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Resumen

Antecedentes: Las enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central (SNC), en
perros, son procesos dificiles de diagnosticar por la estructura de este 6rgano y por el bajo
porcentaje de casos que se observan en la clinica. Las pruebas de imagen y el analisis del
liguido cefalorraquideo (LCR) son fundamentales para su diagndéstico. En perros con
meningoencefalitis de etiologia desconocida (MOD), sélo es posible el diagndstico definitivo
de estos animales, de manera postmortem, ya que la resonancia magnética (RM) y el
andlisis del LCR son incapaces de ofrecer un diagndstico definitivo, ni de distinguir entre
los distintos subtipos de MOD. Por este motivo se ha medido un panel de 26 parametros
(proteinas totales, creatinina, urea, calcio, fosforo, UIBC, hierro, ferritina, amilasa, CK, ALT,
LDH, colesterol, triglicéridos, ALP, GGT, AST, glucosa, proteina C reactiva, haptoglobina,
ADA, TIOL, CUPRA, TEA, ACHE y BCHE) en LCR, para buscar biomarcadores, que
ayuden al diagnéstico precoz y a la distinciébn entre los subtipos, en los animales que

padecen este tipo de patologias.

Material y métodos: Los animales de este estudio se dividieron en: grupo control (grupo
A), compuesto por animales con epilepsia idiopatica y grupo problema, que se subdividio
en dos: perros con MOD (grupo B) y perros con MOD tratados con glucocorticoides (grupo
C). Se obtuvo una RM y analisis rutinario de LCR en todos ellos, descartandose las
meningoencefalitis de origen infeccioso en los animales que presentaban MOD. La
medicion de los parametros en LCR se realiz6 mediante un analizador automético de
bioguimica. Para realizar el estudio comparativo entre grupos (grupo control, grupo
problema y grupo problema con corticoides) se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis, seguido del test de Dunn para comparaciones multiples.

Resultados: Tras la medicién de los 26 pardmetros se observé que 19 pudieron ser
detectados en LCR canino (proteinas totales, creatinina, urea, calcio, fosforo, ferritina,
amilasa, colesterol, triglicéridos, LDH, AST, GGT, glucosa, CRP, ADA, CUPRA, TEA, ACHE
y BCHE) mostrando algunos de ellos alteraciones estadisticamente significativas entre los
grupos, mientras que en otros parametros no fue posible su medicién (UIBC, hierro, CK,
ALT, ALP, haptoglobina 'y TIOL).
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Resumen

Discusion: La utilidad de biomarcadores para el diagndstico precoz de enfermedades
inflamatorias del SNC, es la tendencia en medicina humana. Estos biomarcadores no solo
se han utilizado para el diagndéstico precoz, sino también para ofrecer un prondstico e
incluso monitorizar la efectividad de determinados tratamientos. En el caso de las MOD,
hasta ahora no hay estudios con una informacion relevante que sea capaz de solventar el
gran inconveniente de no poder obtener un diagndstico definitivo de estas patologias, que
no sea de manera postmortem. Ni que ayude a que el diagnéstico de los distintos subtipos
de éstas deje de realizarse de manera presuntiva. La medicién de un panel de analitos ha
resultado de utilidad, al observarse valores diferentes en parametros del LCR entre el grupo
control y el grupo problema Estos resultados podrian tener utilidad como marcadores
tempranos de esta patologia, ayudando a la distincion entre los diferentes subtipos de MOD
e incluso podrian ser de utilidad para el pronéstico de la enfermedad y el seguimiento de

los animales que se encuentren bajo tratamiento.

Conclusiones: Existen analitos en LCR que varian en perros con epilepsia idiopatica y
perros con MOD que podrian utilizarse como biomarcadores de estas patologias. Ademas,
otros analitos son detectables en LCR canino, pero no varian en perros con epilepsia
idiopatica y perros con MOD. Finalmente, otros parametros no se pudieron detectar en el
LCR de los perros incluidos en este estudio y deberia considerarse su medicion utilizando
otras técnicas analiticas mas sensibles. La administraciéon de glucocorticoides varia los
resultados obtenidos en el LCR, hecho que debe considerarse para la correcta

interpretacion de estos analitos en perros tratados con estos farmacos.
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Summary

Background: Inflammatory diseases of the central nervous system (CNS), in dogs, are
difficult processes to diagnose due to the structure of this organ and the low percentage of
cases observed in the clinic. Imaging tests and cerebrospinal fluid (CSF) analysis are
essential for diagnosis. In dogs with meningoencephalitis of unknown etiology (MOU),
definitive diagnosis of these animals is only possible postmortem, since magnetic resonance
imaging (MRI) and CSF analysis are unable to provide a definitive diagnosis, nor to
distinguish between the different subtypes of MOU. For this reason, a panel of 26
parameters was measured (total protein, creatinine, urea, calcium, phosphorus, UIBC, iron,
ferritin, amylase, CK, ALT, LDH, cholesterol, triglycerides, ALP, GGT, AST, glucose, C-
reactive protein, haptoglobin, ADA, TIOL, CUPRA, TEA, ACHE and BCHE) in CSF, to
search for biomarkers, which help early diagnosis and distinction between subtypes, in

animals suffering from this type of pathologies.

Material and methods: The animals in this study were divided into: control group (group
A), composed of animals with idiopathic epilepsy and problem group, which was subdivided
into two: dogs with MOU (group B) and dogs with MOU treated with glucocorticoids (group
C). MRI and routine CSF analysis were obtained in all of them, ruling out
meningoencephalitis of infectious origin in the animals with MOU. CSF parameters were
measured using an automatic biochemistry analyzer. To perform the comparative study
between groups (control group, problem group and problem group with corticoids), the
Kruskal-Wallis nonparametric test was applied, followed by Dunn's test for multiple

comparisons.

Results: After measurement of the 26 parameters it was observed that 19 could be detected
in canine CSF (total proteins, creatinine, urea, calcium, phosphorus, ferritin, amylase,
cholesterol, triglycerides, LDH, AST, GGT, glucose, CRP, ADA, CUPRA, TEA, ACHE and
BCHE) showing some of them statistically significant alterations between groups, while in
other parameters their measurement was not possible (UIBC, iron, CK, ALT, ALP,
haptoglobin and TIOL).
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Summary

Discussion: The use of biomarkers for the early diagnosis of inflammatory diseases of the
CNS is a trend in human medicine. These biomarkers have not only been used for early
diagnosis, but also to provide a prognosis and even to monitor the effectiveness of certain
treatments. In the case of MOU, so far there are no studies with relevant information that
would be able to solve the major drawback of not being able to obtain a definitive diagnosis
of these pathologies, other than postmortem. Nor that would help to stop the diagnosis of
the different subtypes of these diseases from being made in a presumptive manner. The
measurement of a panel of analytes has been useful, as different values in CSF parameters
were observed between the control group and the problem group. These results could be
useful as early markers of this pathology, helping to distinguish between the different
subtypes of MOU and could even be useful for the prognosis of the disease and the follow-

up of the animals under treatment.

Conclusions: There are CSF analytes that vary in dogs with idiopathic epilepsy and dogs
with MOU that could be used as biomarkers of these pathologies. In addition, other analytes
are detectable in canine CSF, but do not vary in dogs with idiopathic epilepsy and dogs with
MOU. Finally, other parameters could not be detected in the CSF of the dogs included in
this study and their measurement using other more sensitive analytical techniques should
be considered. The administration of glucocorticoids varies the results obtained in CSF, a
fact that should be considered for the correct interpretation of these analytes in dogs treated

with these drugs.
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Introduccion

La presentacion de pacientes neurolégicos en la consulta veterinaria supone con
frecuencia un reto complicado para la clinica de pequefios animales. La neurologia posee
muchas particularidades que hacen que los casos clinicos puedan resultar dificiles o
complejos. Conocer las peculiaridades de la neurologia y seguir un método adecuado con
el paciente son la clave del éxito en la resolucion de los casos neurolégicos (Morales &
Montoliu, 2012).

La estructura y funcionamiento del sistema nervioso (SN) son diferentes a cualquier
otro 6rgano o sistema y, en general poco conocidos. Ademas, la incidencia de problemas
neuroldgicos es baja y los clinicos suelen estar poco habituados a tratar con ellos (Gernone
et al., 2022).

Los pacientes neurologicos sufren a menudo cuadros clinicos desagradables y
desconcertantes para el propietario, donde el manejo puede ser complicado debido a la
presencia de dolor, de posturas particulares o comportamientos anormales. Ademas, en
neurologia se barajan con frecuencia prondsticos reservados o desfavorables, donde es
necesario una actuacioén inmediata y adecuada para mejorar la resolucién del caso y la

supervivencia del paciente (Orlandi et al., 2020).

En base a todas estas connotaciones se deriva la necesidad de un abordaje

especifico y protocolarizado de los casos. (Pierce & Albert, 2022).

El diagnéstico diferencial en los pacientes neurolégicos también esta
protocolarizado, y se basa en el acronimo VITAMIND, donde cada una de sus letras
corresponde a la inicial de una etiologia o entidad clinica determinada (Tabla 1). La
aplicaciéon de las diferentes enfermedades bajo entidades comunes se justifica desde un
punto de vista historico debido a la ausencia inicial de pruebas para explorar el sistema
nervioso central, lo que requeria de una precision mayor en el diagndéstico diferencial

limitandose principalmente a la anamnesis y la exploracion (Tappin et al., 2011).
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Protocolo VITAMIND Inicio Curso
Vascular Agudo No progresivo
Inflamatorio-infeccioso Cronico/Agudo Progresivo
Traumatico Agudo No progresivo
Anomalia congénita Cronico Progresivo/No progresivo
Metabolico Cronico/Agudo Insidioso/Progresivo
Idiopético Segun enfermedad Segun enfermedad
Neopléasico Cronico Progresivo
Degenerativo Cronico Progresivo

Tabla 1. Tabla resumen de las entidades clinica para las siglas VITAMIND

La lista de entre los posibles diagndsticos diferenciales se ordenaran por orden de
probabilidad dependiendo de la edad del animal y raza, encabezada por las enfermedades
mas probables y acabada por las menos probables. Las enfermedades inflamatorias son la
segunda causa mas probable de diagndstico diferencial en los pacientes neuroldgicos, por
lo que el porcentaje de pacientes que se presentan en la clinica con patologias inflamatorias
del SNC es estadisticamente mas elevado que para otro tipo de entidades clinicas (Kipar
et al., 1998).
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Las enfermedades inflamatorias del SNC son un grupo heterogéneo, que engloba a
multiples enfermedades. Incluye a las inflamaciones de etiologia infecciosa y a las no
infecciosas o de origen inmunomediado, que son denominadas “de etiologia desconocida”.
(J. N. Nessler et al., 2021).

En estas enfermedades inflamatorias de etiologia desconocida (MOD), en las que
los hallazgos clinicos sugieren una etiologia no infecciosa, pero no se ha llegado al
diagnostico definitivo histopatoldgico, las pruebas complementarias de diagndstico por
imagen y; la obtencion y recoleccion del liquido cefalorraquideo (LCR) son fundamentales
para llegar al diagnostico presuntivo (Cornelis et al., 2019).

Aungue se han investigado multiples marcadores para el diagnéstico de este tipo de
patologias, el diagndstico definitivo, en la actualidad, se basa esencialmente en la
histopatologia postmortem. Actualmente se estan investigando diferentes marcadores para
ayudar al diagnéstico de este tipo de procesos. Las proteinas de fase aguda, como la
proteina C reactiva, ha resultado util en el diagnostico de meningitis sensible a los
esteroides, asi como de otras afecciones inflamatorias sistémicas (Andersen-Ranberg
et al., 2021).

También la proteina acida fibrilar glial (GFAP) parece ser un buen marcador de

encefalitis de perros, particularmente en los de la raza Carlino (Shibuya et al., 2007).

Los marcadores de diagnostico propuestos a menudo carecen de especificidad para
hacer un diagnéstico clinico de MOD, y aun menos para distinguir entre los diferentes
subtipos de MOD. La busqueda de biomarcadores en LCR, para conseguir un diagndstico
en las enfermedades inflamatorias de etiologia desconocida o que ayude a distinguir entre
los diferentes subtipos de éstas se ha convertido en un reto (Andersen-Ranberg et al.,
2021).
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En las meningoencefalitis de origen desconocido, al verse afectadas las estructuras
gue forman parte del encéfalo y del sistema meningeo, es l6gico pensar que la medicién de
ciertos parametros en el liquido cefalorraquideo puede verse afectada. Por lo tanto,
encontrar biomarcadores de estas patologias en LCR, que incluso pudieran ofrecernos un
diagndstico precoz de las mismas podria suponer una mejoria importante en la calidad de
vida de estos pacientes, al poder implantarse un tratamiento paliativo antes de que la
sintomatologia asociada a estos procesos deteriore gravemente el estado del animal y de

su propietario (Andersen-Ranberg et al., 2021).
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Objetivos

Con el fin de recabar una mayor informacién sobre las patologias del SNC en
pequefios animales, y mas concretamente en animales con MOD, se ha medido un panel
de analitos en el LCR, con la hipotesis de que puedan aportar informacion de relevancia

sobre este tipo de patologias y ayudar a un diagnéstico temprano de las mismas.
Los objetivos de este estudio son dos:

1. Valorar que analitos se pueden medir en el liquido cefalorraquideo de perros con

meningoencefalitis de origen desconocido.

2. Estudiar la existencia de alteraciones en diferentes pardmetros, en animales con
meningoencefalitis de origen desconocido, con el fin de valorar si estos
pardmetros podrian considerarse biomarcadores de la enfermedad, ayudar a un
diagnostico definitivo de las enfermedades inflamatorias de etiologia
desconocida, distinguir entre los subtipos de éstas o incluso ayudar a obtener un

diagndstico precoz de la misma.

Nuestra hipétesis de trabajo es que se van a encontrar alteraciones en diferentes

pardmetros en el LCR de perros con MOD.
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e El sistema nervioso central y sus componentes

El sistema nervioso central esta formado por una red tisular altamente especializada,
gue se encarga de recibir diferentes informaciones y desencadenar las respuestas
adecuadas para adaptar al organismo a su situacion y necesidades. Segun el tipo de
estimulo recibido y el nivel neuroanatémico donde se integre, se aprecian respuestas
reflejas o conscientes, que modifican tanto funciones vegetativas como somaticas. Este
tejido nervioso contiene dos tipos celulares principales: las neuronas y las células de sostén
(Morales & Montoliu, 2012).

Anatomicamente el SNC esté formado por el encéfalo y la médula espinal (Figura 1).
Ambos se encuentran protegidos por una envoltura 6sea, en concreto, por el craneo y la
columna vertebral respectivamente. Ademas, el SNC esta recubierto por tres membranas
denominadas meninges. Desde un punto de visto macroscopico, en un corte transversal se

diferencian la sustancia gris y la sustancia blanca (Poad et al., 2021):

= Sustancia gris: Se corresponde con cimulos de somas neuronales y es de aspecto

grisaceo, motivo por el cual se denomina asi.

= Sustancia blanca: Se corresponde con grupos de fibras y es de aspecto

blanquecino, debido a su elevado contenido en mielina.

Tanto en el encéfalo como en la médula espinal, la sustancia gris y blanca se

distribuyen en una disposicion particular y caracteristica (Klinck et al., 2017) (Figura 2).

Figura 1. Localizacion del encéfalo y la medula espinal.

23



Revision bibliogréafica

PLANO FRONTAL
DEL CEREBRO

|| TRANSVERSAL

_~~_— MEDULA \ 7
ﬁ “~= ESPINAL . L =€

| ']
’

Y 7 f
)\
T susancia b A
—__ _coms Y
SUSTANCIA ———— = £
BLANCA : .

SECCION TRANSVERSAL

DE LA MEDULA ESPINAL SECCION FRONTAL

DEL CEREBRO

Figura 2. Disposicidon de la sustancia gris y la sustancia blanca en el encéfalo y en

la medula espinal.

Encéfalo

El encéfalo es la porcion intracraneal del SNC. Presenta tres divisiones anatémicas

principales: cerebro, cerebelo y tronco del encéfalo. Aunque conforman una estructura

indivisible y estdn necesariamente interrelacionadas, se tratan de forma independiente
(Aige, 2002) (Figuras 3y 4):

Cerebro: También llamado telencéfalo, es la porcion mas rostral del encéfalo. Esta
formado por dos hemisferios cerebrales, conectados entre ellos y unidos al tronco
del encéfalo. La corteza cerebral tiene funciones de asociacion sensitiva y motora,
presenta multiples pliegues o circunvoluciones, separados por surcos, o que permite

aumentar la superficie cortical (King, 1999).

Cerebelo: Ocupa una posicion caudal en el encéfalo, situado sobre el tronco del
encéfalo y bajo el tentorio. Esta formado por un vermis (porcién central impar) y dos
hemisferios cerebelosos (porciones laterales). La corteza también presenta
numerosos pliegues y fisuras que separan diferentes I6bulos. En la base del
cerebelo se encuentran los pedunculos cerebelosos que conectan el cerebelo con el
tronco del encéfalo. Los pedunculos cerebelosos rostrales lo unen al mesencéfalo,

los medios al puente y los caudales a la médula oblongada (Moro et al., 2003).
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Tronco del encéfalo: Es la porcion del encéfalo que ocupa la fosa medial y caudal

del craneo. En el tronco del encéfalo existe una red entrecruzada de sustancia gris

y sustancia blanca, llamada por su aspecto formacion reticular, que se reconoce

principalmente en la porcion central de éste. Las divisiones anatomicas del tronco

del encéfalo de rostral a caudal son: diencéfalo, mesencéfalo, puente y médula
oblongada (Pesini et al., 2004).

©)

o

Diencéfalo: Es la porcibn mas rostral del tronco del encéfalo. Aunque
corresponde anatomicamente al tronco del encéfalo, algunos signos clinicos
derivados de las lesiones diencefélicas son similares a los de las lesiones
cerebrales, por lo que clinicamente se habla con frecuencia de localizaciones
o0 signos prosenceféalicos (Hintzen et al., 2018). El prosencéfalo corresponde

al cerebro y al diencéfalo conjuntamente.

Mesencéfalo: Se sitla entre el diencéfalo y el puente, y conecta con el
cerebelo mediante los pedunculos cerebelosos rostrales. Se distingue
anatémicamente una porcion dorsal (tecto o techo) y una porcién ventral
(pedunculos cerebrales). El techo presenta cuatro prominencias llamadas
coliculos. Los coliculos rostrales forman parte de las vias visuales, mientras

gue los coliculos caudales forman parte de las vias auditivas (King, 1999).

Puente: También llamado metencéfalo, se sitla entre el mesencéfalo y la
médula oblongada, y conecta con el cerebelo mediante los pedunculos
cerebelosos medios. Se distinguen anatomicamente una porcion dorsal o
tegmento y una porcion ventral. EI tegmento corresponde al suelo del cuarto
ventriculo (Aige, 2002).

Médula oblongada: También llamada mielencéfalo, es la porcibn mas caudal

del tronco del encéfalo y se continua con la médula espinal en su salida por
el agujero magno. Conecta con el cerebelo a través de los pedunculos
cerebelosos caudales. Se distinguen dorsalmente el tegmento y ventralmente

las piramides (Hayashi et al., 1987).
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Figura 3. Vista lateral de las divisiones anatémicas del encéfalo.
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Figura 4. Vista ventral de las divisiones anatémicas del encéfalo.
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Médula espinal

La médula espinal es la parte del SNC protegida por la columna vertebral. Se situa
en el interior del canal vertebral, como la continuacion de la médula oblongada a través del
agujero magno y hasta alcanzar las ultimas vértebras lumbares o sacras (R. Platt & J. Olby,
2008).

La meédula espinal es una estructura cilindrica con un ligero aplanamiento
dorsoventral, que presenta dos engrosamientos (intumescencias) y finaliza caudalmente en
un estrechamiento conico (cono medular). Presenta una organizacion segmentaria,
formada por multiples segmentos medulares con una estructura similar entre ellos (Figura
5). En cada segmento medular se aprecian dos raices ventrales y dos raices dorsales. Una
seccion transversal de la médula espinal evidencia una estructura interna simétrica,
separada a nivel del plano medio por el surco medio dorsal y por la fisura mediana dorsal
(Alvarado et al., 2013).

Presenta, ademas, una pequefia luz interior que corresponde al canal central, que
se trata de un estrecho canal vestigio de la luz del tubo neural embrionario (Figura 6). Es la
continuacion del cuarto ventriculo del encéfalo, del que se hablara posteriormente, esta
tapizado por ependimocitos y contine LCR (Morales & Montoliu, 2012).

Segmento Medular

€1-C5
a2 T3.13 L4-Cda

Fllum
Terminal

Cauda
Equina
T T T Cono
1< 612 T3.13 Medular
—
L4-Cda
Vertebras

Figura 5. Organizacion de los segmentos medulares en la médula espinal.
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Figura 6. Corte transversal de un segmento medular.

Sistema ventricular

El sistema ventricular esta formado por un conjunto de cavidades continlas situadas
en el interior del SNC y por las que circula el LCR. Estas cavidades con un vestigio de la
luz del tubo neural embrionario, y se encuentran tapizadas por ependimocitos (Gonzalez-
Soriano et al., 2001).

En el encéfalo se distinguen cuatro ventriculos: dos ventriculos laterales, el tercer
ventriculo y el cuarto ventriculo. Cada uno de los ventriculos laterales se sitla en el interior
de un hemisferio cerebral y presenta una forma arqueada. El tercer ventriculo se encuentra
en el diencéfalo y tiene forma de anillo dispuesto alrededor de la adherencia intertalamica.
El cuarto ventriculo se localiza a nivel del puente y la médula oblongada rostral,

ventralmente al cerebelo (Morales & Montoliu, 2012).

Los dos ventriculos laterales se comunican con el tercer ventriculo a través de los
agujeros interventriculares. El tercer y el cuarto ventriculo se comunican mediante el
acueducto mesencefalico. El cuarto ventriculo se continua con el canal central de la médula
espinal y presenta ademas unos recesos laterales por donde el LCR pasa del sistema

ventricular al espacio aracnoideo (Figura 7) (Schmidt et al., 2015).
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Figura 7. Sistema ventricular.

Meninges del encéfalo

Las meninges son tres estructuras membranosas que envuelven al SNC. De interna

a externa se dividen en: la piamadre, la aracnoides y la duramadre (Figuras 8 y 9). La

piamadre y la aracnoides son finas y débiles, y se conocen también como leptomeninges.

La duramadre es mas gruesa y fibrosa, y se conoce también como paquimeninge (Summers

et al., 1995).Se describen asi (Aglera Carmona & Ruiz Lopez, 2005):

Piamadre: Es la mas interna y se mantiene en intimo contacto con el parénquima
nervioso (Figura 10). Sus vasos sanguineos constituyen la barrera
hematoencefalica, que tiene una permeabilidad selectiva, importante para la
nutricion del SNC y la accion de drogas con tropismo neurologico. Esta membrana

también regula la concentracion molecular del LCR.

Aracnoides: Reviste internamente a la duramadre y se une a la piamadre mediante
unas trabéculas (Figura 10). Entre la piamadre y la aracnoides existe el espacio

subaracnoideo, por el que circula el LCR.
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Duramadre: Es la membrana mas externa. En el encéfalo, se encuentra adherida al
periostio del craneo y albergando a los senos que recogen la sangre venosa del
encéfalo (Figura 11). Se encuentra separada del hueso en el canal vertebral por el
espacio epidural. Existen unas prolongaciones internas de la duramadre que
separan diferentes estructuras encefalicas como la hoz del cerebro, que se sitla
dentro de la fisura longitudinal del cerebro y separa a ambos hemisferios cerebrales.
Otra estructura es la tienda del cerebelo, que se sitia a continuacion de la apofisis
tentoria y separa a cerebro de cerebelo. Clinicamente se habla con frecuencia de
estructuras o lesiones infratentoriales y supratentoriales, en referencia a su situacion
anatémica respecto a la apofisis tentoria. Entre la aracnoides y la duramadre existe

un espacio virtual llamado espacio subdural (Dasgupta & Jeong, 2019).

CRANEO

DURAMADRE
ARACNOIDES

PIAMADRE

ESPACIO

SUBARACNOIDEO
CORTEZA CEREBRAL

Figura 8. Distribucién de las meninges en el encéfalo

Médula
espinal

Piamadre

Aracnoides

Duramadre

Meninges

Figura 9. Distribucién de las meninges en la médula espinal.
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Figura 10. Imagen de necropsia de la piamadre y la aracnoides en el encéfalo.

Figura 11. Imagen de necropsia de la duramadre en el encéfalo.
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Debido a la disposicion de la piamadre respecto a la aracnoides, en determinadas

zonas el espacio subaracnoideo se ensancha dando lugar a cisternas, repletas de LCR. De

entre las multiples cisternas existentes, destacan por su interés clinico (King, 1999):

Cisterna magna: O cisterna cerebelomedular. Se sitla entre el cerebelo y la médula
oblongada. Esta cisterna suele ser la zona de eleccion mas frecuente para la

extraccion de las muestras de LCR (Fatih et al., 2014).

Cisterna cuadrigémina: Situada en posicion dorsal a los coliculos mesencefalicos
(Silva et al., 2022).

