibles que per-
mitan su cuantificacién.

Por otro lado, los resultados de haptoglo-
bina pueden verse incrementados en el suero
de animales que estdn bajo tratamiento con
glucocorticoides (Solter et al., 1991). Mediante
los resultados obtenidos en este estudio no se
puede concretar esta circunstancia, ya que no
se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los resultados observados en el
grupo problema y el grupo problema con corti-
coides, aunque los valores en este ultimo eran
mds bajos que en el grupo problema.

5. LIMITACIONES

Para una correcta interpretacion de los re-
sultados debe de tenerse en cuenta que el nime-
ro de muestras del estudio es limitado.

6. CONCLUSIONES

La CRP es un analito detectable en LCR ca-
nino, mediante un método automatizado, lo que
puede ayudar al estudio de diferentes patologias
inflamatorias en este fluido.

La haptoglobina no pudo detectarse median-
te un método automatizado en ninguno de los
animales incluidos en este estudio.
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