Cisterna lumbar: Situada entre el cono medular de la médula espinal (sobre el nivel
vertebral de L2) y el extremo inferior del espacio subaracnoideo (sobre el nivel
vertebral de S2). Este espacio estd ocupado por las raices anterior y posterior que
constituyen la cola de caballo y el filum terminal. También es una zona de eleccion

para la extraccién de muestras de LCR (Edward et al., 1998).

e La barrera hematoenceféalica y su funcion

La barrera hematoencefalica (BHE) es una capa de aislamiento que impide la

entrada al encéfalo de sustancias procedentes de la circulacion sanguinea. Se encuentra

tapizando estructuras capilares que penetran en el SNC, y consta de tres elementos (Figura
12) (Webb & Muir, 2000):

Endotelio capilar especializado: Las células endoteliales estan altamente
especializadas y caracterizadas por menor actividad de pinocitosis, ausencia de
fenestraciones y con una expresion caracteristica de receptores del transporte trans
membrana. En los capilares cerebrales, cada célula endotelial esta intimamente
unida a las células adyacentes, lo que hace impermeable la pared interna del capilar.
El sellado del endotelio se asocia principalmente a tres proteinas: la claudina, la
ocludina y moléculas de adhesion celular; ademas de presentar otras proteinas

citoplasmaticas accesorias que las anclan (Helms et al., 2015).
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Membrana basal continua: Compuesta de células de alta densidad que se
denominan pericitos y que restringen el paso de sustancias del torrente sanguineo
mucho mas de lo que lo hacen las células endoteliales capilares en otras partes del
cuerpo. Los pericitos son células murales, contractiles que se envuelven alrededor
de las células endoteliales de los capilares en todo el cuerpo. Estas células se
incrustan en la membrana basal, donde se comunican con las células endoteliales
de los vasos mas pequefios por medio de contacto fisico directo y de sefalizacion
paracrina. Los capilares en el cerebro estan envueltos por pericitos que, responden
a la actividad neuronal y controlan el flujo sanguineo en un nivel mas local que las
arteriolas (Liu et al., 2006).

Procesos astrocitarios pericapilares: Los procesos astrocitarios rodean las
células endoteliales de la barrera hematoencefélica, proporcionando apoyo
bioguimico a estas células. Numerosos procesos astrocitarios rodean mas del 90 %
de la superficie de células endoteliales del cerebro y junto con pericitos, células de
microglia, y terminaciones neuronales, forman la unidad neurovascular (Qin et al.,
2019).
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Figura 12. Elementos que componen la barrera hematoencefalica.
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Sus caracteristicas le confieren escasa permeabilidad y elevada resistencia
eléctrica, lo que mantiene al SNC en condiciones aisladas e independizadas del resto del
organismo (Vernon et al., 2011), y de este modo permite excluir del cerebro a cerca del
100% de las grandes moléculas neuroterapéuticas y mas del 98% de todos los farmacos
de moléculas pequefias (Pardridge, 2011).

El parénquima del SNC se encuentra enclavado en un ambiente parcialmente
aislado de cambios en la composicion sanguinea gracias a la barrera hematoencefalica.
Esta difiere sustancialmente de los capilares de la circulacion general en tres caracteristicas

fundamentales (Hawkins, 2005):

= La mas importante es la presencia de uniones estrechas entre las células

endoteliales con ausencia de fenestraciones entre éstas (zonula ocluyente)

= La presencia de los pericitos, descritos anteriormente, asociados a una membrana

basal que rodean al capilar.
= Una red de prolongaciones de los astrocitos que envuelven las estructuras del SNC.

Esta conformacion impide que las sustancias toxicas para el SNC tengan acceso
directo a su parénquima, a la vez que permite un control mas exhaustivo del riego
sanguineo. Un pequefio numero de regiones en el cerebro, incluyendo el techo del tercer y
cuarto ventriculo, el techo del diencéfalo y la glandula pineal, no tienen barrera

hematoencefalica (McConnell & Mishra, 2022).

La barrera hematoencefélica actia de manera eficaz al proteger al cerebro de la
mayoria de los patdgenos. Por lo tanto, las infecciones del cerebro son muy raras, graves
y dificiles de tratar. Los anticuerpos son demasiado grandes para cruzar la barrera
hematoencefalica, y sélo ciertos antibioticos son capaces de traspasarla. En algunos casos,
un farmaco tiene que ser administrado directamente en el LCR, para que asi pueda entrar

en el cerebro mediante el cruce de esta barrera (Ishida, 2004).
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El superar la dificultad de la administracibn de agentes terapéuticos a regiones
especificas del cerebro presenta un reto importante para el tratamiento de la mayoria de
las patologias del SNC. En su papel neuroprotector, las funciones de la barrera
hematoencefélica obstaculizan el suministro de muchos agentes de diagnostico y
terapéuticos potencialmente importantes para el encéfalo. Moléculas y anticuerpos
terapéuticos que de otro modo podrian ser eficaces en el diagndstico y terapia no atraviesan
la barrera hematoencefalica en cantidades adecuadas. Los métodos para la administracion
de farmacos a traves de la barrera hematoencefalica incluyen la implantacion intracerebral

y la distribucién potenciada por conveccion. (Pardridge, 2011).

La barrera hematoencefalica es mas permeable durante la inflamacion. Esto permite
a algunos antibidticos y fagocitos moverse a través de la barrera hematoencefalica cuando
ésta se encuentra alterada. Sin embargo, esto también permite que las bacterias y los virus
puedan infiltrarse. Una de las vias mas comunes que emplean los pocos virus capaces de
infectar el SNC es comenzar a través de una terminacion nerviosa, como las terminaciones
nerviosas de la mucosa olfativa, para a continuacién ascender hasta el encéfalo por el
nervio olfativo (Rudd et al., 2006). El Herpesvirus tipo 1 que provoca la Enfermedad de
Aujeszky fue capaz de penetrar a través de las terminaciones nerviosas de la mucosa oral
de perros de caza y propagarse hasta el cerebro a través de los axones nerviosos

provocando un cuadro clinico de este patologia en los animales (Dieguez, 2020).

Esta barrera permite el paso del agua, algunos gases y de moléculas solubles en
lipidos por medio de difusién pasiva, asi como el transporte selectivo de moléculas tales
como glucosa y aminoacidos que son cruciales para la funcion neuronal (Maeda & Kanda,
2013).

Otros métodos utilizados para atravesar la barrera hematoencefélica implican el uso
de sistemas de transporte endogenos, incluyendo transportadores portadores tales como
los portadores de glucosa y aminoacidos; mediados por el receptor de transcitosis para
insulina o transferrina; y el bloqueo de transportadores de salida activos, tales como la

glicoproteina P. (Veziers et al., 2001).
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Los péptidos son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica a través de diversos
mecanismos, lo que ha permitido la apertura de nuevas vias de diagndstico y terapias
(Banks et al., 1982). Sin embargo, estos datos de transporte a la barrera hematoenceféalica
se encuentran dispersos en la literatura, en diferentes tipos de disciplinas, utilizando
metodologias diversas e informes de distintos aspectos de afluencia o salida (Lessard et al.,
2022; Pardridge, 2011).

Por lo tanto, una base de datos integral de péptidos que atravesaban la barrera
hematoencefélica fue construida para recopilar los datos disponibles en la literatura (van
Dorpe et al., 2012).

La base de datos es una herramienta Gtil para priorizar las opciones de los péptidos,
para evaluar diferentes respuestas de la barrera hematoencefélica o estudiar de manera
cuantitativa y estructural las propiedades de las relaciones de péptidos. Debido a que una
multitud de métodos se han utilizado para evaluar el comportamiento de los compuestos de
la barrera hematoencefélica, se han clasificado estos métodos y sus respuestas (Trapa
et al., 2019).

Por otra parte, la barrera hematoencefalica puede impedir la entrada de lipofilicos y
neurotéxicas potenciales, como la toxina botulinica, que se puede encontrar en algunos
alimentos y afectar a los nervios periféricos. La barrera hematoencefalica a menudo evita
gue este tipo de toxinas lleguen al sistema nervioso central donde pueden causar dafios
graves o fatales, por medio de un mecanismo de transporte activo mediado por la
glicoproteina P (Hao et al., 2019).

36



Revision bibliogréafica

e Las enfermedades inflamatorias del SNC y las MOD

Las enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central son un grupo
importante a considerar, cuando un animal presenta disfuncién neurolégica. En este tipo de
patologias, por la relacién anatomica entre estas estructuras, mas de un area del SN suele
estar involucrada en un proceso inflamatorio. Asi, la inflamacion de las meninges
(meningitis) y la inflamacion del encéfalo (encefalitis) se producen frecuentemente de forma
simultdnea (meningoencefalitis) en un mismo animal, aunque cada una puede darse por
separado también (R. Platt & J. Olby, 2008).

Las enfermedades inflamatorias, como norma general, tienden a presentar un inicio
agudo y un curso progresivo, aunque en ocasiones también aparecen de una forma mas
cronica. La distribucion puede ser multifocal o difusa, y frecuentemente asimétrica en el
SNC. Las manifestaciones neurolégicas son bastante variables y reflejan la localizacion de

los focos inflamatorios en el interior del sistema nervioso (Cynthia, M.; Kahn, 2007).

Los sintomas que aparecen en los animales con meningoencefalitis,
independientemente de su etiologia y localizacion son: fiebre, hiperestesia, rigidez y dolor
cervical; y contracciones musculares paraespinales (Cornelis etal., 2019). Las
manifestaciones neuroldgicas especificas reflejan la localizacion de los focos inflamatorios
en el interior del sistema nervioso, observandose desde depresion a coma, ceguera, paresia
progresiva, ataxia cerebelosa o vestibular, opistotonos, déficits de los nervios craneales y

convulsiones (Cynthia, M.; Kahn, 2007).

Las causas de inflamacién del SNC pueden ser infecciosas y no infecciosas. En
pequefios animales las causas infecciosas incluyen (Nghiem & Schatzberg, 2010):

e Organismos viricos: como el responsable del moquillo canino.
¢ Organismos protozoarios: como Toxoplasma gondii 0 Neospora caninum.
e Organismos fungicos: como el responsable de la criptococosis.

¢ Rickettsias: responsables de la ehrlichiosis y la Fiebre de las Montafias

Rocosas.
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Las causas inflamatorias del SNC no infecciosas se engloban actualmente bajo el
nombre de meningoencefalitis 0 meningoencefalomielitis de origen desconocido (MOD).
Las mas comunmente diagnosticadas en perros incluyen enfermedades como la
meningoencefalitis granulomatosa (GME), la meningoencefalitis necrotizante (MEN), la
leucoencefalitis necrotizante (LEN) y meningoencefalomielitis eosinofilica (Coelho et al.,
2019).

Las MOD constituyen un conjunto de enfermedades inflamatorias asupurativas, que
se caracterizan por un infiltrado perivascular de células reticuloendoteliales y ausencia de
agentes infecciosos como responsables de las mismas y en las que no se ha obtenido un
diagndstico histopatologico. Sin embargo, existen algunos aspectos clinicos y de imagen

gue pueden sugerir una enfermedad especifica (Morales & Montoliu, 2012).

El diagnéstico definitivo de las MOD se realiza mediante histopatologia. Son dificiles
de clasificar, diagnosticar y tratar. La meningoencefalitis granulomatosa, la
meningoencefalitis necrotizante, la leucoencefalitis necrotizante y la meningoencefalitis

eosninofilica varian en presentacion clinica y hallazgos de imagen (Granger et al., 2010).

Para la realizaciébn de un correcto diagndstico de las meningoencefalitis deberia
realizarse un examen oftalmoldgico para valorar si existe evidencia de cambios en el fondo

de ojo o uveitis compatibles con enfermedad inflamatoria (Smith et al., 2018).

El diagnostico presuntivo de una enfermedad inflamatoria del SNC tipicamente se
basa en la deteccion, en el analisis del LCR, de un incremento de leucocitos, junto con un
incremento en la concentracion de proteinas. En pocos casos, puede obtenerse un LCR
normal en un animal con una enfermedad inflamatoria del SNC confirmada. Esto puede
ocurrir en el caso de que la inflamacion no impligue a las meninges o al ependimo del
sistema ventricular o si el animal ha sido tratado con un corticoesteroide previamente a la
extraccion del LCR. Las elevaciones de la concentracion de proteinas pueden ser el
resultado de la ruptura de la barrera hematoencefalica o de la produccién intracraneal de
anticuerpos. Es probable que estos dos mecanismos contribuyan a la elevacion del nivel de
proteinas que se observa en la mayoria de las enfermedades del SNC (Cornelis et al.,
2016).

38



Revision bibliogréafica

La evaluacién mediante citologia del LCR proporciona informacién adicional sobre la
posible causa de la meningoencefalitis en estos animales. Asi, las enfermedades viricas,
bacterianas, protozoarias, fungicas y las producidas por rickettsias; presentan
caracteristicas diferentes en cuanto a la morfologia y tipo celular que se suele encontrar en
este fluido. En un intento de identificar la causa infecciosa de la inflamacion, se realizan
pruebas adicionales entre las que se pueden incluir: el cultivo del LCR para organismos
bacterianos o fuangicos; medicién de titulo de anticuerpos o antigenos en suero y LCR,;
analisis por PCR del LCR, si esta disponible (Uchida et al., 2016).

Los resultados del analisis del LCR, en la mayoria de los casos permiten la distincion

entre desérdenes inflamatorios y otras categorias de enfermedad (Lowrie et al., 2013).

Ademas de la informacion que proporciona el LCR, la resonancia magnética (RM)
es una prueba complementaria de diagnostico por imagen que sirve de ayuda en la
evaluacién de algunas afecciones inflamatorias, pero el diagndstico definitivo basado en las
imagenes no siempre es posible debido a que muchas enfermedades inflamatorias y no
inflamatorias tienen apariencia similar. Ademas, esta prueba ofrece informacion sobre el
prondstico de esta patologia y riesgo de mortalidad del animal (Pellegrino, F.; Suraniti, A.;
Garibaldi, 2003).

La repeticion del analisis de LCR a los 3 meses de tratamiento aporta informacion
atil, pues es cuando aumenta el riesgo de recidivas en estos animales. Ademas de éste, se
han encontrado una serie de factores que intervienen en el prondstico de la enfermedad
(Lowrie et al., 2013):

e Las lesiones focales tienen méas supervivencia que las multifocales.
e Los perros que presentan convulsiones viven menos.
e La mayoria de las muertes suelen ocurrir en las primeras 4 semanas.

e La supervivencia tras 3 meses es un indicador de buen pronastico.
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e El aumento de la presion intracraneal da un pobre prondstico a largo plazo. Asi, la
pérdida de surcos cerebrales y la herniacidbn a través del foramen magnum

incrementa el riesgo de mortalidad en los primeros 3 meses del diagnéstico.

El tratamiento de los animales con meningoencefalitis esta destinado al proceso
primario que ocasiona la patologia. Una vez se ha realizado un diagnéstico de
encefalomielitis basado en los resultados del LCR puede iniciarse un tratamiento con
clindamicina (10mg/kg via oral cada 12 horas) y/o trimetoprim-sulfonamida (15mg/kg via
oral cada 12 horas) para tratar infecciones protozoarias potenciales, mientras los resultados
de las pruebas adicionales seroldgicas o de PCR estan pendientes. Si no se detecta
ninguna causa infecciosa o el animal no responde a la terapia antibidtica inicial, se puede
llegar al diagnéstico presuntivo de MOD Yy se inicia un tratamiento con glucocorticoides. En
estos casos, dosis antiinflamatorias frecuentemente son efectivas para aliviar los signos
clinicos, pero pueden ser necesarias dosis mas altas, inmunosupresoras en algunos casos,
para manejar apropiadamente una enfermedad inmunomediada (Lawn & Harcourt-Brown,
2022).

Tras comenzar el tratamiento de un perro con MOD es posible no lograr una imagen
de RM normal, al cabo de los 3 meses de haberse iniciado éste, y la resolucion de todas
las lesiones que se observen en la imagen es necesaria antes de interrumpir el tratamiento
administrado al animal. Repetir la extraccién de LCR y la RM en los perros con MOD, parece
una herramienta util de prondstico de la enfermedad (Lowrie et al., 2013).

El prondstico en los animales con meningoencefalitis es variable y depende de la
inflamacion y; de la extension y gravedad de los déficits neurologicos asociados. Algunas
infecciones, especialmente aquellas causadas por agentes protozoarios y fungicos, son
dificiles de erradicar y son frecuentes las recaidas. Ademas, pueden persistir déficits
neuroldgicos residuales a pesar de un tratamiento exitoso de una infeccion debido a

lesiones irreversibles causadas por el agente etiolégico (Mufiana & Luttgen, 1998).
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e Tipos de MOD

Se han descrito diferentes tipos de MOD en base a su histopatologia, y que
inicialmente se descubrieron asociadas a un determinado tipo de razas. Catalogadas como
enfermedades inflamatorias del SNC, las meningoencefalitis de origen desconocido, son

las siguientes (J. N. Nessler et al., 2022):

Meningoencefalitis granulomatosa

La meningoencefalitis granulomatosa es una enfermedad inflamatoria no supurativa,
de etiologia desconocida, que afecta al SNC de perros y menos frecuentemente de gatos
(Schwab et al., 2007).

Aungue la causa de la GME es desconocida, las caracteristicas de la lesion sugieren
una posible base inmunoldgica de la enfermedad (Vandevelde et al., 1981), como una
hipersensibilidad mediada por células T de tipo retardado (Kipar et al., 1998).

Otros estudios sefialaron una posible causa infecciosa tipo virica como responsable
de la aparicién de la enfermedad, pero no se encontré ningln agente virico responsable de

la misma por técnicas inmunohistoquimicas (Sarfaty et al., 1986).

Se ha observado una cierta predisposicion racial, presentdndose mas comunmente
en perros de raza pequefia y toy de mediana edad (adultos jovenes), con una posible
predisposicidbn de caniches y terriers, aunque cualquier raza puede estar afectada.

Tampoco hay distinciones por sexo (Mufiana & Luttgen, 1998).
Existen tres formas clinicopatolégicas de la enfermedad (Granger et al., 2010):

= Laforma ocular de la enfermedad se manifiesta con un inicio agudo de las pupilas

dilatadas que no responden a la luz, secundaria a una neuritis Gptica.
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» La forma focal de la enfermedad se debe a la presencia de una Unica masa
granulomatosa, con areas de predileccion en la region del puente y médula
oblongada (angulo cerebelopontino); y el prosencéfalo. Esta forma focal tiene un

inicio mas gradual y una progresion lenta, que suele ser de 3 a 6 meses.

» Laformadifusa de la enfermedad se presenta con signos clinicos que sugieren una
lesion en el SNC multifocal, donde las areas mas frecuentemente involucradas son
el cerebro, el tronco del encéfalo, cerebelo y la médula espinal cervical. Los signos

clinicos normalmente son agudos y progresivos.

Para el diagnostico de la GME es necesario la realizacion de la hematologia y la
bioquimica sérica, que suelen ser normales; aunque en la forma difusa se puede encontrar

un leucograma inflamatorio (Barnes et al., 2019).

Las técnicas de imagen, como la RM, pueden mostrar una masa en la forma focal
de la enfermedad, mientras que en la forma difusa el parénquima del encéfalo puede
presentar un aspecto heterogéneo. El hallazgo mas comun es una 0 mas masas que
realzan el contraste. La imagen, por lo general, resulta no diferenciable entre lesiones
inflamatorias 0 neoplasia, por o que en estos casos la extraccién de LCR es crucial para
su diferenciacion (Oliphant et al., 2017).

El analisis del LCR tipicamente revela una pleocitosis, que suele ser de ligera a
marcadamente mononuclear (20 a 100 células nucleadas/ml), con un incremento asociado
en la concentracion de proteinas. Sin embargo, se han descrito en ocasiones pleocitosis
mixtas, asi como analisis de LCR normal, especialmente en el caso de la GME ocular
(Bailey & Higgins, 1986).

El diagnéstico definitivo sélo se puede realizar mediante histologia en el examen
post-mortem o mediante biopsia. El diagnostico ante-mortem es presuntivo en la mayoria
de los casos, basado en las caracteristicas clinicas, el analisis del LCR, la exclusion de
etiologias infecciosas; y las peculiaridades y distribucidén de las lesiones en el encéfalo en
la RM (Cornelis et al., 2019).
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El tratamiento mé&s frecuentemente prescrito para la GME consiste en
corticoesteroides a dosis inmunosupresoras, por lo general prednisolona (1 - 2mg/kg, cada
24h) hasta la resolucién de los signos, con disminucion gradual de la dosis hasta establecer
la dosis minima efectiva. Han sido utilizados otros fArmacos inmunomoduladores, como por
ejemplo la citarabina (citosina arabinosa) y la procarbacina (Adamo etal.,, 2007). La
citarabina (CA) se administra a 50 mg/m? por via s.c., cada 12 horas, durante 2 dias
consecutivos y cada tres semanas. La procarbacina se ha recomendado a una dosis de 25
— 50 mg/m? por via oral, cada 24 horas, con un intento de reducir la dosis a dias alternos
después de un mes de tratamiento. Los dos farmacos son mielosupresores, y deberian
realizarse hemogramas completos regularmente durante el curso de la terapia (Coates
et al., 2007).

La administracién de CA mediante infusion de velocidad continua (CRI) ha mostrado
ventajas farmacocinéticas y farmacodinamicas sobre la dosificacion intermitente tradicional.
Aln se desconoce si estas ventajas se traducen en eficacia clinica (Barber & Barber, 2022;
Lowrie et al., 2016).

Ademas de los protocolos de tratamientos descritos para los farmacos que se han
especificado anteriormente, existen otros protocolos que se han utilizado para los animales
con meningoencefalitis de origen desconocido, que se detallan, en la siguiente tabla (Tabla
2) (Coates & Jeffery, 2014).
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Farmaco Dosis
Azatioprina 2 mg/kg PO, cada 24 h, durante 2
semanas.

Luego se disminuye a 2 mg/kg, cada 48 h,
indefinidamente.

Objetivo: dias alternos con prednisona.

Ciclosporina 3-15 mg/kg PO, cada 12 h; o0 5-12 mg/kg
PO, cada 24 h.

Cuando se usa en combinacion con
ketoconazol 8 mg/kg, PO, cada 24 h.

Ciclofosfamida Ciclofosfamida: 50 mg/m?, PO, cada 48 h,
- durante 8 semanas, luego dado en

Vincristina semanas alternas.

Prednisona (COP) Vincristina: 0.5 mg/m? 1V, cada 7 d,

durante 8 semanas, luego cada 14 d.

Prednisona: 40 mg/m?, PO, cada 24 h,
durante 7 d, después 20 mg/m?, cada 48
h, durante 7 semanas, luego se administra
la misma dosis en semanas alternas.

Arabinésido de citosina 50 mg/m? SC, cada 12 h, durante 2 dias
consecutivos.

Repetir cada 3 semanas, durante 4 ciclos.

El intervalo de tratamiento se alarga 1
semana, cada 4 ciclos, con un intervalo
maximo de 6-8 semanas.

Alternativamente dosis al mismo intervalo
usando infusién IV en 200 mg/m?, durante

8 h.

Leflunomida 1.5-4.0 mg/kg PO, cada 24 h y ajustar en
base a los niveles sanguineos (20-40
pug/mL).

Lomustina 60 mg/m? PO, cada 6 semanas.
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Farmaco Dosis
Micofenolato mofet Dosis inicial de 10-20 mg/kg PO, cada 12
h.

(Dosis mas bajas, como, 5 mg/kg, pueden
ser administradas si hay preocupacion por
los efectos secundarios gastrointestinales);

Después de un mes se reduce a 5-10
mg/kg cada 12 h.

Prednisona 1-2 mg/kg PO, cada 12 h, durante 3—4
semanas;

0.5-1 mg/kg PO, cada 12 h, durante 6
semanas;

0.25-0.5 mg/kg PO, cada 12 h, durante 3
semanas;

0.25-0.5 mg/kg PO, cada 24 h, durante 3
semanas;

0.25-0.5 mg/kg PO, cada 48 h,
indefinidamente.

Procarbazina 25-50 mg/m? PO, cada 24 h.

Tabla 2: Resumen de terapias inmunomoduladoras para MOD.

Existe otro tipo de procedimiento, consiste en la aplicacion de radioterapia para el
tratamiento de perros con la forma focal de la enfermedad, con resultados exitosos en
algunos pacientes y puede considerarse para los perros refractarios a la medicacion
(Mufana & Luttgen, 1998).
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En general, el prondstico es desfavorable, con unos tiempos de supervivencia que
varian desde semanas hasta afos. La forma difusa de la enfermedad tiene el peor
prondstico con un tiempo de supervivencia de semanas a meses, pero puede ser mortal,
teniendo lugar entre 1 a 3 semanas desde el inicio de la patologia. La mayoria de los
pacientes mejoran con la terapia, pero las recidivas son comunes y muchos animales son
finalmente eutanasiados a causa de los desordenes neuroldgicos que se generan. Sin

embargo, unos pocos animales se pueden recuperar con terapia (Adamo et al., 2007).

Meningoencefalitis necrotizante

La meningoencefalitis necrotizante es un proceso neurolégico crénico y progresivo,
descrito inicialmente en el Carlino, motivo por el cual antiguamente se denominaba
encefalitis del Carlino. Actualmente se ha observado en otras razas como el Yorkshire
terrier y el Bichén maltés. Ademas de, descripciones esporadicas de casos similares en
otros perros de raza pequefia, como los Shih tzus. Los animales afectados suelen tener de
6 meses a 7 aflos de edad, pero los animales jévenes parecen estar mas predispuestos
(Schatzberg, 2010).

La etiologia de la enfermedad es desconocida. Se ha sugerido que es consecuencia
de una infeccidn por un herpesvirus tipo alfa, basandose en las simulaciones histolégicas
con este tipo de infeccidbn en humanos. Sin embargo, los intentos para aislar el virus no han

sido exitosos (Schatzberg et al., 2005).

La predisposicion racial y el hecho de que muchos pacientes compartan ancestros
comunes apunta a factores genéticos. Conceptualmente, pareciera que una predisposicion
genética del huésped expuesto a los antigenos dispara una respuesta inmune, resultando

la encefalitis, pero esta hipo6tesis tampoco se ha podido confirmar (Moon et al., 2015).
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Las caracteristicas patologicas consisten en una meningoencefalitis necrotizante no
supurativa, predominantemente en la corteza cerebral. Frecuentemente esta implicada la
sustancia blanca subcortical. En algunas areas cerebrales existe necrosis sin inflamacion
concurrente, por lo que la necrosis debe ser la lesion inicial. Se han descrito patrones
distintos en las razas que mas frecuentemente se ven afectadas por esta patologia (Nessler
et al., 2022). Se distinguen:

= En los animales de raza Carlino se observa mas frecuentemente en animales
jovenes y adultos jovenes, y provoca crisis convulsivas y otros signos de disfuncion
cerebral (Cordy & Holliday, 1989).

= La enfermedad descrita en los malteses también presenta una predileccién por el
cerebro (Stalis et al., 1995).

Puede tener un curso agudo o crénico. La forma aguda se caracteriza por
convulsiones, casi siempre acompafiadas de conducta anormal, marcha circular, ataxia,
ceguera o dolor cervical. La enfermedad progresa rapidamente, culminando en general en
estado de coma en 1 o 2 semanas. La forma cronica se manifiesta generalmente con
convulsiones recurrentes focales o generalizadas. Al inicio las deficiencias neuroldgicas
interictales pueden estar ausentes, pero en un periodo de 4 a 6 semanas se desarrollan
signos neuroldgicos que evidencian compromiso con disfuncion del cerebro anterior e

incluyen letargia, ataxia, deambulacion en circulos y ceguera (Cornelis et al., 2019).

El diagndstico presuntivo se basa en las caracteristicas clinicas y de imagen, junto
a los analisis de laboratorio. La hematologia y la bioquimica sérica, por lo comudn, son
normales (Lotti et al., 1999).

La TC y la RM son muy utiles en el diagnéstico, posibilitando a menudo, la
identificacion de areas focales de edema o necrosis en el cerebro anterior. La TC puede
revelar un area focal hipodensa en el parénquima encefalico que se corresponde con el

area de necrosis (Schatzberg, 2010).
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En la RM se observan areas de incremento de intensidad de la sefial en el encéfalo,
las lesiones afectan principalmente a prosencéfalo, con pérdida de la demarcacion de la
sustancia blanca y gris. Las lesiones son hiperintensas en las imagenes ponderadas en T2
e iso o hipointensas en T1 y pueden presentar un ligero realce tras la administracion de
contraste (Oliphant et al., 2017).

En el analisis del LCR se observa una pleocitosis linfocitica en la mayoria de los
casos (70 a 600 células nucleadas/ml). Predominan pequeiios linfocitos con menor nimero
de grandes células mononucleares. Los neutrofilos son poco comunes. La concentracion

de las proteinas esta incrementada (Schatzberg, 2010).

El diagndstico definitivo se basa en el examen histopatologico de tejido cerebral,
obtenido por biopsia o necropsia. Los diagnosticos diferenciales principales son la GME y
la LEN (Young et al., 2009).

El pronodstico es grave y la enfermedad es tipicamente fatal. Los pacientes con la
presentacion cronica mejoran con la administracion de glucocorticoides en combinacion con
farmacos inmunomoduladores, como se ha descrito en las GME (Pellegrino, F.; Suraniti, A.;
Garibaldi, 2003).

Leucoencefalitis necrotizante

Previamente denominada encefalitis necrotizante del Yorkshire terrier. Se
caracteriza por la presencia de multiples lesiones inflamatorias y necroéticas en el encéfalo,
gue afectan a la sustancia blanca y gris. No se tiene muy claro si la MEN y la LEN son
enfermedades distintas o si son dos variantes de la misma enfermedad (Barber & Barber,
2022).

Afectan de forma mas frecuente a los Yorkshire, aunque también puede afectar a
otras razas, se han encontrado casos de leucoencefalitis necrotizante descritos en la raza

Chihuahua (Higgins et al., 2008) y en la raza Bulldog francés (Timmann et al., 2007).

48



Revision bibliogréafica

Sin embargo, se diagnostican casos de MEN en Yorkshire y casos de LEN en
Carlinos y malteses (Schatzberg, 2010) La LEN suele afectar a perros algo mayores, con

una media de 4,5 afos (Talarico & Schatzberg, 2010).

La etioolgia de la enfermedad se desconoce con precision, aunque se sospecha de
un proceso autoinmune con un importante componente genético. Al igual que en el caso de
las GME, no se ha demostrado presencia de virus ni de otros agentes infecciosos en la

mayoria de los animales afectados (Schatzberg, 2010).

Si se han observado anticuerpos frente a la proteina acida fibrilar glial (GFAP) en
LCR, aunque se desconoce si son causa 0 consecuencia de las lesiones (Shibuya et al.,
2007).

Los signos clinicos reflejan la localizacion de las lesiones en el SNC. Principalmente
son lesiones en prosencéfalo, tronco del encéfalo o ambos. Es posible detectar dolor
cervical, que podria ser debido a la meningitis o a las lesiones intracraneales. El curso suele
ser rapidamente progresivo, aunque en algunos casos puede ser cronico y lentamente

progresivo durante algunos meses (Goncalves et al., 2022).

En la RM se observan lesiones que afectan principalmente a la sustancia blanca
subcortical y es mas frecuente observar areas quisticas de necrosis (Kuwamura et al.,

2002). El realce es variable y puede ser en forma de anillo (Lotti et al., 1999).

La TC es menos especifica que la RM. Pueden observarse lesiones hipodensas
multifocales en prosencéfalo, que pueden o no realzar tras la administracion de contraste,

y en casos mas cronicos se aprecian cambios quisticos (Lezmi et al., 2007).

En el analisis del LCR suele observarse pleocitosis mononuclear, con predominio de

linfocitos, aunque puede ser mixta en algunos casos (Kuwamura et al., 2002).

A nivel histopatologico se aprecian lesiones que se extienden desde la sustancia
blanca periventricular. Suelen ser bilaterales y asimétricas, con areas de necrosis. Son mas
frecuentes en el tronco del encéfalo. La necrosis puede formar areas de cavitacion mayores
gue en las MEN (Coates & Jeffery, 2014). La inflamacién meningea es minima (Schatzberg,
2010).
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El diagnostico definitivo se obtiene uUnicamente mediante histopatologia. Sin
embargo, puede conseguirse un nivel de sospecha clinica muy elevado basandose en la
resefia, los signos clinicos y los resultados de la RM y el LCR; y descartando posibles
agentes infecciosos. Los diagnésticos diferenciales principales son la GME y las MEN
(Tipold, 1995).

El tratamiento es el mismo que se utiliza para las GME y las MEN. En la mayoria de
los pacientes no se obtiene un diagnoéstico definitivo antes del inicio del tratamiento, pero
se tiene una sospecha elevada de meningoencefalitis inflamatoria. La mayoria de las
descripciones que evallan la eficacia de los distintos tratamientos incluyen casos con
sospecha de MOD (sin una caracterizacion histoldgica) y casos confirmados por necropsia,
por lo que existe un sesgo hacia los animales con alteraciones mas graves y que han muerto

0 han sido eutanasiados (J. Nessler et al., 2020).

La administracion de glucocorticoides produce una respuesta variable y, aunque en
muchos pacientes se observa una mejoria clinica inicial, ésta suele ser temporal. Ademas,
su administracion crénica produce efectos secundarios que pueden afectar a la calidad de
vida del animal y de su propietario. La utilizacion concomitante de otros farmacos
inmunosupresores permite incrementar notablemente el tiempo de supervivencia de los
pacientes afectados y reducir los efectos secundarios asociados a la administracion de
glucocorticoides. Aunque el tratamiento puede producir la remisiébn completa de los signos
clinicos, en general no es curativo y debe mantenerse durante el resto de la vida del animal.
Si al disminuir la dosis de glucocorticoides se observan recidivas, éstas deben tratarse de
forma agresiva ya que pueden ser refractarias al tratamiento e incluso pueden requerir de

un tercer farmaco inmunosupresor (Granger et al., 2010).

El prondstico depende de la gravedad del cuadro al inicio del tratamiento y de la
medicacion utilizada. Si no se administra tratamiento inmunosupresor de forma temprana
los signos suelen progresar rapidamente hasta la muerte del animal. Los tiempos de
supervivencia descritos varian entre un mes, en animales tratados Unicamente con
glucocorticoides hasta mas de tres afios en casos de administracién concomitante de otros

farmacos inmunosupresores (Cornelis et al., 2016).
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Meningoencefalitis eosinofilica

La meningoencefalitis eosinofilica se caracteriza por ser una enfermedad
inflamatoria del SNC en la que, en el LCR se observan gran cantidad de eosindfilos, este
es el hallazgo comun en estos los animales en los que se ha observado este tipo de MOD
(Zdora et al., 2022).

De los tipos que existen, es de la que menos casos se han observado y no se conoce
tanto como las anteriores. Los animales que la padecen presentan una inflamacion
idiopatica eosinofilica del SNC (Bennett et al., 1997). Afecta de forma mas frecuente a
perros de razas grandes y existe una aparente predisposicion en Golden Retriever y
Rottweiler. Aparece con mas frecuencia en animales jovenes, aunque se han descrito casos
en perros de hasta 10 afios. Los machos estan mas predispuestos (Bennett et al., 1997;
Smith & Maxie, 1989; Windsor et al., 2009).

Es una enfermedad de aparente etiologia autoinmune (se sospecha de una reaccion
de hipersensibilidad de tipo 1) que afecta principalmente a perros y que se ha descrito en
un gato. Aunque esta etiologia autoinmune no se ha confirmado (Williams et al., 2008;
Windsor et al., 2009).

Otro posible agente etiologico de esta enfermedad podrian ser las parasitaciones
provocadas por parasitos como A. cantonensis y cisticercos cerebrales, que podrian

ocasionarla temporalmente, pero los resultados no son concluyentes (Vielmo et al., 2022).

También se ha formulado la hipétesis de que Toxoplasma o Neospora sean la causa
subyacente, pero se carece de test inmunohistoquimico que evidencie esta teoria (Aroch
et al., 2018).

Pueden presentar lesiones focales o multifocales que afecten al SNC en distinto
grado, ocasionando una amplia variedad de signos clinicos. Predominan los signos de
disfuncion de prosencéfalo, incluyendo cuadros de alteraciones de conductas de
eliminacién y de comportamiento; depresiéon, dolor cervical, ceguera, torneo, marcha
compulsiva, ataxia y ataques epilépticos (Olivier et al., 2010). Estos pueden estar asociados
a signos de tronco de encéfalo (especialmente vestibulocerebelosos) y en raras ocasiones

de médula espinal, especialmente cervical (Bennett et al., 1997; Smith & Maxie, 1989).
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El hemograma y bioquimica sanguinea suelen ser normales y la eosinofilia que se
observa en LCR no se correlaciona con una eosinofilia en sangre. Aunque en algunos casos

puede detectarse también eosinofilia en el hemograma (Williams et al., 2008).

Los resultados de la RM pueden ser variables. En algunos casos no se detectan
alteraciones y en otros pueden observarse lesiones focales o multifocales hiperintensas en
T2 que realzan tras la administracion de contraste, especialmente en prosencéfalo (Cardy
& Cornelis, 2018). Otros cambios incluyen realce de las meninges, atrofia cortical y realce

de los nervios craneales V, VIl y VII (Salvadori et al., 2007; Windsor et al., 2009).

Al igual que en el resto de MOD, el diagndstico presuntivo se basa en un incremento
en el LCR de la concentracion de las proteinas junto con la presencia de pleocitosis, en
este caso eosninofilica (Grevel & Machus, 1992) y en la ausencia de causas infecciosas
(meningoencefalitis protozoarias, fungicas o parasitarias principalmente). El grado de
pleocitosis es variable y el porcentaje de eosindfilos varia entre el 20 y 100% (Smith &
Maxie, 1989; Windsor et al., 2009).

Para realizar el diagnéstico definitivo es necesario visualizar una muestra

histopatoldgica del tejido dafiado mediante biopsia o necropsia. (Salvadori et al., 2007).

No hay un tratamiento especifico para la enfermedad, pero los signos clinicos
también suelen mejorar con la administracion de glucocorticoides, a 1-1,5mg/kg/12 horas
seguidos de dosis decrecientes durante 4-12 meses, en funcién de la resolucion de los
signos y la aparicion de recaidas (Bennett et al., 1997; Smith & Maxie, 1989; Windsor et al.,
2009).

Un porcentaje elevado de casos (75%) mejoran progresivamente hasta la resolucion
de los signos tras la administracion de glucocorticoides (Windsor et al., 2009). Las recaidas
son posibles al disminuir las dosis de tratamiento, aunque en general los signos se

resuelven al volver a incrementar la dosis de glucocorticoides (Bennett et al., 1997).
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e Caracteristicas y funciones del liquido cefalorraquideo

El LCR es un ultrafitrado del plasma que se encuentra en el sistema ventricular
encefélico, el canal central de la médula espinal y en el espacio subaracnoideo. Tiene
escaso contenido proteico y celular; y bafia al SNC. Se forma sobre todo en los plexos
coroideos de los ventriculos encefalicos y en menor cantidad en los capilares del encéfalo,
células del parénquima nervioso y ependimocitos (Filis et al., 2017).

Los plexos coroideos son una estructura vascular modificada, que consta de una red
capilar tapizada por la piamadre y por células ependimarias. Son los principales productores
de LCR y se encuentran en todos los ventriculos (sobre todo en los laterales y en cuarto
ventriculo) (Pardo et al., 2018).

El LCR se produce a una velocidad constante, independientemente de la presion del
LCR en los ventriculos, y esta velocidad de produccion depende de la presion osmotica

sanguinea (Filis et al., 2017).

El LCR se reabsorbe principalmente a nivel de las vellosidades aracnoideas, que
drenan a los senos del sistema venoso, aunque también se absorbe, entre otros, a nivel de
las venas y vasos linfaticos que se encuentran alrededor de las raices nerviosas espinales

y craneales; y a nivel de los vasos del parénquima nervioso (di Terlizzi & Platt, 2006).

Las vellosidades aracnoideas son pequefias protuberancias de la aracnoides (Figura
13), que sobresalen en los senos venosos durales del encéfalo y permiten que el LCR salga
del espacio subaracnoideo y entre en el torrente sanguineo. Los senos venosos son
dilataciones venosas situadas en el interior de la duramadre o del craneo. En los senos
también se reabsorbe LCR de forma pasiva si la presion del LCR excede a la presion
venosa (Zhao et al., 2010).

El LCR fluye caudalmente a través del sistema ventricular del encéfalo hacia el canal
central de la médula espinal en direccion a la cauda equina. Pasa desde el sistema
ventricular a través del parénquima del SNC hasta el espacio subaracnoideo, donde es
reabsorbido por el sistema venoso mediante las vellosidades aracnoideas y una pequeia

cantidad sale junto a las raices espinales (Pellegrino, F.; Suraniti, A.; Garibaldi, 2003).
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Figura 13. Localizacion de las vellosidades aracnoideas.

Las funciones del LCR son las siguientes:

Proteccion del encéfalo y de la médula espinal mediante la amortiguacién de
impactos contra las estructuras Oseas adyacentes. El encéfalo se encuentra
suspendido en el LCR, lo que permite minimizar y amortiguar traumatismos (Filis
et al., 2017).

Estabilizacion de la presién intracraneal (PIC). Protege al parénquima del SNC de
las variaciones en las presiones arterial y venosa central, asociadas a la postura, la
respiracion y la realizacion de esfuerzos (Bailey & Vernau, 1997). El incremento de
volumen sanguineo en la cavidad craneana hace disminuir el volumen de LCR, y
viceversa. En elevaciones patolégicas del volumen intracraneal, el LCR compensa
parcialmente el incremento de PIC acomodandose en el espacio subaracnoideo

cervical de forma temporal (di Terlizzi & Platt, 2006).
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= Excrecion de sustancias potencialmente téxicas derivadas del metabolismo
encefalico. Regula el entorno quimico del SNC, permitiendo que estos productos
abandonen el tejido encefalico a través de los espacios perivasculares hacia el

espacio subaracnoideo (Bailey & Vernau, 1997).

= Transporte de sustancias biologicamente activas como sustancias neuroendocrinas,

neurotransmisores y opioides (di Terlizzi & Platt, 2006).

= Proporciona un aporte nutritivo al SNC, ayudando al mantenimiento de la
homedstasis (di Terlizzi & Platt, 2009).

Las extracciones de muestras de LCR estan indicadas para problemas del SNC
como encefalopatias 0 miopatias. Las enfermedades que con mas frecuencia producen
alteraciones en el LCR son las inflamatorias y las neoplasicas del SNC. Por el contrario, no
suelen detectarse alteraciones en el LCR en enfermedades congénitas, metabdlicas y
toxicas (Chrisman et al., 1984).

e Obtencion de las muestras de LCR

Antes de proceder a la extraccion del LCR es importante recordar que, el material
necesario debe prepararse previamente al inicio del proceso, para minimizar el tiempo de
anestesia y el riesgo del paciente. Son necesarios, como minimo: maquina de afeitar,
guantes estériles, una aguja espinal y un recipiente estéril para la recoleccién del LCR
(Morales & Montoliu, 2012).

Se debe rasurar el area donde se vaya a realizar la extraccion de LCR y prepararla
para realizar la puncion de forma aséptica. Se debe colocar al paciente y seguir la técnica

de puncién adecuada para el punto de extraccion seleccionado (Cellio, 2001).
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La extraccion y recoleccion del LCR conlleva complicaciones que pueden ser graves

y que se resumen en (Chrisman et al., 1984):
» Relacionadas con la anestesia: hipotension, bradicardia, arritmias, apnea.
= Herniacion cerebral o cerebelosa secundaria a cambios en la PIC.

» Lesion traumética del tejido nervioso (médula oblongada, cerebelo, médula espinal)

producida por la aguja espinal (Lujan Feliu-Pascual et al., 2008; Platt et al., 2005).
= Hemorragia en el SNC.
= Colapso del tubo endotraqueal durante la flexion cervical (extracciones en CM).
» Infeccibn meningea iatrogénica.

La puncion requiere de anestesia general y de una actuacion potencialmente
arriesgada. Aunque el riesgo es normalmente bajo, cada paciente debe valorarse en
particular, y realizar la puncion soélo si la informacion a obtener compensa los riesgos que
se derivan (di Terlizzi & Platt, 2006).

Previamente a la anestesia es imprescindible realizar analiticas sanguineas
(hemograma y bioquimica). Conviene utilizar un protocolo anestésico adecuado para
minimizar riesgos, evitando la ketamina, ya que podria facilitar un incremento de la PIC
(Moon et al., 2015).

En pacientes con incremento de la PIC, la puncion puede provocar un gradiente de
presién que genere un desplazamiento caudal de las estructuras intracraneales, herniacion
de los hemisferios cerebrales por debajo de la apdfisis tentorial y herniacion del cerebelo
por el agujero magno (Cook & DeNicola, 1988). Es importante recordar que dicho riesgo
existe tanto para extracciones en cisterna magna, como para extracciones lumbares
(Chrisman et al., 1984).
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Para evitarlo esta indicado realizar técnicas de imagen como la RM o, en su defecto,
el TC, antes de la extraccion del LCR. La RM es el método de eleccion para descartar
procesos que produzcan incrementos de la PIC o alteraciones anatomicas en la fosa caudal

gue contraindiquen la puncion (Chrisman, 1992).

Si existe un incremento de la PIC, pero es imprescindible el andlisis de LCR, puede
administrase manitol previamente a la extraccion y realizar ventilacion asistida para
mantener la PCO:2 entre 30-35 mmHg, lo que permite disminuir la PIC y reducir, aunque no

eliminar, el riesgo de herniacién (Cellio, 2001).

La extraccion y andlisis del LCR deben realizarse previamente a la mielografia, ya
gue el medio de contraste puede producir un incremento de proteinas y leucocitos (Widmer
etal.,, 1992). Ademas, la introduccion de contraste en el espacio subaracnoideo esta

contraindicada en el caso de meningitis (Chrisman, 1992).

Durante la extraccion, no se debe ejercer una presion negativa con una jeringa
conectada directamente a la aguja espinal para extraer el LCR. La aspiracion puede
disminuir rapidamente la presiéon del LCR, lo que podria provocar hemorragias
intracraneales o herniacion (cerebral o/y cerebelar). De la misma forma, la extraccion de un
volumen excesivo de LCR puede inducir hemorragias o herniacion, pero en la mayoria de
los pacientes se puede recoger 1ml por cada 5kg de peso vivo, sin complicaciones
(Chrisman, 1992).

Es importante saber realizar la extraccion de este liquido de la manera adecuada,
para minimizar el riesgo de los pacientes y conocer las caracteristicas que permitan
diferenciar si la muestra esta contaminada con sangre de manera iatrogénica o si proviene

de una hemorragia (Sivolapenko et al., 2022).

La obtencion de las muestras de LCR puede ser desde la cisterna magna (CM) o
desde la cisterna lumbar (CL). La técnica se realiza de la siguiente manera (Bersan, 2019).
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Extraccion desde la CM:

Para la extraccion de LCR desde la cisterna magna es necesaria la colaboracion de
tres personas: una para realizar la puncion, otra para mantener la cabeza del paciente
correctamente posicionada y otra para realizar ventilacion asistida, en caso de que fuera

necesario (Chrisman, 1992).

Con el paciente colocado en decubito lateral y el dorso cerca del borde de la mesa,
se eleva la nariz del paciente hasta situar el plano sagital del morro paralelo a la mesa. En
ese momento se flexiona completamente el cuello y se estiran los pabellones auriculares
rostralmente. Es muy importante vigilar que al flexionar el cuello no se colapse el tubo
endotraqueal, lo que interferiria con la anestesia. Existen dos maneras de identificar
correctamente el espacio atlanto-occipital (AO) mediante puntos de referencia (Elias &
Brown, 2008).

= Palpar el tridngulo delimitado por la protuberancia occipital y los puntos mas
prominentes de las alas del atlas. El punto en donde insertar la aguja se localiza en
la linea media dorsal entre las alas del atlas y la zona de un tercio a la mitad
caudalmente a la protuberancia occipital (el punto mas craneal del triAngulo formado

por los puntos de referencia) (Figura 14).

= Como alternativa, se puede localizar la linea media palpando la protuberancia
occipital. El espacio atlanto-occipital debe de estar situado en esa linea media al

mismo nivel que el borde mas craneal de las alas del atlas (Figura 15).
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Figura 14. Puntos de referencia para la extraccion a través de la CM.
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Figura 15. Puntos de referencia alternativos para la extraccion a través de la CM.

Se coloca la aguja directamente sobre la linea media, perpendicularmente al cuello,
a nivel del espacio AO y se avanza lentamente 1 — 2 mm cada vez. Se puede retirar el fiador
una vez que se haya atravesado la piel. Mientras se avanza la aguja a través de los
diferentes planos musculares y las meninges hasta la cisterna magna, se pueden llegar a
percibir uno o dos “clics”. Al atravesar la duramadre se notara una disminucion de la
resistencia. Cuando se haya conseguido entrar en el espacio subaracnoideo el LCR
comenzara a fluir libremente por la aguja. Resulta conveniente dejar caer unas gotas de

LCR antes de recoger la muestra en el caso de obtener sangre (Sivolapenko et al., 2022).

Si el liquido toma un aspecto mas transparente recogeremos una muestra para su
posterior andlisis; en el caso de continuar teniendo aspecto sanguinolento deberiamos
retirar la aguja y reiniciar todo el proceso. Si mientras avanzamos la aguja notamos que
llega a tocar hueso podemos redirigirla craneal o caudalmente hasta conseguir introducirla
en el espacio AO. En caso de continuar sin poder entrar en el AO, retiraremos la aguja y
volveremos a iniciar todo el procedimiento de nuevo tras reevaluar los puntos de referencia

anatomicos (Kurokawa et al., 2009).
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Una vez situada adecuadamente la aguja, se recoge el LCR dejandolo fluir y caer
gota a gota en un tubo estéril 0 aspirando las gotas en una jeringa estéril segun van
formandose en el extremo de la aguja espinal (Figura 16). Podemos incrementar la
velocidad de flujo de LCR en la aguja espinal comprimiendo las yugulares, lo que debemos

evitar en el caso de aumento de la PIC (Sufiol et al., 2021).

Una vez se haya obtenido un volumen suficiente o deje de fluir el LCR retiraremos la
aguja espinal de la cisterna magna. Normalmente quedan algunas gotas de LCR en la aguja
espinal que pueden aprovecharse y recogerse recolocando el fiador de la aguja mientras
mantenemos el extremo de la aguja sobre el tubo (Chrisman, 1992).

Figura 16. Recoleccion de LCR de la CM.
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Extraccion desde la CL:

En la mayoria de los casos se prefiere la puncién en cisterna magna. La puncion
lumbar es técnicamente mas complicada, se extrae menor cantidad de LCR y existe mayor
riesgo de contaminacion sanguinea de la muestra. Sin embargo, esta indicada en las

siguientes situaciones:

= En lesiones de localizacion espinal, ya que existen mas probabilidades de obtener
una muestra alterada si se extrae el LCR caudalmente a la lesion (Thomson et al.,
1990).

» En casos de inflamaciones del sistema nervioso periférico que afecten a las raices

nerviosas (Chrisman et al., 1984).

= En pacientes con sospecha de subluxacion atlantoaxial, ya que existe un riesgo
elevado de compresion de la médula oblongada al posicionar al animal para la
extraccion cerebelomedular (Bersan, 2019).

Para la extraccion desde la cisterna lumbar, flexionaremos la columna con el
paciente colocado en decubito lateral. Identificaremos el espacio intervertebral apropiado,
qgue en perro seria L4-L5 o, preferiblemente, L5-L6. Para ello, palparemos las crestas
iliacas, la apdfisis espinosa situada inmediatamente craneal a las crestas iliacas es la de
L6. Situaremos la aguja espinal en la linea media, justo cranealmente a la apofisis espinosa
adecuada, formando un angulo de 45° con la aguja dirigida cranealmente (Figura 17 y 18)
(R. Platt & J. Olby, 2008).

Avanzaremos la aguja de la misma manera descrita para la extraccion de la CM,
pero en este caso no es necesario retirar el fiador. Si la colocacion es la adecuada, la aguja
pasara a través o cerca de la cauda equina/médula espinal caudal, lo que suele provocar
una contraccion de la cola o de la extremidad posterior. Habitualmente el liquido se extrae
del espacio subaracnoideo ventral (Seo et al., 2014).
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Aparte de contracciones de la cola o de la extremidad, o de pequefias hemorragias
medulares que puedan contaminar la muestra, no es frecuente que se desarrollen efectos
indeseables de importancia tras este método de extraccion. (Chrisman, 1992) Se puede
minimizar el riesgo de lesion neurolégica iatrogénica obteniendo el LCR del espacio
subaracnoideo dorsal en vez del ventral (Kurokawa et al., 2009).

Una vez dentro de la cisterna lumbar, se retira el estilete de la aguja espinal y se deja
fluir el LCR (Figura 19). Si no se obtiene LCR puede retirarse ligeramente la aguja o rotarla

con suavidad y esperar a que fluya (Chrisman, 1992).
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Figura 18. Localizaciéon de la CL.

Figura 17. Extraccién de LCR de la CL.
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Figura 19. Recoleccion de LCR de la CL.

Manejo de la muestra obtenida:

El LCR debe recolectarse en una jeringa estéril o un tubo de plastico, ya que en los
tubos de cristal pueden adherirse las células (Figura 20) (Fenner, 2000). Si la muestra fuera
especialmente hemorragica deberia colocarse en un tubo con EDTA para evitar la
coagulacion (Peterson et al., 2020). Las muestras destinadas a cultivo bacteriano deben

conservarse sin anticoagulante (Bersan, 2019).
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El LCR posee un bajo contenido proteico, lo que provoca la rapida degeneracion de
los leucocitos presentes en la muestra. Esto resulta en una alteracion del recuento celular
y especialmente del diferencial, ya que las células mononucleares se deterioran mas rapido
que los neutroéfilos (Fry et al., 2006). El grado de deterioro de la muestra depende de su
concentracion de proteinas y del tiempo que se tarde en realizar el andlisis. Para minimizar
la degradacion celular y preservar sus caracteristicas citolégicas, el LCR deberia analizarse

durante los 30 minutos posteriores a su extraccion (Chrisman et al., 1984).

Sin embargo, se ha descrito que si las muestras se mantienen refrigeradas a 4°C y
se analiza antes de las 4-8 horas de la extraccion, la degradacion celular es minima,

especialmente en muestras con contenido proteico >50 mg/dl (Fry et al., 2006).

Se han descrito algunas técnicas que permiten conservar la muestra el tiempo
suficiente para enviar el LCR a un laboratorio para su analisis. Las muestras pueden
conservarse mediante refrigeracion y afiadiendo 30 pl de suero autélogo a 0,25 ml de LCR
(Bienzle et al., 2000) o 50 pl de suero fetal bovino a 0,2 ml de LCR; o Hetastarch®
(Hydroxyethyl starch) (Fry et al., 2006). Al afiadir suero autélogo o bovino se consiguen
conservar los leucocitos del LCR durante 24-48 horas tras la extraccion, pero esto
conllevara un falso aumento del contenido total de proteinas. En este caso, la determinacién
de proteinas se realiza sobre una segunda muestra sin suero afiadido (Peterson et al.,
2020). La conservaciéon con Hetastarch® no altera la determinaciéon de proteinas, aunque
diluye la muestra (Fry et al., 2006). Puede optarse también por afiadir una gota de formol
tamponado al 10% a 1-2 ml de LCR para preservar las células (Burlina et al., 2017).
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e Analisis del liquido cefalorraquideo

El andlisis del LCR es la prueba diagndstica complementaria de mayor relevancia
para el diagnéstico de los procesos inflamatorios del SNC, como son las MOD (Chrisman,
1992).

No todas las enfermedades del SNC tienen que causar necesariamente alteraciones
en el LCR. Esto va a depender de la localizacion de la misma y de su naturaleza. Asi, las
lesiones intraaxiales como los tumores no suelen exfoliar células al LCR, causando un
minimo o nulo cambio en éste. Ocurre lo mismo con la mayoria de lesiones extradurales,
como las hernias discales. Ademas, el recuento leucocitario del LCR no se correlaciona con
la severidad o el pronéstico de la enfermedad del SNC; simplemente refleja el grado de
afectacion meningea o ependimaria de la patologia, motivo por el cual se encuentra elevado

en los animales con MOD (Kipar et al., 1998).

El volumen minimo de LCR que se requiere para realizar un analisis completo es de,
aproximadamente, 0,5-1 ml, aunque siempre que sea posible es preferible obtener entre 2-

3 ml, por si se requieren analisis complementarios (Cellio, 2001).

Las técnicas de andlisis para el LCR se clasifican en: técnicas basicas, como son las
caracteristicas macroscopicas y microscoépicas; y técnicas adicionales como son los cultivos
bacterianos y flngicos; titulos de anticuerpos, PCR Yy tinciones especiales (Morales &
Montoliu, 2012).
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Caracteristicas macroscopicas

Se valoran la coloracion, aspecto y turbidez del LCR mediante observacion

macroscopica de la muestra (R. Platt & J. Olby, 2008).

El LCR suele ser incoloro. En casos de un nimero de leucocitos marcadamente
elevado, por encima de los 500 leucocitos WBC/ul, se puede originar un LCR de color turbio
(Figura 21) (Gilbert et al., 2021).

Puede colorearse por la presencia de células o restos de la lisis celular dando una
coloracion rojiza o amarillo-anaranjada (xantocrémico). Cuando estd presente, la
xantocromia suele deberse a una hemorragia crénica. Se debe determinar si la coloraciéon
rojiza es debido a una hemorragia iatrogénica o patolégica. Lo diferenciaremos mediante la
observacion macroscopica y microscopica (Figura 22). Debemos sospechar de hemorragia
patoldgica si la muestra permanece uniformemente rojiza durante la extraccion, mientras
gue sospecharemos de contaminacion sanguinea secundaria a una hemorragia iatrogénica
en el caso de que durante la extraccion pase de inicialmente rojiza a una tonalidad incolora
(Brune et al., 2022).

Figura 22. LCR hemorragico, normal y xantocromico.

Figura 21. LCR turbio.
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También se puede centrifugar una muestra de LCR rojizo en un Eppendorf. La
presencia de un sobrenadante xantocromico es altamente indicativa de hemorragia
patolégica; un sobrenadante incoloro es sugestivo de contaminacion por hemorragia

iatrogénica (MacNeill et al., 2018).

La presencia de bilirrubina en el LCR provoca la xantocromia. Los eritrocitos que
llegan al LCR debido a la hemorragia se metabolizan, lo que en dltima instancia resulta en
la formacioén de bilirrubina. En raras ocasiones, la bilirrubina conjugada puede atravesar la
barrera hematoencefélica si su concentracion sérica estd marcadamente incrementada. Si
la barrera hematoencefélica esta dafiada, tanto la bilirrubina conjugada, como la no

conjugada pueden atravesarla (Hu et al., 2014).

Infrecuentemente se observa un LCR verde-amarillento o negro-grisaceo. La
coloracion verde-amarillenta puede deberse a un recuento elevado de células nucleadas,
como en el caso de inflamacién purulenta (meningitis séptica). Los granulos de melanina o
melanocitos son un hallazgo poco frecuente en el LCR. Si estdn presenten en una
concentracion suficiente, como en melanomas del SNC, pueden provocar una coloracion

grisacea (Paradis, 1998).

Caracteristicas microscopicas:

Recuento celular

Ademas de su coloracion, el andlisis del LCR implica como minimo determinar el
namero de células y el tipo celular; y cuantificar la concentracion de proteinas (Gilbert et al.,
2021).

Para realizar el recuento celular, se determinan el nimero de eritrocitos y de
leucocitos por separado. El recuento de células se realiza manualmente con una camara
de recuento (camara de Neubauer o camara de Fuchs-Rosenthal) (Figuras 23y 24). EILCR
debe homogeneizarse con cuidado antes de introducirlo en la cAmara, sin agitar, ya que

podria causar deformacién de las células (Cook & DeNicola, 1988).
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Figura 23. Camara de Neubauer. Figura 24. Camara de Fuchs-Rosenthal.

El recuento de eritrocitos y leucocitos se determina colocando el LCR sin diluir en
ambas camaras de una camara de recuento. El recuento se realiza una vez las células se
han asentado en las cAmaras, para lo cual colocaremos la camara de recuento sobre una
placa de Petri humidificada durante cinco minutos antes de proceder al recuento celular.
Cada camara contiene nueve grandes cuadrados. Para obtener el recuento total de
leucocitos y eritrocitos por microlitro, contaremos el nimero de ellos en el cuadrado del

centro y en los cuatro cuadrados situados en las esquinas de ambas camaras.

Si el numero de leucocitos es excesivo, sélo contaremos los de uno de los cuadrados
grandes y ese numero lo multiplicaremos por diez para obtener el recuento total de

leucocitos por microlitro (Shahan et al., 2021).

Hay que tener especial cuidado en distinguir los leucocitos de cualquier eritrocito que
esté presente. Los eritrocitos presentan un aspecto uniforme, sin nicleo y en ocasiones
puede observarse la depresion central, mientras que los leucocitos son en general de
diferente tamafo y de aspecto granular. Se requiere cierta experiencia para diferenciar
eritrocitos y leucocitos en la camara de recuento. En general, no resultan utiles los
recuentos automatizados debido a la baja concentracion de células de las muestras
(Zimmermann & Curtis, 2021).
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Citologia

Permite determinar el diferencial leucocitario y la presencia de células atipicas o de
microorganismos en la muestra. Debe realizarse siempre, incluso cuando el recuento se
leucocitos se encuentra dentro de los valores de referencia. El LCR suele presentar
concentraciones de leucocitos relativamente bajas, por lo que es necesario concentrar la
muestra antes de proceder al examen microscopico, para obtener un recuento diferencial.
Existen varias técnicas descritas para la concentracion de las células del LCR, de las cuales

las més utilizadas son la citocentrifugacién y la sedimentacion (Cellio, 2001):

» La citocentrifugaciéon: Requiere de una centrifugadora celular que trabaje a bajas
revoluciones (500 rpm) (Figura 25). Presenta la ventaja de requerir muy poca
cantidad de LCR y mantiene la morfologia celular, aunque las células pueden
presentar mayor vacuolizaciobn secundariamente a la citocentrifugacion (Cellio,
2001). Concentra las células de LCR sobre un portaobjetos, incluso las de una Unica
gota de LCR (Christopher et al., 1988). El principal inconveniente es el coste de la
citocentrifuga. Mediante este método se consigue recuperar un 15% de las células
de la muestra (de Almeida et al., 2016).

N -
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>

Figura 25. Citocentrifuga.
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» Sedimentacion: Requiere de una camara de sedimentacibn unida a un
portaobjetos, que puede ser de construccion casera (Figura 26). Puede utilizarse
cualquier estructura cilindrica de plastico (por ejemplo, un tubo de plastico o una
jeringa de insulina recortados), que se une al portaobjetos mediante una pinza o se
sella mediante parafina. Se introducen 0,25-0,5 ml de LCR en la cAmara y se deja
sedimentar durante 25 minutos (Chrisman, 1992) Después se aspira el liquido y se
retira el cilindro con cuidado. El LCR sobrante se retira con un papel absorbente. Los
resultados de esta técnica son comparables a los de la citocentrifugacion (Fenner,
1998).

Figura 26. Camara de sedimentacion de fabricacion casera.

Una vez que se han concentrado las células en el portaobjetos, se seca al aire y se
tifie con una tincién de tipo Romanowsky (Diff-Quick o Wright-Giemsa) u otro tinte comercial
para leucocitos (Cellio, 2001). En un LCR normal predominan las células mononucleares.
Normalmente, el 60-70% del recuento celular diferencial lo conforman pequefios linfocitos
bien diferenciados; el 30-40% lo suelen representar células fagocitarias mononucleares
minimamente vacuoladas. Generalmente, el fondo es incoloro y puede contener algunos
eritrocitos, pequefias cantidades de colorante de tincion precipitado y, en ocasiones, células
epiteliales escamosas contaminantes. A veces se encuentran células ependimarias
agrupadas. Los neutrdéfilos maduros no degenerados y eosinofilos son infrecuentes y deben
representar <2% de los leucocitos de la muestra sin contaminaciéon sanguinea (R. Platt &
J. Olby, 2008).
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El aumento del numero de leucocitos en el LCR (la presencia de <5 WBC/ul en la
CM o <7WBC/ul en la CL) es patologico, y se denomina pleocitosis. Esta se puede
caracterizar en funcion del tipo de leucocito predominante (Brooks et al., 2022). Se

distinguen (Agtiera Carmona & Ruiz Lépez, 2005):

= Pleocitosis linfocitica: Se observan mas de un 50% de linfocitos. Este hallazgo
suele observarse en animales que presentan meningoencefalitis necrotizante. Este
tipo de proceso se asocia a una pleocitosis moderada o marcada clasicamente
linfocitica, aunque también se describen pleocitosis mixtas. Los linfocitos pueden ser
atipicos (linfoblastos) o bien diferenciados. Aunque habitualmente los animales con
meningoencefalitis granulomatosa (GME) presentan pleocitosis mixtas, también
pueden desarrollar pleocitosis linfociticas (Danciu etal., 2021). Este tipo de
pleocitosis también puede observarse en meningoencefalitis viricas como el moquillo
o la rabia (Barnes et al., 2003; Green et al., 2020).

= Pleocitosis mixta: En una pleocitosis mixta la poblacion de células nucleadas
predominante es una mezcla de linfocitos y grandes fagocitos mononucleares, junto
a un numero variable de neutréfilos. También pueden estar presentes algunas
células plasmaticas y algun eosindfilo. Es el resultado clasico de una muestra de
LCR de un perro con GME. Normalmente, este proceso provoca una pleocitosis de

moderada a marcada (Draper et al., 2021).

» Pleocitosis neutrofilica: En una pleocitosis neutrofilica hay un predominio
neutrofilico. Estos valores se suelen encontrar en perros con actividad epileptiforme
excesiva. La inyeccion del medio de contraste durante una mielografia también

puede provocar, temporalmente, pleocitosis neutrofilica (Tipold & Schatzberg, 2010).

» Pleocitosis eosinofilica: Se observa un predominio eosinofilico. Estos valores se
suelen encontrar en perros con meningoencefalitis eosinofilica (Cardy & Cornelis,
2018).
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Determinacion de proteinas
Para determinar la concentracion de proteinas del LCR existen métodos

cuantitativos y cualitativos (Morales & Montoliu, 2012).

La concentracion es muy inferior a la sanguinea y por tanto no puede detectare
mediante un refractometro. La cuantificacion de proteinas del LCR se realiza en laboratorios
mediante técnicas colorimétricas. No es necesario realizar la determinacion
inmediatamente después de la puncion, y puede congelarse el LCR para su envio al
laboratorio (Shahan et al., 2021).

Ademas, existen métodos cualitativos que permiten estimar la concentracion de
proteinas (tira de orina y el test de Pandy), aunque son métodos poco precisos. Mediante
una tira de orina pueden detectarse incrementos de proteinas por encima de 100 mg/dl,
pero incrementos inferiores en general no son detectables (Cook & DeNicola, 1988). El test
de Pandy consiste en afiadir unas gotas de LCR a 1 ml de reactivo de Pandy (solucion de

cristales de fenol) y observar la reaccion sobre un fondo oscuro (Chrisman et al., 1984).

El test se considera positivo cuando el LCR vira a blanco al contactar con el reactivo.
La reaccion se valora de negativo a positivo en funcion del viraje, lo que es directamente

proporcional al incremento de globulinas en LCR (Chrisman, 1992).

Las concentraciones proteicas normales en el LCR dependen de la especie, el lugar
de donde se ha extraido la muestra y el método utilizado para la determinacion de las
proteinas, por lo que resulta mas adecuado interpretar los resultados segun los valores de
referencia establecidos por el mismo laboratorio que cuantifica la concentracién (Sufiol
et al., 2021).

El flujo normal de LCR en sentido craneo-caudal conlleva una concentracién proteica
diferente entre las muestras extraidas a nivel de la CM o de la CL. Los valores de referencia
de la concentracion de proteinas en animales que no presentan ninguna patologia
inflamatoria del SNC estan en <25mg/dl, si la extraccion se realiza desde la CM; y <

35mg/dl, cuando la extraccion se realiza desde la CL (Shamir et al., 2019).
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En condiciones normales, las muestras lumbares tienen unas concentraciones mas
altas que las cerebelomedulares. Esta diferencia puede llegar a aumentar en presencia de
una patologia del SNC, especialmente si la médula espinal esta afectada. La concentracion
proteica normal depende del lugar de donde se ha extraido la muestra y el método utilizado
para la determinacion de las proteinas (Prell et al., 1988).

Dependiendo de los resultados de los analisis basicos y si se sospecha de una
etiologia inflamatoria o infecciosa, existen distintas técnicas Utiles que pueden realizarse
sobre el LCR para la deteccion de agentes infecciosos y para la interpretacion de los
resultados obtenidos (Chrisman, 1992).

Cultivos bacterianos y fungicos

Si se sospecha de infecciones bacterianas o fungicas deberia cultivarse la muestra
de LCR. Son necesarios como minimo 0,25-0,5 ml de LCR. Son muy frecuentes los falsos
negativos, ya que el nimero de microorganismos presentes suele ser muy bajo (Chrisman,
1983) y algunas bacterias sufren rapida autolisis en el interior del recipiente de recoleccion
(Radaelli & Platt, 2002).

Titulos de anticuerpos

Pueden realizarse serologias en LCR para detectar anticuerpos viricos, fungicos,
protozoarios o rickettsiales. Sin embargo, ante un titulo positivo es dificil diferenciar si la
produccién de anticuerpos contra un agente especifico se ha producido en el sistema
nervioso o si su presencia se debe a disrupcion de la barrera hematoencefalica o a
contaminacién sanguinea de la muestra. Pueden realizarse titulos de anticuerpos en sangre
paralelamente para comprobarlos con los obtenidos en el LCR e incrementar asi la fiabilidad
de los titulos positivos en LCR (R. Platt & J. Olby, 2008).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En laboratorios de referencia pueden realizarse PCR sobre LCR para la deteccion
de algunos de los agentes que producen infecciones en el SNC, incluyendo Toxoplasma
gondi, Neospora caninum, Ehrlichia canis, Rickettsia ricketssi y el virus del moquillo canino
(Morales & Montoliu, 2012).

Tinciones especiales
Las tinciones Gram son utiles para la visualizacion de bacterias intracelulares
Pueden realizarse también tinciones con tinta china o nuevo azul de metileno para la

deteccidn de agentes fangicos, en especial, Cryptococcus neoformans (Chrisman, 1983).

e Utilidad del liquido cefalorraquideo

En la dltima década se han visto tremendos esfuerzos en el descubrimiento y
validacion de biomarcadores para enfermedades neurodegenerativas, desde
biomarcadores basados en biofluidos (sangre o LCR), hasta acidos nucleicos, tejidos e
imagenes. Si bien el ADN sigue siendo un biomarcador predominante utilizado para
identificar formas familiares de enfermedades neurodegenerativas, varios tipos de ARN se
han relacionado mas recientemente con formas esporadicas de enfermedades
neurodegenerativas durante los ultimos afios. Los enfoques de imagenes contindan
evolucionando y estan haciendo importantes contribuciones al compromiso de los objetivos
y los biomarcadores de diagnéstico temprano. La incorporacién de biomarcadores en el
desarrollo de farmacos y ensayos clinicos para enfermedades neurodegenerativas promete
ayudar en el desarrollo y demostracion de la eficacia de los farmacos para los trastornos

neuroldgicos (Jeromin & Bowser, 2017).
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Actualmente, en medicina humana, la busqueda de biomarcadores en el LCR que
puedan indicar cambios tempranos para la deteccion de ciertas patologias, asi como la
posibilidad de poder valorar la respuesta a ciertos tratamientos en estas patologias a nivel
del SNC se esta convirtiendo en una tendencia, lo que lleva a pensar que estos marcadores
también podrian ser de utilidad en medicina veterinaria (Bielekova & Pranzatelli, 2017). La
medicion del LCR ha resultado de utilidad en patologias como el Alzheimer, donde se
revisaron 15 biomarcadores tanto en LCR como en suero, para evaluar cuales de ellos
estaban mas alterados en dicha patologia (Olsson et al., 2016; Blennow & Zetterberg,
2018). En la enfermedad de Parkinson se han logrado avances en el descubrimiento de
biomarcadores, y el LCR es de particular interés para estudiarlos por su cercania a las

estructuras cerebrales (Kwon et al., 2022).

En la esclerosis multiple, el reciente desarrollo de ensayos sensibles para 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 sistema nervioso central liberan NfL

en el liquido cefalorraquideo (LCR) y la sangre. (Yang et al., 2022).

En medicina veterinaria se realizé un estudio para identificar el potencial de NfL como
una herramienta de apoyo para el diagnéstico, prondstico y seguimiento de las MOD en
perros. Las concentraciones de NfL en suero y LCR se midieron utilizando tecnologia de
matriz de molécula Unica. La concentracion de NfL mostré una disminucion significativa en
el grupo de buena respuesta al tratamiento y un aumento significativo en el grupo de mala
respuesta al tratamiento, por este motivo la cadena ligera del neurofilamento se puede
considerar un biomarcador potencial para el diagnostico de las MOD y evaluar la respuesta

al tratamiento (Gaetani et al., 2019).

Ademas del citado anteriormente, existen relativamente pocos estudios que
relacionen las alteraciones en las concentraciones de neurotransmisores, enzimas y
sustratos metabodlicos neuronales con diferentes patologias del SNC, otro ejemplo seria el
estudio sobre la proteina chaperona en trastornos cronicos de la médula espinal de perros
(Shafie et al., 2014).

75



Revision bibliogréafica

Las mediciones de diferentes rangos de parametros en el LCR son muy escasas, se
han encontrado mas estudios de estos parametros en otros fluidos bioldgicos. Los
marcadores de estrés oxidativo se han observado tanto en suero (Rubio et al., 2018), como

en saliva en los animales domeésticos (Contreras-Aguilar, Rubio, et al., 2022).

En patologias que afectan al SNC como las MOD, se observan alteraciones en las
estructuras encefélicas y en el LCR, motivo por el cual es tan importante el estudio de éste,
conocer las caracteristicas de un LCR normal, para poder diferenciar entre muestras de

animales sanos y animales que presentan este tipo de patologias (de Risio et al., 2015).

La correcta actividad neuronal esta intimamente ligada al flujo sanguineo cerebral,
por lo que en las patologias del SNC, una reduccion en el aporte sanguineo, provocara un
déficit de nutrientes en este sistema y una alteracion del metabolismo glucidico oxidativo,
lo que provocara la sintomatologia neurol6gica que se observa en estas patologias. Como
consecuencia de esto, las neuronas se veran obligadas a emplear rutas metabolicas

alternativas que van a producir metabolitos detectables en el LCR (Satoh et al., 2007).

Este hecho se puede observar claramente en el Sindrome de Disfuncion Cognitiva
Canina (SDCC), en el que la alteracion del metabolismo oxidativo provoca una cascada
metabdlica que conlleva una menor produccién de ATP. Esto comporta una reduccion de
la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa, provocando el aumento del K* extracelular, el
bloqueo de la despolarizacién neuronal y el deterioro de la funcién cognitiva (Stylianaki
et al., 2020). Se han publicado bastantes articulos, en los que se dan a conocer los
beneficios de determinadas dietas enriquecidas con antioxidantes, vitaminas, acidos grasos
w3y triglicéridos de cadena media, donde, tanto personas con demencia; como perros con
SDCC se benefician de su ingesta (DeGiorgio & Taha, 2016; Scorza et al., 2013). En el
perro, los factores de riesgo y las causas del SDCC no se han investigado completamente,
aungue ciertos parametros como la deficiencia de hormonas sexuales y el estrés oxidativo
parecen estar asociados con un mayor riesgo de envejecimiento cerebral acelerado (Pan,
2021).
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Los resultados del analisis del LCR proporcionan rapidamente informacién que
puede ser de utilidad para la eleccién del tratamiento, el pronéstico o indicativa de la
necesidad de realizar mas pruebas diagndsticas. Sin embargo, los resultados pueden ser
normales incluso en presencia de alteraciones significativas del SNC. Ademas, en contadas
ocasiones el analisis del LCR por si mismo proporciona un diagnéstico definitivo. Los
hallazgos del LCR deben ser interpretados en el contexto de una historia clinica, unos

signos clinicos y otras pruebas diagnosticas (Karlsson et al., 2015).

e Parametros medidos en el LCR

En medicina humana, se han encontrado estudios, en los que algunos de estos
analitos han resultado de utilidad en enfermedades inflamatorias del SNC (Harrer et al.,
2021). Este panel esta compuesto por diferentes parametros que han sido clasificados en

los distintos grupos que se detallan a continuaciéon (Shafie et al., 2013).

1. Proteinas totales:

Las proteinas que se encuentran en mayor concentracion en el suero son la
albumina y las globulinas. A su vez, el grupo de globulinas estara formado por varias
fracciones que pueden ser cuantificadas mediante técnicas de electroforesis (Kushner, 1.;
Mackiewicz, 1993).

El liquido cefalorraquideo se analizé para detectar proteinas totales, albumina y
patrones electroforéticos de albumina y alfa, beta y gammaglobulinas en 10 perros sanos y
35 perros con trastornos del SNC. Se observaron cuatro patrones en la electroforesis. Estos
patrones se correlacionaron con las condiciones clinicas y patolégicas observadas. Los
resultados del estudio mostraron que la electroforesis ayuda al diagndstico de trastornos
del SNC de los perros (Sorjonen, 1987).
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2. Pardmetros renales:

En este grupo se encuentran urea y creatinina. Su aumento indica alteracion de la

funcionalidad a nivel renal. Hay que tener en cuenta que no se consideran parametros de

dafio renal temprano, ya que la creatinina empieza a verse elevada cuando mas del 75%

de las nefronas estan dafiadas (Michael et al., 2021).

La creatinina (CREA) es un producto metabdlico no enzimatico de la creatina y la
fosfocreatina, que en condiciones normales se produce a una tasa constante desde
el tejido muscular esquelético. Es una molécula pequefia y no circula unida a
proteinas plasmaticas, por lo que se filtra libremente a nivel glomerular. No se
reabsorbe, pero se secreta por el tubulo proximal en un porcentaje variable, que
aumenta a medida que progresa la insuficiencia renal. Las limitaciones de la
creatinina como biomarcador son que esta determinada por factores como son la
masa muscular, la ingesta proteica, el ejercicio y el uso de medicamentos que
pueden bloquear la secrecion tubular, como la cimetidina y la trimetoprima. Ademas,
los fibratos podrian aumentar la produccion de creatinina a nivel muscular. (Huidobro
E. et al., 2018). Se han encontrado elevaciones de CREA en LCR de personas con

esquizofrenia (Swahn & Sedvall, 1988).

La urea proviene del exceso de nitrégeno en el cuerpo, que en el higado se
transforma en ésta mediante el ciclo de la urea y se encuentra como producto de
desecho en la orina. Este pardmetro se ha medido, por primera vez, en asnos
miniatura adultos clinicamente sanos en LCR, junto con otros parametros.
Observandose que el andlisis del LCR puede proporcionar informacién importante

ademas de la obtenida por el examen clinico. (Mozaffari & Samadieh, 2013).

Minerales:

El fésforo y el calcio son minerales que también estan relacionados con la

funcionalidad renal (Martiarena et al.,, 2016), pero constituyen otro tipo de analitos

diferentes, motivo por el cual se han catalogado dentro de otro grupo distinto.
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El calcio es un mineral necesario para formar y mantener los huesos, también se
usa para llevar a cabo muchas funciones importantes, es el mineral mas abundante
en el organismo (National Institutes Of Health, 2016). El organismo mantiene los
niveles séricos de este mineral dentro de unos limites estrechos y estables por un
estricto balance entre la entrada y la salida de este elemento al liquido extracelular.
En la conservacion de esta homeostasis estan implicados principalmente tres
organos: intestino, hueso y rifidn. Las denominadas hormonas calciotrépicas,
parathormona, calcitonina y los metabolitos de la vitamina D regulan estos procesos
(Carral San Laureano et al., 2000).

El fosforo es un mineral que se encuentra en todas las células del organismo. La
mayor parte del fosforo se encuentra en los huesos y en los dientes, otra parte se
encuentra en los genes. Se utiliza para producir energia y llevar a cabo muchos
procesos quimicos importantes (Gal & Dahl, 2014). Estos parametros también se
han medido en el LCR de asnos adultos clinicamente normales (Mozaffari &
Samadieh, 2013).

Parametros de almacenamiento del hierro:

En este grupo se distinguen varios parametros: La transferrina, medida como

capacidad total de union de hierro (UIBC), la ferritina y el hierro. Estos parametros tienen

utilidad clinica al formar parte del perfil férrico para el estudio de las anemias, para su

deteccidén y monitorizacién durante el tratamiento de éstas (Erramouspe, 2012).

La transferrina es la principal metaloproteina ligadora de hierro que se encuentra
en el plasma. Es principalmente responsable del transporte de hierro por el cuerpo.
La capacidad total de union de hierro (UIBC) en el suero es una medicion de la
concentracion de transferrina sérica porque cantidades insignificantes de hierro
circulante se unen a otras proteinas. La UIBC es baja o reducida en situaciones de
anemia y de enfermedad inflamatoria, porque es una PFA (proteina de fase aguda)
negativa (Pannen, B. H. J.; Robotham, 1995).
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Esta enzima se ha encontrado incrementada en el LCR de paciente con enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob y se considera un biomarcador para su diagnostico junto a la
enzima ferroxidasa (Haldar et al., 2013).

Se realiz6 otro estudio en medicina humana sobre las diferentes isoformas de la
transferrina, para valorar si su concentracion guardaba relacion con las distintas
enfermedades neuroldgicas. Los resultados sugieren que la transferrina podria ser

un biomarcador de produccion alterada de LCR (Murakami et al., 2019).

La ferritina es una proteina de depdsito de hierro. Hay dos formas de
almacenamiento de hierro: una forma movilizable como ferritina y la fraccion
insoluble como hemosiderina. De esta manera se dispone de hierro no reactivo
necesario para la eritropoyesis y procesos celulares. Se encuentra en altas
concentraciones en hepatocitos, células del sistema reticulo endotelial del higado,
bazo y médula 6sea. Refleja el estado de los depdsitos de hierro. Es un pardmetro
sensible para la deteccion de deficiencia de hierro y para la monitorizacién del
tratamiento (Erramouspe, 2012). Valores disminuidos de ferritina sérica son
altamente especificos de anemia ferropénica (Short & Domagalski, 2013). Se
encuentra también disminuida en hipotiroidismo (Tiwari et al., 2021) y deficiencia de
ascorbato (Li et al.,, 2020). Se encuentran valores aumentados en sobrecarga de
hierro (Garcia-Casal et al., 2021), hemocromatosis hereditaria (Khader, 2014) y
eritropoyesis inefectiva (Huang et al., 2019). Es una proteina de fase aguda positiva,
por lo tanto, esta4 elevada en inflamacién, infecciones, neoplasias y enfermedad
hepatica (Senjo et al., 2018). La ferritina se ha visto incrementada en el LCR de
pacientes con el sindrome de piernas inquietas (Clardy et al., 2006). También en

pacientes con Alzheimer (Ayton et al., 2023).

El hierro es un mineral presente en todas las células del cuerpo humano, forma parte
de la hemoglobina cuya funcién es transportar el oxigeno de los pulmones a todo el
organismo. Depositado en la mioglobina actia como facilitador de oxigeno, participa
como transportador de electrones en el proceso de respiraciéon celular y, al parecer,
participa de la funcion inmunitaria y en el rendimiento cognitivo; sin embargo, no esta
muy claro el papel del hierro en estas dos ultimas funciones (Radakovich, L. B.;
Santangelo, K. S.; Olver, 2015).
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El organismo humano almacena el hierro en forma de ferritina y hemosiderina. Las
células cerebrales utilizan hierro para la sintesis de neurotransmisores y
posiblemente de mielina (Alcaraz Lopez et al., 2006). El hierro se ha encontrado
incrementado en pacientes con ventriculomegalia grave en casos de hidrocefalia
(Mahaney et al., 2022).

5. Enzimas pancreéticas:

La amilasa es una enzima hidrolasa que tiene la funcion de catalizar la
reaccion de hidrélisis del glucégeno y el almidon para formar fragmentos de glucosa
(dextrinas, maltosa) y glucosa libre. En los animales se produce principalmente en
las glandulas salivares (sobre todo en las glandulas parétidas) y en el pancreas. Existen
varios tipos de amilasas: la a-amilasa (JanecCek et al., 2014), B-amilasa (Ohnishi et al.,
1985) y la y-amilasa (Rozenfel d et al., 1962). Estas enzimas se utilizan para el diagnostico
de procesos patolégicos, como la pancreatitis (Peyrot des Gachons & Breslin, 2016; K.
Simon et al.,, 1991) En animales con pancreatitis aguda se ha encontrado esta enzima
también en el liquido cefalorraquideo, por lo que puede atravesar la barrera
hematoencefélica (Noble et al., 1970).

6. Enzimas musculares:

Dentro de este grupo se encuentran varios pardmetros. Sus caracteristicas son las

siguientes:

= Creatinin quinasa (CK): También conocida como creatina fosfoquinasa es la
enzima encargada de catalizar la produccion de fosfocreatina a través de la
fosforilacion de una molécula de creatina, consumiendo una molécula de ATP en el
proceso. La mayor parte de la creatina de nuestro organismo se encuentra en las
células musculares, no es de extrafiar entonces, que la mayor concentracion de esta
enzima también se encuentre alli. Su incremento indica dafio a nivel muscular
(Phornphutkul et al., 1974) .
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La CK es una isoenzima que se presenta en forma de dimero con dos tipos de
subunidades denominadas M (muscular) y B (cerebral). Estas se combinan para
formar tres estructuras diferentes: CK-1 (BB), CK-2 (MB) y CK-3 (MM). La expresion
predominante en el masculo esquelético es la isoforma CK-3 o MM. Otros tejidos con
altas concentraciones de CK son el miocardio, donde destaca la isoforma CK-2 o MB
y el cerebro, cuya isoforma predominante es la CK-1 o BB. La presencia elevada de
CK es consecuencia de dafios en la membrana del sarcolema, por lo que una CK
permanente elevada podria ser signo de patologia muscular, cardiaca o cerebral
(Fernandez Alba, 2014).

Este pardmetro ha servido de biomarcador, en estudios previos, encontrandose
elevado en perros con enfermedades inflamatorias del SNC, viéndose este
parametro mas elevado en las extracciones se realizaban a nivel lumbar (Lampe
et al., 2020).

La enzima CK también se ha medido en el LCR de perros con diferentes patologias
a nivel del SN, para valorar si su concentracion puede ser de utilidad diagnéstica
para varios grupos de afecciones neurolégicas. Las muestras se dividieron en grupos
segun areas anatoémicas del SN y; segun la naturaleza de la afeccién diagnosticada.
El andlisis estadistico mostré que esta enzima por si sola no puede utilizarse como
herramienta de diagndstico. Tampoco hubo un valor diagnéstico para diferentes

grupos de enfermedades o &reas anatémicas del SN (Ferreira, 2016).

Lactato deshidrogenasa (LDH): Se puede encontrar en la sangre y en otros fluidos
del cuerpo, como saliva o LCR (Nagai, 1963) . Su presencia es mayor en corazon,
higado, rifiones, masculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones. Cumple una funcion
importante en la produccion de energia para el organismo, participando en el
metabolismo energético anaerobio. Se encuentra en casi todos los tejidos, y cuando
se produce dafio en éstos, se libera. Unos niveles de LDH altos pueden indicar que
ciertos tejidos han sufrido dafios por una enfermedad o lesiéon (M. Lee et al., 2021).
Su elevacion se ha considerado de utilidad como biomarcador pronéstico en

pacientes con neoplasias (Deme & Telekes, 2017).
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Tanto los valores de LDH, como los de CK obtenidos en el LCR se pueden ver muy
distorsionados por la contaminacién con sangre iatrogénica. Estos parametros han
resultado utiles para el diagndstico y pronostico de enfermedades neuroldgicas, pero

se deben tener en cuenta estas precauciones (Brune et al., 2022).

ALT: También llamada transaminasa glutamico-pirtvica (GPT), es una enzima que
pertenece al grupo de las transaminasas o0 aminotransferasas. Se encuentra
principalmente en las células del higado y rifidén; pero también se encuentra en el
corazon y en los musculos. La elevacion de las cifras normales puede indicar una
lesion hepética, cardiaca o muscular (Banfi et al., 2012).

Su funcién es catalizar la transferencia del grupo amino de la alanina al 4cido a-
cetoglutarico dando lugar a piruvato y glutamato, importantes en la produccién de

energia celular (Yip et al., 2021).

Lipidos:

Los lipidos son moléculas orgénicas hidréfobas pero solubles en disolventes no

polares. Pueden estar formados por cadenas alifaticas saturadas o insaturadas o por anillos

aromaticos. Son compuestos muy diversos. Algunos forman parte del tejido adiposo, que

brinda soporte, proteccion y almacenamiento energético (Brown, 2021). En este grupo se

encuentran: el colesterol y los triglicéridos

Colesterol: Es un lipido esteroide que se encuentra en los tejidos corporales de
todos los animales vertebrados y en su plasma sanguineo. Es una sustancia
estructural esencial para la membrana plasmatica. Es una molécula imprescindible
para la vida por sus numerosas funciones: estructural, precursor de la vitamina D,
precursor de las hormonas sexuales, precursor de las hormonas corticoesteroidales,
precursor de las sales biliares y precursor de la balsa de lipidos. No se han
encontrado articulos en los que esta enzima se haya estudiado en el LCR de perros,
pero en humana, incrementos de colesterol y ciertas apolipoproteinas, como la
apolipoproteina E, estan relacionados con la demencia senil (Kélsch et al., 2006) y
ciertas enfermedades neurogenerativas (Achariyar et al., 2016), al ser una proteina
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multifuncional, con funciones centrales en la formacion, metabolismo y transporte de
lipidos; incluido el colesterol, a través del LCR y el plasma (Darreh-Shori et al., 2012).
La regulacion de su expresion tiene una conexién importante con enfermedades
neurolégicas y neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Kdlsch et al.,
2006), el Parkinson (Griffiths et al., 2021), accidentes cerebrovasculares (Li, Li et al.,
2020) y otras enfermedades (Yin & Wang, 2018).

= Triglicéridos: Son ésteres derivados de glicerol y tres acidos grasos Son los
principales constituyentes de la grasa corporal en muchos animales. También estan
presentes en la sangre, para permitir la transferencia bidireccional de grasa adiposa
y glucosa en sangre desde el higado. Hay muchos tipos diferentes de triglicéridos,
la principal division es entre saturados e insaturados (M. A. Lampe et al., 1983). En
humana, los niveles altos de triglicéridos se han relacionado con patologias como
arterioesclerosis, lo que conlleva un riesgo de enfermedad cardiaca y accidente
cerebrovascular (Generoso et al., 2019; Raposeiras-Roubin et al., 2021). Tampoco
se han encontrado articulos en los que se encontrara este analito en el LCR de
perros, pero si se ha detectado en humana, en pacientes con Alzheimer,
considerandose un biomarcador de la enfermedad (Bernath et al., 2020).

8. Parametros hepéaticos:

Estos pardmetros se suelen utilizar para valorar la funcionalidad hepatica y suelen
verse alterados en caso de que exista alguna patologia relacionada con este érgano,
aungue estos analitos se pueden encontrar en mas tejidos, por lo que también pueden verse
alteradas por otras causas. En este grupo distinguimos: la fosfatasa alcalina (ALP), la
gamma glutariltransferasa (GGT) y la aspartato aminotransferasa (AST) (Imbery et al.,
2022). No se han encontrado estudios, ni en humana ni en veterinaria que hablen de estos

pardmetros en LCR.
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Fosfatasa alcalina: Es una enzima hidrolasa responsable de eliminar los grupos
fosfato (desfosforilacién) de varias moléculas como nucledtidos, proteinas y otros
compuestos fosforilados. Son enzimas que se encuentran presentes en casi todos
los tejidos del organismo, siendo particularmente altas en huesos, higado, placenta,
intestinos y rifidn. Tanto su aumento como su disminucion tienen significado clinico
(Kojima et al., 2017).

GGT: Es una enzima hepéatica que existe en una gran cantidad de tejidos, pero su
presencia predomina a nivel de los hepatocitos, siendo un marcador de laboratorio
de la enfermedad hepatica. Esta presente en las membranas celulares de los
rifones, el conducto biliar, pancreas, higado, bazo, corazén, cerebro y vesiculas
seminales. Esta involucrada en la transferencia de aminoacidos a través de la
membrana celular y el metabolismo de los leucotrienos. La GGT juega un papel clave
en el ciclo de la gamma-glutamil, una via de sintesis y degradacion de glutation y de
desintoxicaciéon de drogas y xenobioticos (Paolicchi et al., 2003).

El producto de este metabolismo es la cisteina, cuya funcion es preservar la

homeostasis intracelular del estrés oxidativo (Sutherland, 1989).

AST: También conocida como glutamino oxalacético transaminasa (GOT), esta
enzima se clasifica dentro de las transaminasas de clase |. Se encuentra en varios
tejidos del organismo de los mamiferos, especialmente en el corazon, higado y tejido
muscular; aunque también se encuentra presente en hematies, rifion y cerebro. Se
suele elevar en patologias como: infarto agudo de miocardio, hepatopatia aguda,
miopatias, dafio pulmonar, por el empleo de determinados farmacos y en casos de
enfermedad o trastorno en el que las células resulten dafiadas gravemente (de
Schepper et al., 1987; B. S. Jones & Harcourt-Brown, 2022).
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9. Glucosa:

La glucosa es un monosacarido que contine seis atomos de carbono y es el
compuesto libre o combinado mas abundante en la naturaleza. Es la fuente primaria de
sintesis de energia de las células, mediante su oxidacion catabdlica, y es el
componente principal de polimeros de importancia estructural como la celulosa y de
polimeros de almacenamiento energético como el almidén y el glucégeno (Mulukutla
et al.,, 2016). Se han encontrado niveles disminuidos de glucosa en LCR de perros con
enfermedades inflamatorias del SNC (Weber et al., 2012).

10. Proteinas de fase aguda:

La respuesta de fase aguda es la reaccidon que se produce en el animal como
respuesta a disturbios de la hemostasis causados por la infeccidn, dafio tisular, procesos
inflamatorios, crecimiento neoplasico o desordenes inmunolégicos (Kushner I., Gewurz H.
& D., 1981).

Este mecanismo fisiol6gico produce alteraciones en el equilibrio hidroelectrolitico, en
el metabolismo del nitrégeno, glucosa y lipidos; en la sintesis de hormonas, en la
temperatura corporal y la produccion de células sanguineas. Muchos de estos cambios
suceden en horas o dias y son iniciados por la produccion y liberacion de citoquinas como
el factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa), la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y la

interleucina-8 (IL-8) en respuesta al estimulo nocivo (Herpers et al., 2009).

La respuesta de fase aguda incluye fiebre, modificacién importante en la sintesis
hepatica de proteinas de fase aguda, aumento de neutréfilos inmaduros circulantes,
disminucién de concentraciones séricas de hierro y zinc, cambios en el metabolismo de los
macronutrientes, disminucion en la concentracion de albumina, prealbumina y transferrina
y aumento en la concentracion de cortisol. El incremento de las proteinas de fase aguda
puede variar, segun el tipo de proteina (Kushner, I.; Mackiewicz, 1993). En este grupo se

distinguen:
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La proteina C reactiva (CRP): se denominé asi por su capacidad de unirse a la
fraccion C del polisacarido de los neumococos (Briles et al., 1989). Esta proteina
interviene en la adaptacion o defensa del organismo hospedador frente al patégeno.
Ademas de unirse a las membranas de algunos agentes infecciosos, la CRP parece
promover la activacion del complemento y puede unirse a la cromatina nuclear de
las células dafiadas (Szalai et al., 2000). Es una proteina perteneciente a la familia
de las pentraxinas y esta formada por cinco subunidades idénticas unidas por
enlaces no covalentes (Black et al., 2004). Al contrario que la CRP del humano y del
caballo, que no son glucoproteinas (Tugirimana et al.,, 2011), dos de las cinco
subunidades de la CRP del perro estan glucosiladas (Waritani et al., 2020).

La CRP es una proteina de fase aguda mayor, incrementando rapidamente en el
plasma de perros (Reusing, Mhayara S. O et al, 2015). Muestra un aumento en las
concentraciones séricas en perros con inflamacion sistémica por causas como:
cirugia, traumas, infecciones o neoplasia (Chrisensen, M. B.; Eriksen, T.; Kjelgaard-
Hansen, 2015).

La proteina C reactiva se midi6 en el LCR de perros con diferentes trastornos
inflamatorios, siendo mas elevada en estos animales que en los que presentaban
compresion medular o epilepsia idiopatica (Martinez-Subiela et al., 2011).

La proteina C reactiva también se ha visto incrementada en perro con enfermedad
congestiva cardiaca debida a una enfermedad de la valvula mitral (Reimann et al.,
2016).

La haptoglobina: Tiene una importante funcién protegiendo los tejidos del
hospedador de los metabolitos del oxigeno, que son liberados por parte de las
células fagociticas durante la inflamacion (Kushner, I.; Mackiewicz, 1993). Es una
glicoproteina que existe en forma de dimero y de polimero. La lisis de los eritrocitos
en la circulacién (hemodlisis intravascular) libera hemoglobina libre hacia el plasma, y
los tetrameros de hemoglobina se disocian de forma espontanea en a- dimeros que
son unidos por la haptoglobina (Shih et al., 2014) Cada mondémero de haptoglobina
puede unir de forma irreversible un dimero a-B, evitando parte de la pérdida de
hemoglobina (y por ello pérdida de hierro) en la orina tras la hemdlisis intravascular
(Makimura, S. y Suzuki, 1982).
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También sirve para la proteccion frente a infecciones bacterianas por unirse a la
hemoglobina libre en los tejidos infectados, limitando la disponibilidad de hierro para
el crecimiento bacteriano (Eaton et al., 1982). Ademas, la haptoglobina funciona
como un antioxidante, porque la hemoglobina libre promueve las lesiones oxidativas,
gue son inhibidas por unirse a la haptoglobina (di Masi et al., 2020). Finalmente, se
ha descrito que inhibe varios aspectos de la funcion de los neutréfilos (Oh et al.,
1990).

El complejo hemoglobina-haptoglobina es eliminado del plasma por los hepatocitos
y macroéfagos, y la presencia de una baja concentracion plasmatica de haptoglobina
en perros, gatos y caballos sugiere que existe hemolisis intravascular reciente o
actual (Andersen et al., 2017).

Es una proteina de fase aguda, y la medicion de concentraciones aumentadas en el
plasma facilita evidencias de inflamacion (Melgar et al., 2005) o infeccion (Kasvosve
et al.,, 2010) en todos los animales domésticos examinados, aunque los valores
aumentados también pueden ser resultado de la administracion de glucocorticoides
en algunas especies (perros y vacas) (Solter, P.; Hoffmann, W. E.; H... et al., 1991).
Solo la haptoglobina libre se detecta en las pruebas espectrofotométricas de
haptoglobina; consecuentemente, las concentraciones de haptoglobina plasméatica
total no pueden medirse de forma precisa en muestras hemolizadas en las que parte

o0 toda la haptoglobina esté unida a la hemoglobina (Meyer, D. J.; Harvey, 2007).

La proteina C reactiva y la haptoglobina, junto a otras proteinas de fase aguda, se

han detectado en el LCR de perros con hernias, ocurridas de manera natural, a nivel de los

discos vertebrales, midiéndose la concentracion de estas proteinas antes y después del

dafio producido a nivel del SNC y encontrandose cambios significativos en el LCR
(Anderson et al., 2015).

Las proteinas de fase aguda se han medido en perros con Dirofilaria immtis, antes y

después de administrarles un tratamiento adulticida, para determinar el dafio vascular

sufrido en estos perros (Falcon-Cordon et al., 2022; Méndez et al., 2015).

Estas proteinas también se han medido en la leishmaniosis canina para evaluarlas

en los diferentes estadios clinicos de la enfermedad (Pardo-Marin et al., 2020).

88



Revision bibliogréafica
Debido a la gran cantidad de bibliografia que hay sobre las proteinas de fase aguda

y su utilidad en gran numero de patologias de caracter inflamatorio, hay grandes

perspectivas de futuro sobre su uso clinico (Ceron et al., 2005).

11. Parametros del Sistema Inmune:

En este grupo solo se encuentra la adenosina deaminasa (ADA). Es una enzima que
interviene en el metabolismo de las purinas. Promueve la desaminacion de la adenosina,
dando como resultado inosina, que puede continuar su proceso metabdlico
transformandose en hipoxantina. Interviene en el desarrollo y mantenimiento del sistema
inmune, en la diferenciacion de células epiteliales y en la gestacion. Se distinguen tres
isoenzimas diferentes: ADA1, ADA2y tADA (Gao et al., 2022). La mayor parte de la actividad
ADA se encuentra en los linfocitos y los monocitos, siendo en ellos unas diez veces superior
a la encontrada en los otros tejidos (Franco et al., 1998; Mesa-Nufiez & Mortellaro, 2022).
Presenta un gran interés clinico al encontrarse una relacion entre los valores disminuidos
en este parametro y algunas formas de inmunodeficiencia (Bradford et al., 2017) o tipos de
cancer (Zhulai et al., 2022). También se ha encontrado elevacion de este parametro en
ciertos liquidos biolégicos, como la saliva, en el curso de enfermedades que presentan una
respuesta inmune de tipo celular (Kohn et al., 2019) Este parametro también se ha medido
en perras que presentaban carcinoma mamario, resultando ser un parametro con
significancia clinica, con un efecto antiinflamatorio en las muestras de tumores,

probablemente para modular la respuesta inflamatoria (Machado et al., 2015).
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12. Parametros de estrés oxidativo:

En la década de 1930, Leonor Michaelis propuso que los radicales libres mediaban
en la mayoria, si no en todas, las reacciones de oxidacion que involucraban moléculas
organicas (Michaelis, 1939). Aunque esta declaraciéon fue generalmente incorrecta,
estimulé un interés sustancial en la participacion de los radicales libres en diferentes
transformaciones quimicas. Inicialmente se creia que la alta reactividad quimica de los
radicales libres no era compatible con su presencia en organismos vivos (Commoner et al.,
1954).

Sin embargo, a principios de la década de 1950, los radicales libres se encontraron
en sistemas bioldgicos (Commoner et al., 1954) y practicamente de inmediato se propuso
gue estuvieran implicados en diversas patologias (Gerschman etal., 1954) y el

envejecimiento (Harman, 1956).

Se observé que existian microambientes separados para mitocondrias, lisosomas y
peroxisomas; y que cada uno contenia un sistema generador de especies reactivas de
oxigeno (ROS) acoplado a un sistema de defensa antioxidante adyacente. Se sugirié que
esta compartimentacion puede ser el mecanismo de defensa endégeno mas importante

contra el estrés oxidativo (Mcmichael, 2007).

El concepto de estrés oxidativo fue introducido por Helmut Sies en 1985 en el
capitulo introductorio de su libro titulado “Estrés oxidativo” donde también dio la primera
definicién de este fendmeno (Sies, 1985). Este trabajo seminal y otros, de este mismo autor,
inspiraron muchas investigaciones en el campo del estrés oxidativo de tal manera que, en
la actualidad, el concepto de estrés oxidativo es bien aceptado y ampliamente utilizado en
los campos basicos y aplicados de la biologia y la medicina (Storey, 1996; Jones & Sies,
2015; Cadenas et al., 2016; Salim, 2017; Islam, 2017; Garaschuk et al., 2018; Lushchak,
2021). Ademas, es un concepto importante en la adaptacion al estrés ambiental por parte
de los organismos (Storey, 1996; Lushchak, 2011)
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El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad del sistema biolégico de neutralizar rapidamente los
reactivos intermedios o reparar el dafio resultante a través de moléculas antioxidantes que

puedan neutralizar los radicales libres (Brieger et al., 2012).

Los radicales libres fueron descubiertos a principios del siglo XX por Moses Gomberg
(1900) (Alkadi, 2020), son moléculas con uno o mas (deben ser impares) electrones no
apareados en la capa externa. No todas las especies que causan dafio oxidativo son

radicales libres, por eso un término més adecuado es el de ROS (Brieger et al., 2012).

Los ROS son capaces de reaccionar con todas las moléculas orgénicas: acidos
nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos (Liochev, 2013). La principal fuente de
formacion de ROS, en las células, es la fuga de electrones de las cadenas de transporte de
electrones (B. Yang et al., 2019). Se estima que entre el 90-95% del oxigeno que pasa a
través de la mitocondria se transforma en agua y se queda un 5-10% restante, que formara
los ROS. La generacion de ROS se mantiene al minimo gracias a la alta eficiencia de la

transferencia de electrones y el secuestro de iones metalicos (Rubio & Ceron, 2021).

El dafio producido por los ROS a las proteinas y al ADN puede tener efectos de gran
alcance que conducen a mutaciones y eventualmente carcinogénesis (Sahoo et al., 2022).
De hecho, los ROS ahora se consideran una clase importante de carcindgeno y han estado
implicados en la iniciacion, promocién y la progresién del cancer. La asociacion entre la
inflamacion crénica y el cancer pueden estar mediados a travées de la liberacion de ROS
desde los leucocitos durante la inflamacion, con el consiguiente dafio en el ADN
(Mcmichael, 2007).

Estos parametros oxidativos son los que dan lugar al estrés oxidativo dentro del
organismo (Hook et al., 2004). A lo largo de los afios de la historia de la ciencia se han ido
dando definiciones para explicar lo que es el estrés oxidativo, asi la primera definicion de
estrés oxidativo, como se ha indicado anteriormente, la dio H. Sies en 1985 como: “una
alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del primero, que conduce a un

dafo potencial”.
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El equilibrio alterado entre pro y antioxidantes es un punto clave en esta definicion.
Mas tarde, el autor actualizo la definicibn a “Un desequilibrio entre los oxidantes y los
antioxidantes a favor de los oxidantes, que puede causar dafio, se denomina “estrés
oxidativo” (Sies, 1997). Cabe sefialar aqui dos aspectos: Dado que los radicales libres son
especies de vida muy corta, no se pueden acumular y, por lo tanto, sélo se puede hablar
de sus niveles de estado estacionario; y la investigacion ha demostrado que los radicales
libres no sélo son especies nocivas, sino que también estan involucrados en una serie de

procesos regulatorios normales (D. P. Jones, 2008).

Muchas de las predicciones que se realizaron con el descubrimiento de los radicales
libres y los ROS resultaron ser correctas y ahora tenemos informacion sustancial que
respalda la participacion de los radicales libres en diversas patologias y el envejecimiento.
La teoria de los radicales libres sobre el envejecimiento es probablemente la mejor
sustentada experimentalmente y es muy apreciada por la comunidad cientifica (Gladyshev,
2014; Harman, 1956; Vifa et al., 2013).

En este grupo se distinguen dos antioxidantes:

= EITIOL: son moléculas que contienen un grupo sulfhidrilo en la cadena lateral (SH)
y actian como antioxidantes, estabilizando los radicales libres al aceptar su electron
desapareado. De hecho, los tioles juegan un papel crucial en los organismos vivos,
ya que contribuyen a mantener la homeostasis redox celular al regular los
potenciales de oxidacion-reduccion y las proporciones de proteinas tiol-disulfuro.
Estos pardmetros se han utilizado como biomarcadores en diferentes estadios del

fallo cardiaco canino (Rubio et al., 2020).

= EI CUPRA: El cobre patrticipa en funciones de caracter antioxidante, protegiendo a
las células de los efectos toxicos de los radicales libres. Actiia como cofactor de las
enzimas: fenoloxidasas, ascorbato oxidasa, superoxido dismutasa (SOD); y participa
en el transporte de electrones en las cadenas respiratoria y fotosintética. Potencia el
sistema inmunitario, en la formaciéon de enzimas, proteinas y neurotransmisores; y
facilita la fijacion del calcio y del fésforo (Singh et al., 2017; Vazquez-Ovando et al.,

2022). No se han encontrado estudios que hayan detectado este parametro en LCR.
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13. Parametros de estrés:

El estrés es una reaccion fisioldgica del organismo en el que entran en juego diversos
mecanismos de defensa para afrontar una situacion que se percibe como amenazante o de

demanda incrementada (Rom & Reznick, 2015).

Fisiolégica o biologicamente es la respuesta de un organismo a un factor de estrés,
como una condicién ambiental o un estimulo. El estrés es el método que tiene el organismo
de reaccionar a un desafio (Galluzzi et al., 2018). Existen una gran variedad de eventos
estresantes, atendiendo a la naturaleza de los mismos, la respuesta a éstos se origina
mediante la activacion del sistema nervioso simpético (SNS), que da lugar a la respuesta
de lucha o huid;, provocando: vasoconstriccion periférica, midriasis, taquicardia, taquipnea,
ralentizacion de la motilidad intestinal, pérdida de pigmentacion en el cabello, etc (D’Alessio
et al., 2001).

Este sistema produce una liberacion masiva en el torrente sanguineo de
glucocorticoides: catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), cortisol y encefalina (Willette
etal.,, 1991). Con el consiguiente aumento de la glucosa, factores de coagulacion,
aminoacidos libres y factores inmunitarios. La sangre se hace trombolitica, con lo que
aumentan los riesgos de accidente cerebrovascular (ACV) y otras trombosis (von Kanel &
Dimsdale, 2000).

El organismo desarrolla estos mecanismos para aumentar las probabilidades de
supervivencia frente a una amenaza a corto plazo, pero no para ser mantenidos
indefinidamente (von Kanel & Dimsdale, 2000). Se distinguen dos tipos de estrés (Lu et al.,
2021):

» Eustrés o estrés positivo: Es un proceso natural y habitual de adaptacion
circunstancial, que consiste en la activacion del SNS con el objetivo de resolver una

situacion compleja (McEwen, 2006).
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= Distrés o estrés negativo: Es aquel que supera el potencial de homeostasis 0
equilibrio del organismo causandole fatiga, mayores niveles de ansiedad, de
irritabilidad y de ira (F. Simon et al., 2014). El estrés mantenido puede provocar
consecuencias, debidas al aumento del gasto de energia, el descenso del descanso
y el consiguiente agotamiento del organismo (Palumbo et al., 2020). A medio y largo
plazo, este estado de alerta sostenido desgasta las reservas del organismo y
provoca inmunodepresion (Dragos & Tanasescu, 2010). Ademas, la liberacion de
hormonas de estrés inhibe la maduracion de los linfocitos, encargados de la
inmunidad especifica (Dhabhar, 2014).

Debido a que el cuerpo no puede mantener el estado de estrés durante largos
periodos de tiempo, el sistema parasimpatico (SNP) tiene la tendencia a hacer regresar al

cuerpo a las condiciones fisiologicas normales o homeostasis (D. P. Williams et al., 2017).

Dentro del grupo de los parametros de estrés, solo se encuentra un parametro, la
actividad esterasa total (TEA). La esterasa es un enzima hidrolasa que rompe enlaces éster
por medio de la hidrélisis. Existen un amplio rango de estereasas que difieren en su
especificidad de sustrato, su estructura proteica y su funcién biolégica. Esta enzima se ha
encontrado en muestras salivares de vacas como biomarcador de estrés, junto con otros
biomarcadores, muchos de los cuales se han descrito previamente. El analisis de la mayoria
de estos analitos fue estadisticamente significativo (Contreras-Aguilar, Vallejo-Mateo, et al.,
2022).

14. Neurotransmisores:

Dentro de este apartado se encuentran las enzimas del grupo de las colinesterasas.
Estos compuestos catalizan la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina sobrante en el
espacio sinaptico en colina y acido acético, reaccion necesaria para permitir que la neurona
colinérgica retorne a su estado de reposo después de la activacion, evitando asi una
activacién excesiva causada por la acetilcolina, que produciria una sobreestimulacion el
efector y, como consecuencia, dafio en la neurona o en el musculo. Existen dos tipos de

colinesterasas y su diferencia radica en sus respectivas preferencias por el sustrato.
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Se clasifican asi:

= Acetilcolinesterasa (ACHE): Se encuentra principalmente en sangre y en las
sinapsis nerviosas. Hidroliza el sustrato del neurotransmisor acetilcolina mas rapido
(Bareggi & Giacobini, 1978). Existen con varias isoformas moleculares, cada una con
propiedades cataliticas similares, aunque difieren en la forma de adherirse a la
superficie de la membrana celular (Das et al., 2005). Modular la actividad de la
acetilcolisterasa es una de las maniobras terapéuticas fundamentales en aliviar las

funciones cognitivas en pacientes con Alzheimer (Pakaski & Kasa, 2003).

= Butirilcolinesterasa (BCHE): Es muy similar en su estructura a la enzima
acetilcolinesterasa (Chatonnet & Lockridge, 1989). Se encuentra en todos los tejidos
del organismo, principalmente en el higado (Jasiecki et al., 2021). No se encuentra
en los glébulos rojos (Inestrosa et al., 1994). También participan en la hidrélisis de
ésteres de colina, aunque su papel fisioldgico aun no esta muy claro (Lockridge,
2015). Hidroliza el sustrato del neurotransmisor butirilcolina mas rapido. (Scarsella
et al., 1979; D’Angelo & Scarsella, 1979).

Se han realizado estudios prospectivos con doble ciego, para valorar la actividad de
la acetilcolinesterasa en el LCR de perros después de una convulsion y perros con
enfermedad del disco intervertebral, comparandose con el resultado obtenido en perros
sanos. A pesar de que los resultados no mostraron diferencias significativas en cuanto a la
concentracion de esta enzima en el LCR de los grupos del estudio, nos proporciona nueva
informacion sobre la ACHE en el LCR de perros tras sufrir convulsiones naturales (Chai
et al., 2013).

Se han encontrado gran cantidad de estudios en medicina veterinaria, en los que
alguno de los analitos descritos previamente se ha detectado en el LCR de perros con
diversas patologias. Se destacan los siguientes: en perros en herniaciébn de disco
intervertebral, la proteina de mielina basica se ha utilizado considerandose un biomarcador
de prondstico para estas patologias (Fosgate, 2010). Ademas, la proteina tau se ha
encontrado en el LCR de perros considerandose un biomarcador de la severidad del afio
espinal en perros con esta misma patologia (Roerig et al., 2013).
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Otros parametros, como la expresion del microARN en el liquido cefalorraquideo de
perros, también se ha considerado un biomarcador para la distincién entre pacientes cony

sin espondilomielopatia cervical (Vansteenkiste et al., 2019)

En perros con MOD, la cadena ligera de neurofilamento (NfL) se ha usado como un
biomarcador de una buena respuesta al tratamiento clinico, y se podria considerar su
utilidad como un marcador de diagnostico para la MOD (Yun et al., 2021).Este estudio se
basoé en los realizados previamente en medicina humana, utilizando esta misma proteina

como biomarcador de diferentes desordenes neuroldgicos (Gaetani et al., 2019).

En enfermedades inflamatorias del SNC, se han encontrado elevaciones del lactato
en el LCR (Mariani et al.,, 2019). Ademas, este mismo pardmetro también se ha visto

incrementado en el LCR de perros que sufrian convulsiones (Mariani et al., 2020).

Por norma general, en la mayoria de los estudios, se suele valorar la respuesta de
un solo biomarcador y, como se ha visto, la elevacion de un analito en el LCR, por si solo,
no tiene un valor diagndstico relevante para los procesos relacionados con el SNC, pero es
mas probable que un panel de analitos nos muestre una informacion mas destacada sobre
las enfermades neurolégicas, pues, en medicina humana, un panel de posibles
biomarcadores para el Alzheimer, mostro unos resultados mucho mas plausibles, que los

estudios previos con un solo biomarcador (Jeromin & Bowser, 2017).

El diagnéstico de los perros con MOD es bastante complejo por la naturaleza
idiopética de la patologia, por lo que cualquier analitico que pueda ayudar a un diagnéstico
precoz, en este tipo de patologias, mejoraria la calidad de vida de los animales afectados
por esta enfermedad, ya que, hasta el momento, el diagndstico definitivo de la enfermedad
sblo se puede hacer a través de la histopatologia de manera postmortem (Cornelis et al.,
2019).
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e Comité de Etica y Experimentacion

Las muestras utilizadas para nuestro estudio fueron muestras de desecho, que se
extrajeron y utilizaron previamente con finalidad diagnostica. El sobrante de las muestras
fue reutilizado en nuestro estudio, amparado por el Comité de Bioseguridad y
Experimentacién (CBE) con cédigo 335/2020.

e Poblacion utilizada para el estudio

Las muestras utilizadas en este estudio provienen de perros enfermos 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 Vetsia de Madrid por problemas
neurolégicos de neurolocalizacion intracraneal entre los afios 2019-2022. Dentro del
protocolo diagnostico fue necesaria la realizacion de una resonancia magnética y extraccion
de LCR para intentar llegar a un diagndéstico y aplicar un tratamiento. Aquellas muestras de
LCR provenientes de animales cuyo diagndstico clinico era de una meningoencefalitis de
origen desconocido, en lugar de ser desechadas segun la legislacién vigente, fueron
congeladas a -20°C hasta su reutilizacion en este estudio.

El grupo control estuvo formado por aquellas muestras de animales que acudieron a
la consulta de Neurologia por convulsiones y que reunian los criterios sefialados por la
IVETF-2015 con un nivel de significacion Tier Il para un diagnéstico clinico de epilepsia
idiopatica.
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e Criterios de inclusion

Todas las muestras utilizadas en este estudio provienen de animales con un
diagnostico clinico de meningoencefalitis de origen desconocido en base a las pruebas de
imagen y LCR. En concreto, se utiliz6 un aparato de resonancia de bajo campo donde
deberian apreciarse lesiones mal definidas, hiperbrillantes en las secuencias potenciadas
T2, al menos en el encéfalo anterior y una pleocitosis predominantemente mononuclear en

el LCR junto con pruebas negativas para los agentes infecciosos de la zona.

Para que los animales pudieran formar parte de este estudio clinico debian de

cumplir los siguientes criterios especificos:

= Tener una historia clinica completa y detallada con: Resefia, motivo de consulta,

anamnesis y; examenes fisicos y neurolégicos completos.
= Hemogramay bioquimica completa antes de empezar el tratamiento.

= Examen de LCR completo con: Diferenciacion celular y concentracion de
proteinas. La concentracion de proteinas deberia estar por encima de 25 mg/d|, el
namero de células deberia ser superior a 7 células/ul y con una poblacion

predominantemente mononuclear.
= Animales mayores de 6 meses de edad.

= Animales negativos a meningoencefalitis de origen infeccioso: con pruebas
negativas, bien serologicas o de PCR en LCR, frente a Neospora caninum,

Toxoplama gondii, Criptococcos neoformans y moquillo.

= Pruebas de imagen: Deben presentar una RM con una o multiples lesiones
hiperintensas en T2 compatibles con una RM segun los criterios establecidos
(Granger et al., 2010).
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e Criterios de exclusion

Los animales que presentaban alguna de las caracteristicas que se describen a

continuacion no pudieron formar parte del estudio:
= Animales que sdélo presentaban neuritis 6ptica como signo neuroldgico.
= Animales con reticulosis neoplasica.
= Animales con meningoencefalitis infecciosa.

= Animales con historiales clinicos incompletos.

Con todas las muestras que formaron parte del estudio clinico se hicieron tres grupos:
= Grupo control o Grupo A.
= Grupo problema sin corticoides o Grupo B.

= Grupo problema con corticoides o Grupo C.
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e Grupo control (Grupo A)

Los animales pertenecientes a este grupo presentaron un diagnéstico clinico de
epilepsia idiopatica (El) segun los criterios sefialados por la IVEFT-2015 con un nivel de
significacion Tier Il (De Risio et al., 2015). Brevemente estos criterios implican que estos
animales no presentan una lesion estructural subyacente en el encéfalo, el inicio de la
primera crisis deberia estar entre los 6 meses y los 6 afios, presentar un examen
neuroldgico interictal normal, una RM irresefiable y unos valores de acidos biliares pre y

postprandiales normales. En este tipo de epilepsia se presume, con un nivel alto de

significacion, que las convulsiones tienen un origen genético.

La poblacion del grupo control estd conformada por un total de 9 muestras. Los datos

clinicos de cada individuo perteneciente a este grupo se describen en la tabla 3.

N° muestra

20

21

11

18

35

30

46

17

Raza

Mestizo
Beagle
Border Collie

American Staffordshire
terrier
Chihuahua

Angora
Golden Retriever
Comun europeo

Mestiza

Sexo

Macho

Hembra

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Edad

3 afnos

5 afios

7 afos

7 anos

4 anos

11 afos

3 anos

6 anos

8 meses
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Peso

21,7 kg
19,2 kg
18 kg

18,7 kg

3,1kg
4 kg

35,8 kg
5,7 kg

13,5 kg

Fecha
extraccion
25/07/2019

16/07/2019
05/07/2019

11/07/2019

04/07/2019
06/06/2019
24/05/2019
15/07/2019

06/06/2019
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Tabla 3. Datos de los animales que forman el grupo control (Grupo A). En esta tabla se
indica la fecha de extraccién de las muestras de LCR, ya que este estudio se ha ido

realizando a lo largo de varios afos, es un estudio longitudinal.

e Grupo problema sin corticoides (Grupo B)

La poblacion perteneciente al grupo problema esta formada por animales con un
diagndstico presuntivo de MOD, independientemente de que se sospechara de:
meningoencefalitis granulomatosa (GME), meningoencefalitis necrotizantes (MEN y LEN)
0 meningoencefalitis eosinofilica. Las caracteristicas y clasificacion de esta patologia ya

han sido detallada previamente.

Estos animales fueron a la clinica con una sintomatologia neurolégica, en todos ellos
se realiz6 una anamnesis completa, un examen neurolégico, una RM compatible con el
diagndstico presuntivo de MOD y; la extraccion del LCR con pleocitosis predominantemente
mononuclear y ausencia de agente infeccioso implicado. La poblacién del grupo problema
sin corticoides esta conformada por un total de 10 muestras. Los datos clinicos de cada

individuo perteneciente a este grupo se describen en la tabla 4.
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N° muestra Raza Sexo Edad Peso Fecha

extraccion
57 Mestizo Macho 7 afios N/D 14/08/2019
60 Pomerania Hembra 4 afos 3,7kg 22/07/2019
41 Bulldog francés Macho 7 afios 18 kg 12/07/2019
59 Chihuahua Macho 2 afios 2,2 kg 30/05/2019
10 Bichon maltés Macho 3 afos 4,3 kg 24/04/2019
4 Weimaraner Macho 8 afnos 32 kg 15/04/2019
38 Yorkshire terrier Macho 1 afio 2,4kg 26/06/2019
8 Mestizo Macho 6 anos 6,4 kg 03/04/2019
23 Papillon Macho 2 afios 4 kg 08/04/2019
42 Mestiza Hembra 4 afios 11,2 kg 03/06/2019

Tabla 4. Datos de los animales que forman el grupo problema sin corticoides (Grupo B).

103



Material y métodos

e Grupo problema con corticoides (Grupo C)

La poblacién perteneciente al grupo problema con corticoides también presenta

meningoencefalitis de origen desconocido, pero a diferencia del grupo anterior, estos

animales recibieron la administracién de antiinflamatorios esteroideos (glucocorticoides) en

el momento de la remision al Servicio de Neurologia por su veterinario habitual.

Al igual que en los otros grupos de estudio, en todos ellos se realiz6 una anamnesis

completa, un examen neuroldgico, una RM compatible con el diagnéstico presuntivo de

MOD y una extraccion de LCR. La poblacién del grupo problema con corticoides esta

conformada por un total de 7 muestras. Los datos clinicos de cada individuo perteneciente

a este grupo se indican en la tabla 5.

N° muestra

9

15

34

39

47

52

27

Raza
Bichon maltés
Yorkshire terrier
Bichon maltés
Mestiza
Perro de Aguas
Bichon maltés

Yorkshire terrier

Sexo

Hembra

Macho

Hembra

Hembra

Macho

Hembra

Macho

Edad

2 afos

9 afnos

5 afnos

6 afos

8 meses

9 afnos

3 afos

Peso
2,4 kg
2,1kg
4,9 kg
8 kg
21 kg
5 kg

3,1kg

Fecha extraccion
03/07/2019
29/04/2019
30/09/2019
25/09/2019
07/08/2019
27/06/2019

06/06/2019

Tabla 5. Datos de los animales que forman el grupo problema con corticoides (Grupo C).
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e Técnicas y tipo de ensayo para la medicion

Para la medicion de los pardmetros que forman parte de este estudio se ha utilizado
el analizador automatico de bioquimica Olympus AU600® (Olympus Diagnostica GmbH,
Hamburg, Germany) (Figuras 27 y 28). Las técnicas especificas utilizadas para cada uno

de ellos son las siguientes:

Figura 27. Analizador automatico de bioquimica Olympus AU600®.

Figura 28. Interior del analizador automatico de bioquimica Olympus AU600®.
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Proteinas totales

En la técnica utilizada para la determinacion de proteinas en LCR se utiliza el reactivo
OSR6170®.

Esta técnica es distinta a la usada para la medicion de proteinas en suero, ya que la
concentracion de este parametro en LCR es menor y se precisa de una técnica mas precisa.
Combinando rojo de pirogalol y molibdato se obtiene un complejo rojo con una absorbancia

maxima de 470 nm.

El andlisis se basa en el cambio de absorcion resultante de la fijacion del complejo
de rojo de pirogalolo y molibdato a grupos aminicos basicos de moléculas de proteinas. Se
forma un complejo azul-purpura con una absorbancia maxima de 600 nm. La absorbancia

de este complejo es directamente proporcional a la concentracion proteinica de la muestra.

Creatinina
En la técnica utilizada para la determinacién de creatinina en LCR se utiliza el
reactivo OSR6178®.

Es una prueba colorimétrica cinética (método de Jaffé) (Moore & Sharer, 2017) para
cuantificar la creatinina en analizadores Olympus. La prueba se basa en que, en un medio
alcalino la creatinina forma con el acido picrico, un compuesto de coloracién amarillo-

anaranjada.

La velocidad del cambio de la absorbancia a 520/800 nm es proporcional a la
concentracion de creatinina de la muestra. Los analizadores Olympus calculan

automaticamente la concentracion de creatinina de cada muestra (Mazzachi et al., 2000).
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Urea
La técnica utilizada para la determinacion de urea en LCR es la prueba UV cinética,
utilizando el reactivo OSR6134®.

La urea se hidroliza en presencia de agua y ureasa para producir amoniaco y dioxido
de carbono. El amoniaco resultado de la primera reaccion se combina en 2-oxoglutarato y
NADH en presencia de glutamato-deshidrogenasa (GLDH) para producir glutamato y NAD*.
La disminucion de la absorbancia de NADH por unidad de tiempo es proporcional a la

concentracion de urea (Talker & E., 1964).

Calcio
La técnica utilizada para la determinacion de calcio en LCR es la prueba
colorimétrica, utilizando el reactivo OSR6113®.

Los iones de calcio reaccionan con o-Cresoltaleina-complexone en medio alcalino
para producir un complejo de color purpura. Con este método, la absorbencia del complejo
Ca-0-CPC se cuantifica bicromaticamente a 570/660 nm. El aumento de la absorbancia
resultante de la mezcla de la reaccion es directamente proporcional a la concentracion de

calcio en la muestra (Lin et al., 1999).

Fosforo
La técnica utilizada para la determinacion del fosforo en LCR es la prueba

colorimétrica con luz ultravioleta, utilizando el reactivo OSR6122®.

El fosforo inorganico reacciona con el molibdato, para formar un complejo
heteropoliacido. El empleo de un tensioactivo hace innecesaria la preparacion de un filtrado
aproteinico. La absorbancia de 340/380 nm es directamente proporcional a la concentracion

de fésforo inorganico de la muestra (Gamst & Try, 1980).
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UIBC
La técnica utilizada para la determinacion de la capacidad de fijaciéon de hierro

insaturado en LCR es la prueba colorimétrica, utilizando el reactivo OSR61205®.

El Fe?* del reactivo 1 reacciona con el Nitroso-PSAP del reactivo 2 y forma un
complejo de color verde intenso. Si se aflade una muestra a la prueba, la cantidad total o
bien una parte de los iones de hierro se fija especificamente a la transferrina en los lugares
de fijacién de hierro insaturado en el pH alcalino. Por tanto, no se encuentran disponibles

para la reaccion colorimétrica con el Nitroso-PSAP.

La diferencia entre los cambios registrados en las absorbancias cuantificadas con o
sin muestra equivale a la cantidad de hierro fijada a la transferrina. Dicha diferencia sera la

capacidad de fijacion de hierro insaturado (UIBC) (Perrotta, 1996).

Hierro
La técnica utilizada para la determinacion del hierro en LCR es la prueba

colorimétrica, utilizando el reactivo OSR6186®.

El método Olympus utiliza TPTZ [2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triacina] como cromogeno. En
un medio acido, el hierro fijado a la transferrina se disocia en iones férricos libres y

apotransferrina.

El &cido clorhidrico y el ascorbato sédico reducen los iones férricos al estado ferroso.
Los iones ferrosos reaccionan entonces con la TPTZ para formar un complejo de coloracion
azul, cuantificable bicroméaticamente a 600/800 nm. El aumento de la absorbancia es

directamente proporcional a la cantidad presente de hierro (Bakker, 1991).
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Ferritina
La técnica utilizada para la determinacion de la ferritina en LCR es una prueba de

inmunoturbidimetria, utilizando el reactivo OSR61203®.

Las reacciones aglutinantes con latex se deben a la agregacion de esferas de latex
revestidas de anticuerpos, siempre que haya una cantidad suficiente de antigeno (muestra).
Los inmunocomplejos formados en disolucion dispersan la luz proporcionalmente a su
tamano, forma y concentracion. Si hay exceso de anticuerpos, el incremento de la cantidad
de antigeno aumenta la dispersion. Los turbidimetros miden la reduccion de la luz incidente

por reflexion, absorcion o dispersion.

En el procedimiento Olympus, la base de este andlisis es la cuantificacion de la
pérdida de intensidad luminica trasmitida (aumento de la absorbancia) a través de
particulas suspendidas en disolucién, como consecuencia de complejos formados durante
la reaccion antigeno-anticuerpo. El reactivo Olympus Ferritin es una suspension de
particulas de latex de poliestireno, de tamafio uniforme, revestidas con anticuerpo
antiferritinico policlonal de conejo. La combinacion de una muestra (que contine ferritina)
con el reactivo Olympus Ferritin produce una mezcla aglutinante. Esta mezcla se cuantifica
espectrofotométricamente en los analizadores bioquimicos Olympus (Bernard & Lauwerys,
1984).

Amilasa
La técnica utilizada para la determinaciéon de la a-amilasa en LCR es la prueba

colorimétrica cinética, utilizando el reactivo OSR6182®.

Este método estad basado en las recomendaciones de la IFCC (International
Federation of Clinical Chemestry). En la prueba colorimétrica de la a-amilasa se utiliza como
sustrato 4,6-etilideno(Gr)-p-nitrofenil(Gi)-a-D-maltoheptaosida (etilideno-G7PNP). Dicho
sustrato reacciona con a-amilasa y los fragmentos con a-glucosidasa provocando una
liberacién al 100% p-Nitrofenol (PNP). El aumento de la absorbancia a 410 nm es

directamente proporcional a la actividad de a-amilasa en la muestra (Lorentz, 1998).
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Creatin quinasa (CK)

La técnica utilizada para la determinacion de CK en LCR es la prueba UV cinética,
utilizando el reactivo OSR6179®.

Este método esta basado en las recomendaciones de la “Federacion Internacional
de Bioquimica Clinica” (IFCC). La CK cataliza reversiblemente la transferencia de un grupo
fosfato entre el fosfato de creatina y el difosfato de adenosina (ADP), para obtener creatina
y trifosfato de adenosina (ATP). El trifosfato de adenosina (ATP) asi formado sirve para
producir 6-fosfato de glucosa y difosfato de adenosina (ADP) a partir de la glucosa. Esta
reaccion se cataliza mediante la hexocinasa (HK), que necesita iones de magnesio para
alcanzar la maxima actividad. El 6-fosfato de glucosa se oxida por efecto de la enzima 6-
fosfato de glucosa deshidrogenasa (G6P-DH), con reduccion simultdnea de la coenzima
nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato (NADP) para obtener NADPH vy 6-
fosfogluconato. La tasa de aumento de la absorbancia, situada en 340/660 nm por causa
de la formacién de NADPH, es directamente proporcional a la actividad de la CK de la

muestra (Harder et al., 1991).

Alanina aminotransferasa (ALT)

La técnica utilizada para la determinacion de ALT en LCR es la prueba UV cinética,
utilizando el reactivo OSR6107®.

Este método esta basado en las recomendaciones de la “Federacion Internacional
de Bioquimica Clinica” (IFCC). La ALT transfiere el grupo amino desde la alanina al 2-
oxoglutarato, para formar piruvato y glutamato. La adicion de fosfato de piridoxal a la mezcla
reactiva garantiza la maxima actividad catalitica de la ALT. La reaccion del piruvato con el
NADH, catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH), produce lactato y NAD*. La pérdida
de absorbancia atribuible al consumo del NADH, cuantificada en 340 nm, es proporcional a
la actividad de la ALT de la muestra. El piruvato endégeno se elimina durante el periodo de

incubacion (Bergmeyer et al., 1986).
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Lactato deshidrogenasa (LDH)

La técnica utilizada para la determinacion de LDH en LCR es la prueba UV cinética,
utilizando el reactivo OSR6126®.

Este método estd basado en las recomendaciones del Comité escandinavo de
enzimas. La LDH cataliza la reduccion del piruvato a lactato con un pH neutro. Esta reaccion
va acompafiada de la oxidacion de NADH en NAD*. La disminucién del NADH se mide a
340 nm y es directamente proporcional a la actividad enzimatica en la muestra (Keiding
et al., 1974).

Colesterol
La técnica utilizada para la determinacion del colesterol en LCR es la prueba
colorimétrica, utilizando el reactivo OSR6116®.

El reactivo Olympus Cholesterol utiliza un método enzimético para cuantificar el
colesterol. En dicho procedimiento, los ésteres de colesterol de una muestra se hidrolizan
con colesterol estereasa (CHE). El colesterol libre resultante se oxida con oxidasa de
colesterol (CHO) y se transforma en colesteno-3-uno, produciéndose simultdneamente
peroxido de hidrogeno (H202) que se combina oxidativamente con 4-aminoantipirina y fenol
en presencia de peroxidasa (POD), para dar lugar a un cromoforo. El colorante de
quinoneimina roja que se forma puede cuantificarse espectrofotométricamente a 540/600
nm como un incremento de la absorbancia (Allain et al., 1974).

Triglicéridos

La técnica utilizada para la determinacion de los triglicéridos en LCR es la prueba

colorimétrica enzimaética, utilizando el reactivo OSR61118®.

El procedimiento Olympus Triglyceride se basa en una serie de reacciones
enzimaticas combinadas. Los triglicéridos de la muestra se hidrolizan combinando lipasas
microbianas para obtener glicerol y acidos grasos. El glicerol se fosforilata con trifosfato de
adenosina (ATP) en presencia de glicerolcinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato.
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Este glicerol-3-fosfato se oxida mediante oxigeno molecular en presencia de oxidasa
de (glicerolfosfato (GPO) para producir peroxido de hidrégeno (H202) y fosfato de
dihidroxiacetona. El H202 generado reacciona con 4-aminofenazona, N,N-bis(4-sulfobutil)-
3,5-dimetilanilina sal disddica (MADB) en presencia de peroxidasa (POD) para producir un
cromoforo, que se somete a una lectura a 660/800 nm. El aumento de la absorbancia hasta
660/800 nm es proporcional al triglicérido contenido en la muestra (Shephard & Whiting,
1990).

Fosfatasa alcalina (ALP)

La técnica utilizada para la determinacion de la ALP en LCR es la prueba

colorimétrica cinética mediante el reactivo OSR6104®.

Este método esta basado en las recomendaciones de la “Federacion Internacional
de Bioquimica Clinica” (IFCC). La actividad de la fosfatasa alcalina se calcula mediante la
cuantificacion de la velocidad de transformacién del p-nitrofenilfosfato (p-NFF) en p-
nitrofenol (p-NF) en presencia de iones de magnesio y zinc, y de 2-amino-2-metil-1-propanol
(AMP) como aceptor de fosfato con pH 10,4.

La velocidad de transformacidon en la absorbancia como consecuencia de la
formacion de p-NF se cuantifica bicroméaticamente a 410/480 nm y es directamente

proporcional a la actividad de la fosfatasa alcalina en la muestra (Tietz et al., 1983).

Gamma glutamiltransferasa (GGT)

La técnica utilizada para la determinacion de la GGT en LCR es la prueba

colorimétrica cinética mediante el reactivo OSR6120®.

Este método esta basado en las recomendaciones de la “Federacion Internacional
de Bioquimica Clinica” (IFCC). La GGT cataliza la transferencia del grupo y-glutamilico,
entre el sustrato (y-glutamil-3-carboxilo-4-nitroanilida) y la glicilglicina, produciendo 5-
amino-2-nitrobenzoato. El cambio de absorbancia a 410/480 nm, debido a la formacién de
5-amino-2-benzoato, es directamente proporcional a la actividad de la GGT de la muestra
(Shaw et al., 1983).
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Aspartato aminotransferasa (AST)

La técnica utilizada para la determinacion de la AST en LCR es la prueba UV cinética
mediante el reactivo OSR6109®.

Este método esta basado en las recomendaciones de la “Federacion Internacional
de Bioquimica Clinica” (IFCC). La AST cataliza la transaminacion del aspartato y del 2-
oxoglutarato, formando L-glutamato y oxalacetato. La adicion de fosfato de piridoxal a la
mezcla reactiva garantiza la maxima actividad catalitica de la AST. La malato-
deshidrogenasa (MDH) reduce el oxalacetato a L-malato, en tanto que el NADH se
transforma en NAD®*. La pérdida de absorbancia atribuible al consumo del NADH,
cuantificada en 340 nm, es proporcional a la actividad de AST de la muestra. El piruvato
enddgeno se elimina, mediante la reaccion de la lactato deshidrogenasa (LDH), durante el

periodo de incubacién (Bergmeyer et al., 1986).

Glucosa

La técnica utilizada para la determinacién de la glucosa en LCR es la prueba UV
enzimética (método de la hexocinasa) (Sonagra & Motiani, 2022) mediante el reactivo
OSR6121®.

La glucosa se fosforila con hexocinasa (HK) en presencia de trifosfato de adenosina
(ATP) e iones de magnesio para producir glucosa-6-fosfato y difosfato de adenosina (ADP)
La 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa (G6P-DH) oxida especificamente el 6-fosfato de
glucosa y produce 6-fosfato de gluconato con la correspondiente reduccién de NAD* a
NADH. El aumento de absorbancia hasta 340 nm es proporcional a la concentracién de

glucosa en la muestra (Sacks et al., 2011).
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Proteina C reactiva (CRP)

La técnica utilizada para la determinacion de la CRP en LCR es la prueba

inmunoturbidimétrica mediante el reactivo OSR6147®.

Al mezclar una muestra con solucion 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).

Haptoglobina

La técnica utilizada para la determinaciéon de la haptoglobina en LCR es la prueba

inmunoturbidimétrica mediante el reactivo OSR6165®.

Al mezclar una muestra con soluciébn amortiguadora y solucion de antisuero, la
haptoglobina humana reacciona especificamente con los anticuerpos de haptoglobina
antihumana, produciendo complejos insolubles. La absorbencia de estos complejos es

proporcional a la concentracion de haptoglobina en la muestra (Dati et al., 1996).

Los parametros restantes se determinaron mediante técnicas diferentes, basadas en
estudios en los que se habia realizado previamente la medicion de dichos analitos, estos

se detallan a continuacion:

Adenosina deaminasa (ADA)

La determinacion de este enzima se realiz6 mediante un ensayo previamente
utilizado para medir dicha enzima en diferentes fluidos corporales, de distintas especies
animales con patologias inflamatorias y sin ellas, para su extrapolacion a otro fluido corporal

diferente como es LCR.

En este estudio se observd la actividad enzimatica del ADA total (tADA) y sus
isoenzimas ADA1 y ADAZ2 en suero y saliva canina, equina, porcina y bovina y sus cambios

en diferentes situaciones inflamatorias en cada especie.
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Ademas, se desarroll6 y valido un método automatizado para la medicion de ADA:.
Se necesitd una concentracion de eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina (EHNA) de 0,47 mM
para la inhibicion de ADA1 en muestras caninas y porcinas (suero y saliva) y saliva bovina,
mientras que para la saliva equina se necesitd 0,94 mM. Un procedimiento automatizado
para medir ADA2 que consiste en agregar EHNA a un reactivo comercial para la medicion
de tADA proporcioné resultados repetitivos y precisos, siendo equivalente a una incubacion
manual de la muestra con EHNA a una concentracion similar (Contreras-Aguilar et al.,
2020).

Parametros de estrés oxidativo

La determinacion de estos parametros se realizé6 mediante el ensayo previamente
utilizado, donde se midié un panel integrado por biomarcadores del estado antioxidante,
como capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC), capacidad reductora férrica del
plasma (FRAP), capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), tiol y paraoxonasa
tipo 1 (PON-1), y del estado oxidante, como el estado oxidante total (TOS), la actividad del
peréxido (POX-Act), los compuestos derivados del oxigeno reactivo (d-ROM), los productos
de proteina de oxidacion avanzada (AOPP) y las sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS).

Todos los ensayos fueron repetitivos y precisos en ambos tipos de muestras.
Ademas, mostraron cambios después de la adicidén de acido ascérbico que estan en linea
con los resultados publicados previamente, siendo en sangre entera mas sensible para

detectar estos cambios las condiciones experimentales (Gonzalez-Arostegui et al., 2022).

Actividad estereasa total (TEA)

La determinacion de la TEA se realiz6 en base al estudio en el que se media esta
enzima en saliva mediante un ensayo espectrofotométrico automatizado (Tecles et al.,
2016).
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Neurotransmisores (ACHE y BCHE)

La determinacion de BCHE en LCR se realizé usando butirilcolina como sustrato,
mientras que la ACHE se midié después de inhibir la BCHE con etopropazina y usando

acetilcolina como sustrato (Tvarijonaviciute et al., 2013).

e Estadistica

En primer lugar, se realiz6 un estudio de normalidad de los datos a traves de la
prueba de Shapiro-Wilk tras la que se observé una distribucion no paramétrica de los

mismos.

Para realizar el estudio comparativo entre grupos (grupo control, grupo problema y
grupo problema con corticoides) se aplicoé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,

seguido 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 significativos aquellos p valores menores de
0,05. Los diferentes andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad® para
Mac (Version 8.1).
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En base a los resultados se van a clasificar las muestras de nuestro estudio en tres

grupos diferentes:

= Parametros que fueron detectados con alteraciones estadisticamente significativas
en el LCR.

= Pardmetros que fueron detectados sin alteraciones estadisticamente significativas
en el LCR.

= Parametros que no se pudieron medir en el LCR.

e Parametros que fueron detectados con alteraciones estadisticamente
significativas en el LCR

En las muestras del LCR del estudio fueron encontradas diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de estudio en los siguientes

parametros:
e Proteinas totales.
e Urea.
e Ferritina.
e Amilasa.
e Colesterol.
e AST.
o TEA.
e BCHE.

e ACHE.
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e Parametros que fueron detectados sin alteraciones estadisticamente
significativas en el LCR

También se observaron ciertos parametros que, si fueron detectados, pero que no
resultaron ser estadisticamente significativos. Los analitos que se encuadran dentro de

este grupo son los siguientes:
e Creatinina.
e Calcio.
e Fosforo.
e LDH.
e Triglicéridos.
o GGT.
e Glucosa.
e CRP.
o ADA.

e Antioxidante CUPRA.

119



Resultados

e Parametros que no se pudieron medir en el LCR

Dentro del panel de marcadores seleccionados, no se pudieron detectar en las

muestras de LCR los siguientes:

e UIBC.
e Hierro.
o CK.

e ALT.

e Fosfatasa alcalina.
e Haptoglobina.

Antioxidante TIOL.

Tabla 6. Tabla resumen de los resultados de los pardmetros medidos en LCR.

Parametros significativos Pardmetros no significativos Parametros no medidos
Proteinas totales Creatinina UIBC
Urea Calcio Hierro
Ferritina Fosforo CK
Amilasa LDH ALT
Colesterol Triglicéridos Fosfatasa alcalina
AST GGT Haptoglobina
TEA Glucosa Antioxidante TIOL
BCHE CRP
ACHE ADA

Antioxidante CUPRA

Los analitos que, si resultaron estadisticamente significativos, se clasificaron

atendiendo al grupo de estudio sobre el que se encontraba esa diferencia.
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e Diferencias observadas entre el grupo B y grupo A

Los analitos estadisticamente significativos en esta comparacion fueron: un lipido, el

colesterol y un parametro del sistema nervioso, la BCHE.

El valor del colesterol fue significativamente mas alto en el grupo B (1,34 mg/dL,
rango 0,64-2,76 mg/dL) que en el grupo A (0,1 mg/dL, rango 0,01-0,9mg/dL) (p=0,003).

El valor de la BCHE fue significativamente mas alto en el grupo B (66,21 umol/mi-
min, rango 26,53-214,4 umol/ml-min) que en el grupo A (33,63 pmol/ml-min, rango 14,1-
46,25 pmol/ml-min) (p=0,024).

Dunn test (p-valor)

Parametro Mediana (rango) Mediana (rango) Kruskall-Wallis Avs B
grupo A grupo B (p-valor)
Colesterol 0,002* 0,003*
(mg/di) 0,1 (0,01-0,9) 1,34 (0,64-2,76)
BCHE 66,21 (26,53- 0,02* 0,024*

33,63 (14,1-46,25)

(umol/ml-min) 214,4)

Tabla 7. Andlisis estadistico de los parametros detectados en LCR de perros sanos (Grupo
A) y perros con MOD (Grupo B).

Los asteriscos indican la significacion estadistica encontrada: *p-valor<0,05; **p-
valor<0,001; ***p-valor<0,0001.
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e Diferencias observadas entre el grupo C y el grupo A

Los analitos estadisticamente significativos de esta comparacion fueron: un

parametro renal, la urea; un parametro hepatico; la AST y un neurotransmisor; la ACHE

El valor de urea fue significativamente mas alto en el grupo C (45,8 mg/dL, rango
26,9-92,5 mg/dL) que en el grupo A (25,2 mg/dL, rango 15,1-43,8 mg/dL) (p=0,035).

El valor de AST fue significativamente mas alto en el grupo C (18,8 UI/L, rango 7,3-
46,6 UI/L) que en el grupo A (7,8 UI/L, rango 2-14,5 UI/L) (p=0,016).

El valor de ACHE fue significativamente mas alto en el grupo C (63,7 umol/ml-min,
rango 44,84-206,1 umol/ml-min) que en el grupo A (39,41 pmol/ml-min, rango 9,22-58,87
pmol/ml-min) (p=0,0119).

Dunn test (p-valor)

Parametro Mediana (rango) Mediana (rango) Kruskall-Wallis Avs C
grupo A grupo C (p-valor)

Urea (mg/dl) 25,2 (15,1-43,8) 45,8 (26,9-92,5) 0,04* 0,035*

AST (UI/L) 7,8 (2-14,5) 18,8 (7,3-46,6) 0,01* 0,016*

ACHE 63,7 (44,84- 0,013* 0,0119*

39,41 (9,22-58,87)

(umol/ml-min) 206,1)

Tabla 8. Andlisis estadistico de los parametros detectados en LCR de perros sanos (Grupo

A) y perros con MOD tratados con corticoides (Grupo C).

Los asteriscos indican la significacion estadistica encontrada: *p-valor<0,05; **p-
valor<0,001; ***p-valor<0,0001.
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e Diferencias observadas entre el grupo B y el grupo C respecto al grupo A

Los analitos estadisticamente significativos de esta comparacion fueron: las
proteinas totales, un parametro de almacenamiento del hierro; la ferritina; la enzima

pancreatica amilasa y un parametro de estrés, la TEA.

El valor de proteinas totales fue significativamente mas alto en el grupo B (54,36
mg/dL, rango 8,98-214,3 mg/dL) (p=0,006) y en el grupo C (70,67 mg/dL, rango 12,77-104,2
mg/dL) (p=0,026) que en el grupo A (12,44 mg/dL, rango 1,14-22,34 mg/dL). No se

observaron diferencias significativas entre el grupo B y el grupo C.

El valor de la ferritina fue significativamente mas alto en el grupo B (17 ug/l, rango
11-96 pg/l) (p=0,011) y en el grupo C (52 ug/l, rango 13-90 ug/l) (p=0,005) que en el grupo
A (10 ug/l, rango 7-15 pg/l). No se observaron diferencias significativas entre el grupo B y

el grupo C.

El valor de la amilasa fue significativamente mas alto en el grupo B (12,5 UI/L, rango
3,5-23,9 UI/L) (p=0,031) y en el grupo C (12,65 UI/L, rango 5,1-28,4 UI/L) (p=0,041) que en
el grupo A (4,3 UI/L, rango 2,6-10,3 UI/L). No se observaron diferencias significativas entre

el grupo B y el grupo C.

El valor de la TEA fue significativamente mas alto en el grupo B (32,4 1U/ml, rango
20,72-87,12 1U/ml) (p=0,003) y en el grupo C (32,26 IU/ml, rango 20,06-42,21 IU/ml)
(p=0,020) que en el grupo A (19,14 IU/ml, rango 6,85-24,99 IU/ml). No se observaron

diferencias significativas entre el grupo B y el grupo C.
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Dunn test (p-valor)

Parametro Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Kruskall-Wallis Avs B A Vs C
grupo A grupo B grupo C (p-valor)

Pmte(l'rg;‘/sdtf)ta'es 12,44 (1,14-22,34) 54,36 (8,98-214,3) 70,67 (12,77-104,2) 0,0034* 0,006* 0,026
Ferritina (ug/l) 10 (7-15) 17 (11-96) 52 (13-90) 0,001** 0,011* 0,005**
Amilasa (UI/L) 4,3 (2,6-10,3) 12,5 (3,5-23,9) 12,65 (5,1-28,4) 0,012* 0,031* 0,041*

TEA (IU/ml) 19,4(6,85-24,99) 32,4 (20,72-87,12) 32,26 (20,06-42,21) 0,0018** 0,003** 0,020*

Tabla 9. Andlisis estadistico de los parametros detectados en LCR de perros sanos (Grupo A), perros con MOD (Grupo B) y perros con
MOD tratados con corticoides (Grupo C).

Los asteriscos indican la significacion estadistica encontrada: *p-valor<0,05; **p-valor<0,001; ***p-valor<0,0001.
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Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) Kruskall-Wallis (p-

Parametro grupo A grupo B grupo C2 valor)
Proteinas totales i 54,36 (8,98- 70,67 (12,77- "
(mg/dL) 12,44 (1,14-22,34) 214,3) 104,2) 0,0034
Ferritina (ug/l) 10 (7-15) 17 (11-96) 52 (13-90) 0,001**
Amilasa (UI/L) 4,3 (2,6-10,3) 12,5 (3,5-23,9) 12,65 (5,1-28,4) 0,012*
TEA (1U/ml) 19,4(6,85-24,99) 32,4 (20,72-87,12 32’%@ (22%06' 0,0018**
Urea (mg/dl) 25,2 (15,1-43,8) 26,65 (21,9-89,2) 45,8 (26,9-92,5) 0,04*
AST (UI/L) 7.8 (2-14,5) 12,8 (5,1-28,8) 18,8 (7,3-46,6) 0,01*
ACHE 51,27 (26,28- .
(umol/ml-min) 39,41 (9,22-58,87) 172,6) 63,7 (44,84-206,1) 0,013
Colesterol (mg/dl) 0,1 (0,01-0,9) 1,34 (0,64-2,76) 0,72 (0,02-1,42) 0,002*
BCHE 66,21 (26,53- 62,59 (31,81- N
(umol/ml-miny ~ 53:63 (14,1-46,25) 214.4) 72.77) e

Dunn test (p-valor)

Avs B Avs C
0,006** 0,026*
0,011~ 0,005**
0,031* 0,041*
0,003** 0,020*
0,489 0,035*
0,071 0,016*
0,216 0,0119*
0,003* 0,525
0,024* 0,118

Tabla 10. Analisis estadistico de las diferencias y similitudes observadas en los parametros detectados en LCR de perros con MOD (grupo

B) y perros con MOD tratados con corticoides (grupo C).

Los asteriscos indican la significacion estadistica encontrada: *p-valor<0,05; **p-valor<0,001; ***p-valor<0,0001.
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e Diferencias observadas entre el grupo B y el grupo C

En los resultados observados hay pardmetros que han sido estadisticamente
significativos para el grupo B y el grupo C, respecto al grupo A, de manera simultanea; pero
también hay determinados parametros que sélo han sido estadisticamente significativos
para el grupo B, respecto al grupo A o que sélo han sido estadisticamente significativos
para el grupo C, respecto al grupo A, lo que genera diferencias entre los animales que han

sido tratados con corticoides y los que no, a pesar de que padezcan la misma patologia.

Las diferencias observadas se resumen en la tabla 10.
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La utilidad de biomarcadores para el diagnostico precoz de enfermedades
inflamatorias del SNC, se esta estudiando de forma muy activa en la medicina humana.
Estos biomarcadores no solo se han utilizado para el diagnostico precoz, sino también para
ofrecer un prondstico e incluso monitorizar la efectividad de determinados tratamientos. Por
ejemplo, en la enfermedad de Parkinson, se utilizaron los monocitos como biomarcadores
para definir los resultados del tratamiento con sargramostim para dicha patologia
(Abdelmoaty et al., 2022).

Las meningoencefalitis de origen desconocido, también son enfermedades
inflamatorias del SNC y a pesar de que se han encontrado gran cantidad de estudios sobre
estas patologias que hablan sobre su diagndéstico(Cornelis et al., 2019), los diferentes
subtipos existentes (Coates & Jeffery, 2014), factores de riesgo (Lawn & Harcourt-Brown,
2022) , posibles etiologias (J. N. Nessler et al., 2021), hallazgos de imagen (Oliphant et al.,
2017), protocolos de tratamiento (Lowrie et al., 2013) o prondstico (Cornelis et al., 2016),
ninguno de ellos da una informacion relevante que sea capaz que solventar el gran
inconveniente de no poder obtener un diagndstico definitivo de estas patologias, que no

sea de manera postmortem.

La medicion de un panel de analitos en los animales que presentan esta patologia
podria ser de utilidad, al observarse valores diferentes en alguno de los parametros que se
han podido medir entre el grupo control, correspondiente a animales con epilepsia idiopatica
y el grupo problema (grupo B y grupo C), que si presentaban dicha patologia. Estos analitos
podrian utilizarse para el diagnostico temprano de esta patologia, considerarse
biomarcadores de la misma, diferenciar entre los distintos subtipos de MOD e incluso
podrian ser de utilidad para el prondstico de la enfermedad y el seguimiento de los animales

gue se encuentren bajo tratamiento.
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e Parametros alterados en animales con MOD

Los parametros que fueron estadisticamente significativos en los animales que
presentaban meningoencefalitis de origen desconocido, respecto a los no la presentaban

se detallan a continuacion.

Proteinas totales

Este parametro debia estar alterado en los animales con MOD, ya que era un criterio
de inclusién para formar parte del estudio, por lo que se sospechaba que este parametro
iba a estar alterado en los animales que padecieran la patologia.

Se encontré elevado tanto en el grupo B, como en el grupo C. Sin encontrarse
diferencias estadisticas significativas entre ambos grupos. El motivo por el que este

parametro se encuentra elevado puede ser debido a (Morales & Montoliu, 2012):
= Aumento de la produccion de proteinas en LCR.

= Alteracion de la barrera hematoenceféalica, que permite la entrada de proteinas de la

circulacion sistémica hasta el SNC.
= Obstruccion del flujo de LCR.

En la mayoria de las lesiones inflamatorias del SNC, el incremento de este
pardmetro, junto al del recuento leucocitario en LCR, suelen ser un hallazgo clinico habitual.
Este parametro también se ha encontrado elevado en otros estudios de animales con MOD
(Lowrie et al., 2013).
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Ferritina

La ferritina se encontro elevada tanto el grupo B, como en el grupo C. Sin encontrarse
diferencias estadisticas significativas entre ambos grupos. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta

patologia.

En medicina humana, la ferritina se observé disminuida en el LCR de pacientes con
el sindrome de piernas inquietas (RLS), sospechandose que este trastorno pueda estar
relacionado con la regulacion erronea del hierro a nivel del SNC. Este descenso se encontro
en RLS de inicio temprano, pero no tardio (Clardy et al., 2006).

El hecho de que este parametro se encuentre elevado en animales con MOD podria
deberse a que la ferritina actia como una proteina de fase aguda, por lo que se eleva en
presencia de inflamacién. Este pardmetro si se ha visto elevado en pacientes con
Alzheimer, observandose mas elevado en pacientes con un cuadro clinico mas avanzado
(Ayton et al., 2023). Estos resultados concuerdan con los observados en los animales con
MOD.

Amilasa

La amilasa se encontré elevada tanto el grupo B, como en el grupo C. Sin
encontrarse diferencias estadisticas significativas entre ambos grupos. Esta enzima se ha
encontrado elevada en el LCR de perros con proceso de pancreatitis aguda (Noble et al.,
1970).

En estudios de medicina humana, algo mas antiguos, esta enzima también se
encontrd elevada en el LCR de pacientes que presentaban encefalopatia pancreética, lo
gue cuadra con los resultados que se han observado en nuestro estudio, ya que ambas

patologias cursan con inflamacién en el SNC (Rothermich & von Haam, 1941).
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Actividad esterasa total (TEA)

La TEA se encontro elevada tanto el grupo B, como en el grupo C. Sin encontrarse
diferencias estadisticas significativas entre ambos grupos. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta

patologia.

Este parametro se midié en humanos, en saliva, antes y después de un estrés fisico,
observandose elevada después de éste (Tecles etal.,, 2016). Pero tampoco se ha

encontrado ningun estudio que midiera este parametro en LCR en medicina humana.

Se realiz6 un estudio para probar el valor diagndstico del test rapido de la esterasa
(LE) para la deteccidon temprana de la pleocitosis en el LCR de pacientes con sospecha de
meningitis bacteriana aguda, siendo este test rapido positivo para estos paciente con una
alta especificidad y sensibilidad (Shokouhi et al., 2018) Este pardmetro, pertenece a la
familia de las esterasas y su valor, cuadra con el observado en nuestro estudio. Ambas
patologias son enfermedades inflamatorias del SNC, siendo en nuestro estudio la causa no
infecciosa, a diferencia del estudio de medicina humana, por lo que podrian extrapolarse

los resultados y considerarse como antecedentes en medicina humana.

Colesterol

El colesterol se encontr6 elevado solamente en el grupo B. Encontrandose
diferencias significativas en los valores del grupo C, respecto al B. No hay estudios en
medicina veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con

esta patologia.

En medicina humana, la determinacién de este parametro junto con otros lipidos se
realizo para ayudar al diagnostico temprano de pacientes con Alzheimer, usarse como
biomarcador y predecir la progresion de la patologia. EI aumento del colesterol se asocio
con Alzheimer (Agarwal & Khan, 2020). Este resultado concuerda con el observado en

nuestro estudio.
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En el grupo C, compuesto por animales que también presentaban la misma
patologia, pero que se medicaron previamente al estudio con glucocorticoides, este
pardmetro no se vio incrementado. Este hecho puede ser debido a que los farmacos
administrados previamente pudieran modificar los valores de ciertos parametros obtenidos
en LCR.

Un estudio realizado en conejos con meningitis infecciosa mostré que un tratamiento
a corto plazo con glucocorticoides (1-2 dias) tuvo un efecto desintoxicante significativo sin
prolongar los periodos de inflamacion en los tejidos del SNC y no empeor6 los resultados
de la enfermedad segun los datos clinicos y electroencefalogréficos (Ivanov & Lobzin, 1981)
Estos resultados, no cuadran con los de nuestro estudio, podria ser porque se trata de

especies animales diferentes.

Butilcolinesterasa (BCHE)

La BCHE se encontré elevada solamente en el grupo B. Encontrandose diferencias
significativas en los valores del grupo C, respecto al B. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta

patologia.

En medicina humana, la determinacion de BCHE en LCR se correlaciono, en
pacientes con Parkinson, con aquellos que presentaban atrofia cerebral, cuyas
concentraciones de BCHE en el LCR fueron mas elevadas que los pacientes sin atrofia.
Estas alteraciones en la actividad BCHE en LCR pueden estar relacionadas con la gliosis

gue se produce en el tejido cerebral en degeneracion (Sirvio et al., 1987).

En el grupo C este parametro no se vio incrementado. Este hecho puede ser debido
a que los farmacos administrados previamente pudieran modificar los valores de ciertos

pardmetros obtenidos en LCR.
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Urea

La urea se encontr6 elevada solamente en el grupo C. Encontrandose diferencias
significativas en los valores del grupo B, respecto al C. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta

patologia.

En medicina humana, en pacientes con hipertension intracraneal idiopatica (HIl), la
urea basal en LCR, fue menor en los pacientes que presentaban esta patologia,
correlacionandose con la PIC y la gravedad de la cefalea. Este parametro incremento a los
12 meses, lo que sugiere una desregulacion metabdlica en estos pacientes (Grech et al.,
2022) Estos resultados coinciden con lo que se ha observado en nuestro estudio, el motivo
por el cual esté pardmetro primero disminuye y luego aumenta en el LCR, posiblemente

esté relacionado con el incremento de la PIC.

En el grupo B este parametro no se vio incrementado. Este hecho puede ser debido
a que, al no haber sido tratado previamente con ningiin medicamento inmunosupresor, el

funcionamiento de la detoxificacion del LCR, no se haya visto alterado.

Aspartato aminotransferasa (AST)

La AST se encontro elevada solamente en el grupo C. Encontrdndose diferencias
significativas en los valores del grupo B, respecto al C. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta

patologia.

En medicina veterinaria, se investigd si la AST podria ser un biomarcador del LCR
para estimar la degeneracion del SNC en animales con gangliosidosis GM1 y evaluar la
eficacia de la terapia a largo plazo con glucocorticoides para esta patologia. Este parametro,
se increment6 en LCR en animales con gangliosidosis GM1, por lo que podria usarse como
biomarcador de la patologia y para evaluar la eficacia de las nuevas terapias propuestas

para esta enfermedad.

133



Discusion

Ademas, se tratd preliminarmente a un perro afectado por dicha patologia con la
administracion oral prolongada de prednisolona y se evaluo la eficacia de este ensayo
terapéutico utilizando biomarcadores de LCR. Sin embargo, este tratamiento no cambié ni
el curso clinico ni los biomarcadores del LCR del perro afectado, lo que sugiere que la
terapia con glucocorticoides no seria eficaz para tratar la gangliosidosis GM1 (Satoh et al.,

2007) Lo que concuerda con los resultados observados en nuestro estudio.

Por otro lado, en medicina humana, se realiz6 un estudio para determinar las
actividades cataliticas de AST en el LCR para detectar isquemia cerebral. El estudio mostré
que el nivel de AST en el LCR podria ser un biomarcador de diagnéstico relevante de la
presencia e intensidad del dafio en el tejido cerebral, al encontrarse este parametro mas
elevado en pacientes en estado vegetativo o muertos (Kelbich etal.,, 2020) Lo que

concuerda también con los resultados obtenidos en nuestro estudio.

En el grupo B este parametro no se vio incrementado. Este hecho puede ser debido
a que este parametro puede verse elevado por toxicidad medicamentosa, pues los
pacientes del grupo C, estaban en tratamiento previo al estudio (Wang et al., 2022).
También puede verse incrementado por la presencia de convulsiones, por lo que cabe la
posibilidad de los pacientes pertenecientes al grupo C tuvieran un mayor numero de crisis

convulsivas, que los pertenecientes al grupo B (Lee et al., 2019).

Acetilcolinesterasa (ACHE)

La ACHE se encontré elevada solamente en el grupo C. Encontrandose diferencias
significativas en los valores del grupo B, respecto al C. No hay estudios en medicina
veterinaria en los que se haya medido este parametro en LCR de animales con esta
patologia. Pero, se realiz6 un estudio en perros con convulsiones, para valorar la actividad
ACHE en LCR tras la administracion de clorpromacina. Esta actividad se vio incrementada
tras la administracion del farmaco, lo que apoya la hipotesis de un origen neuronal de la
ACHE en LCR (Bareggi & Giacobini, 1978).
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En medicina humana, la potenciacion de la actividad colinérgica central se ha
propuesto como un enfoque terapéutico para mejorar la funcién cognitiva en pacientes con
Alzheimer. El aumento de la concentracion de acetilcolina en el cerebro mediante la
modulacion de la actividad de la ACHE es una de las estrategias terapéuticas mas
prometedoras. Los esfuerzos para tratar la patologia subyacente basados en la modulacion
del procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) para disminuir la
acumulacion de beta-amiloide también son muy importantes. Recientemente se ha
propuesto que las alteraciones en el metabolismo de la APP desempefian un papel clave
en los efectos duraderos de los inhibidores de la ACHE (Pakaski & Kasa, 2003).

Los resultados observados en los estudios, tanto de medicina veterinaria, como de
medicina humana son contrarios a los observados en nuestro estudio, ya que en ambos, el
incremento de la actividad ACHE es un indicador de buen pronéstico de la enfermedad. En
nuestro estudio esta actividad se ha visto incrementada en pacientes que presentaban la
patologia. Si lo comparamos con el estudio de medicina veterinaria, en el que la
administracion de clorpromacina incrementaba la actividad ACHE, podria deberse a que
estos animales, a pesar de estar enfermos, estaban bajo tratamiento antes de incluirse en

el estudio, lo que pudo haber incrementado este parametro.
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e Parametros medidos sin significancia estadistica en animales con MOD

Creatinina
En medicina humana, se han encontrado elevaciones de creatinina en el LCR de
pacientes con esquizofrenia (Swahn & Sedvall, 1988). Esta patologia no existe en la

especie de estudio, motivo por el cual no se habra detectado en LCR.

Calcio y fésforo

No se han encontrado estudios, ni en medicina humana, ni en medicina veterinaria
gue hayan resultado estadisticamente significativos. Lo que concuerda con los resultados

de nuestro estudio.

LDHY GGT
En medicina humana, los niveles de CK, LDH y GGT se midieron en el LCR de

pacientes con meningitis tuberculosa y pidgena. Se observé que los niveles de CK 'y LDH
en el LCR eran significativamente mas elevados en las meningitis, por lo que podrian
considerarse biomarcadores de diagnostico y pronéstico. Pero se requieren mas estudios
para establecer su utilidad. La GGT no aumento en el LCR con respecto al control (Dash &
Patro, 2014). Los resultados de CK y LDH son contrarios a nuestro estudio, podria ser
porque en este caso se trata de meningitis de origen infeccioso. En cambio, los resultados
obtenidos en la GGT si coinciden con los obtenidos en nuestro estudio.

Triglicéridos

Los triglicéridos se han considerado un biomarcador de la enfermedad de Alzheimer
en medicina humana (Bernath et al., 2020) Estos resultados no coinciden con los obtenidos
en nuestro estudio, pero esta patologia no existe en la especie de estudio, motivo por el

cual podrian no ser coincidentes.
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Glucosa

En medicina veterinaria, se realiz6 un estudio para determinar si la concentracion de
glucosa en el LCR podia utilizarse como un biomarcador para las meningoencefalitis de
origen bacteriano en perros, pero los resultados no fueron concluyentes, obteniéndose las
mismas concentraciones de glucosa en el grupo problema, que en el grupo control (Weber

et al., 2012) Estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio.

Proteina C reactiva (CRP)

Esta proteina se encuentra incrementada en el suero de un gran namero de
enfermedades de tipo inflamatorio en la bibliografia veterinaria, motivo por el cual se
pensaba que también estaria incrementada en el LCR de los animales con MOD, al ser una
patologia inflamatoria del SNC.

Esta proteina se ha encontrado incrementada en el LCR de perros con trastornos
inflamatorios, en comparacion con perros que presentaban compresion de la médula
espinal o El. La cuantificacién de la proteina CRP en el LCR se realiz6 utilizando un ensayo
inmunofluorimétrico de resolucién temporal adaptado (TR-IFMA). (Martinez-Subiela et al.,
2011). Este estudio no concuerda con los resultados observados en el nuestro, puede ser
debido a que la técnica de ensayo para la medicion de LCR fue diferente a la usada en

nuestro estudio.

Adenosina deaminasa (ADA)

No se han encontrado estudios, en medicina veterinaria, ni en medicina humana en

los que se haya medido este parametro en LCR.

En medicina veterinaria, hay un estudio en el que este parametro y sus isoenzimas
se midieron en saliva y suero de las especies canina, porcina, equina y bovina. La actividad
de ADA total y sus diferentes isoenzimas, se correlacionaron con otros biomarcadores de
inflamacion y podrian utilizarse potencialmente como biomarcadores de inflamacion y

activacion inmunitaria en las especies de estudio (Contreras-Aguilar et al., 2020).
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Los resultados de este estudio no concuerdan con los obtenidos en el nuestro, podria
ser debido a que la deteccion en este parametro para el LCR sea menor que para otros

fluidos corporales.

CUPRA
No se han encontrado estudios, en medicina veterinaria, ni en medicina humana en

los que se haya medido este pardmetro en LCR.

e Parametros no detectados en liquido cefalorraquideo canino

En las muestras del LCR del estudio hay ciertos pardmetros que no se pudieron
medir. Se sospecha que puede haber sido por no haber realizado una técnica de medicion
lo suficientemente sensible para dichos pardmetros o bien porque no existian en este fluido

en cantidades cuantificables.

Los parametros que no se detectaron en LCR son los siguientes:

Capacidad de unién al hierro (UIBC)

No se han encontrado estudios en medicina veterinaria, en los que se detectara este

parametro en el LCR.

En medicina humana, este parametro se ha encontrado incrementado en el LCR de
paciente con enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y se considera un biomarcador para su
diagnostico junto a la enzima ferrosidaxa (Haldar etal., 2013). Estos resultados no
concuerdan con los observados en nuestro estudio, posiblemente porque esta patologia no

existe en nuestra especie de estudio.
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Hierro
No se han encontrado estudios en medicina veterinaria, en los que se detectara este

parametro en el LCR.

En medicina humana, el incremento del hierro y de la ferritina en el LCR, esta
relacionada con ventriculomegalia grave temprana en hidrocefalia poshemorrégica
prematura (Mahaney et al., 2022). Estos resultados no coinciden con los observados en
nuestro estudio, aunque en el caso de la ferritina si que son coincidentes. Posiblemente la

técnica utilizada para la medicion del hierro no fue la adecuada.

Creatinin quinasa (CK)

Este parametro se ha observado en el LCR de perros con enfermedades
neuroldgicas. Observandose mas elevado en las extracciones lumbares que en las de la
CM (R. Lampe et al., 2020) Estos resultados no cuadran con los observados en nuestro
estudio, posiblemente porque la técnica de medicion para este parametro no ha sido la

adecuada en nuestro estudio.

Alanina aminotransferasa (ALT)

No se han encontrado estudios en medicina veterinaria, en los que se detectara este

parametro en el LCR.

En medicina humana, se midié la ALT, junto a otras enzimas en pacientes con
accidente cerebrovascular isquémico. Se encontraron mas elevadas en dichos pacientes,
lo que indica la gravedad de la lesion cerebral y la hipoxia resultante del tejido cerebral. Los
altos niveles de actividad enzimatica, particularmente durante un largo periodo de tiempo,
siempre predicen un mal prondstico (Rooze & Kaasik, 1988). Los resultados obtenidos no
concuerdan con los de nuestro estudio, posiblemente porque este tipo de patologias no se

diagnostican en la especie de estudio.
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Fosfatasa alcalina

No se han encontrado estudios, en medicina veterinaria, ni en medicina humana en

los que se haya medido este parametro en LCR.

Haptoglobina

No se han encontrado estudios, en medicina veterinaria, ni en medicina humana en

los que se haya medido este pardmetro en LCR.

TIOL
No se han encontrado estudios, en medicina veterinaria, ni en medicina humana en

los que se haya medido este parametro en LCR.

¢ Influencia del tratamiento con glucocorticoides en perros con MOD

No se han encontrado estudios en medicina veterinaria que hablen sobre los efectos
gue pueda tener la terapia con glucocorticoides sobre el LCR en animales con

enfermedades inflamatorias del SNC.

En medicina humana se realizé un estudio en paciente con meningoencefalitis
criptococica para valorar la eficacia del tratamiento con glucocorticoides, a dosis
decreciente, para el tratamiento del sindrome inflamatorio postinfeccioso. Los resultados
obtenidos revelaron descensos en la glucosa, glébulos blancos, proteinas y marcadores
inflamatorios celulares en el LCR, una semana después de recibir glucocorticoides (Anjum
et al., 2021). En todo caso, en base a nuestros resultados, es importante indicar que los

tratamientos con glucocorticoides pueden tener influencia en ciertos analitos del LCR.
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Conclusiones

Existen analitos en LCR que varian en perros con epilepsia idiopética y perros
con MOD, por lo que estos parametros alterados (proteinas totales, ferritina,
amilasa, TEA, colesterol, BCHE, urea, AST, ACHE) podrian utilizarse como

biomarcadores de estas patologias.

Existen analitos detectables en LCR canino pero que no varian en perros con
epilepsia idiopatica y perros con MOD (creatinina, calcio, fosforo, LDH, GGT,
triglicéridos, glucosa, CRP, ADA, CUPRA). Estos analitos deberian ser

estudiados en otras patologias del SNC para evaluar su utilidad.

El hierro, UIBC, CK, ALT, ALP, haptoglobina y TIOL no se pudieron detectar en
el LCR de los perros incluidos en este estudio. Algunos de estos parametros
como la ALP, haptoglobina o el antioxidante TIOL no se han detectado en el LCR
de ninguna especie animal, ni en la especie humana. Se deberia valorar la opcion
de realizar la medicion de estos parametros mediante otras técnicas analiticas

mas sensibles que permitan su cuantificacion.

La administracion de glucocorticoides varia los resultados obtenidos en urea,
AST, ACHE, colesterol y BCHE en el LCR, hecho que debe considerarse para la
correcta interpretacion de estos analitos en perros tratados con estos farmacos.
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Abreviaturas

ACHE: Acetilcolinesterasa.

ACV: Accidente cerebrovascular.

ADA: Adenosina deaminasa.

ADA:1: Adenosina deaminasa 1.

ADA:2: Adenosina deaminasa 2.

tADA: Adenosina deaminasa total.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADP: Difosfato de adenosina.

ALKP: Fosfatasa alcalina.

ALP: Fosfatasa alcalina.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AMP: 2-amino-2-metil-1-propanol.

AO: Espacio atlanto-occipital.

AOPP: Productos de proteina de oxidacion avanzada.
APP: Proteina precursora de amiloide.

ARN: Acido ribonucleico.

AST: Aspartato aminotransferasa.

ATP: Trifosfato de adenosina.

BCHE: Butirilcolinesterasa.

BHE: Barrera hematoencefalica.

CA: Citarabina, citosina arabinosa o arabinésido de citosina.
Ca-0-CPC: Calcio-o-Cresoltaleina-complexone.
CBE: Comité de Bioseguridad y Experimentacion.

CHE: Colesterol estereasa.
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CHO: Oxidasa de colesterol

CJD: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

CK: Creatinin quinasa.

CK-1 (BB): Creatinin quinasa cerebral.

CK-2 (MB): Creatinin quinasa miocardica.

CK-3 (MM): Creatinin quinasa muscular.

CL: Cisterna lumbar.

CM: Cisterna magna.

COP: Protocolo COP: Ciclofosfamida, vincristina y prednisona
CREA: Creatinina.

CRI: Infusién continua.

CRP: Proteina C reactiva.

CUPRA: Capacidad antioxidante reductora cuprica.
d-ROM: Compuestos derivados del oxigeno reactivo.
EHNA: Eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil) adenina.

El: Epilepsia idiopatica.

etileno-G7PNP: 4,6-etilideno(G7)-p-nitrofenil(G1)-a-D-maltoheptaosida.
FLAIR: Recuperacion de inversion atenuada por fluidos.
FRAP: Capacidad reductora férrica del plasma.
G6P-DH: 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa

GFAP: Proteina &cida fibrilar glial.

GGT: Gamma glutariltransferasa.

GK: Glicerolcinasa.

GLDH: Glutamato deshidrogenasa.
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GME: Meningoencefalitis granulomatosa.

GOT: Glutamino oxalacético transaminasa.

GPO: Glicerolfosfato.

GPT: Transaminasa glutdmico-piravica.

H20:2: Peroxido de hidrégeno.

HIl: Hipertension intracraneal idiopética.

HK: Hexocinasa.

IFCC: Federacion Internacional de Bioguimica Clinica.
IL-1: Interleucina 1

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

IM: Aplicacion por via intramuscular.

IV: Aplicacion por via intravenosa.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

LE: Leucocito estereasa.

LEN: Leucoencefalitis necrotizante.

MADB: N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilina sal disodica.
MDH: Malato deshidrogenasa.

MEN: Meningoencefalitis necrotizante.

MOD: Meningoencefalitis de origen desconocido.

NAD™*: Nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada).
NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida).

NADP: Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (forma oxidada).
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NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reducida).
NfL: Cadena ligera de neurofilamentos.
PCOz2: Presion parcial de diéxido de carbono.
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
PFA: Proteinas de fase aguda.

PIC: Presion intracraneal.

p-NF: p-Nitrofenol.

P-NFF: p-Nitrofenilfosfato.

PNP: p-Nitrofenol.

PO: Aplicacién por via oral.

POD: Peroxidasa.

PON-1: Paraoxonasa tipo 1.

POX-Act: Actividad del peréxido.

RLS: Sindrome de piernas inquietas.

RM: Resonancia magnética.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

RR: Recuento celular.

RX: Radiografia.

SC: Aplicacién por via subcutanea.

SCID: Inmunodeficiencia combinada severa.
SDCC: Sindrome de Disfuncion Cognitiva Canina.
SH: Grupo sulfhidrilo.

SN: Sistema nervioso.

SNC: Sistema nervioso central.

192



Abreviaturas

SNP: Sistema nervioso parasimpatico.

SNS: Sistema nervioso simpatico.

SOD: Superoéxido dismutasa.

SRMA: Meningitis-arteritis que responde a corticoides.
TBARS: Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico.
TC: Tomografia computerizada.

TEA: Actividad esterasa total.

TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a Trolox.
TIBC: Capacidad total de union al hierro.

TIOL: Antioxidante con un grupo sulfhidrilo.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

TOS: Estado oxidante total.

TPTZ: [2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triacinal.

TR-IFMA: Ensayo inmunofluorimétrico de resolucion temporal adaptado.
UIBC: Capacidad de unién al hierro.

UV: Radiacion ultravioleta.

WBC: Recuento de gldbulos blancos.
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Se anexan las historias clinicas detalladas de las muestras que han formado parte

del estudio, junto con las imagenes de la RM de cada una de ellas.

e Grupo Control

Muestra 20:
NHC 27588, Hachiko, perro mestizo, macho, de 3 afios. Paciente con episodios

compatibles con crisis convulsivas desde hace un afio y medio.

Examen neuroldgico y analisis de sangre, sin alteraciones significativas. Los acidos
biliares y el amoniaco se encuentran dentro del rango fisiologico. Se realiza RM (Figuras 29
y 30) y se toma muestra de LCR para descartar alteraciones estructurales encefélicas o
inflamatorias. Una vez descartadas este tipo de patologias, el diagnéstico es el de EI.

Figura 29. RM muestra 20. Figura 30. RM muestra 20.

195



Anexos

Muestra 21:
NHC 27988, Xana, Beagle, hembra, de 5 afos. Paciente que sufrio tres episodios

compatibles con crisis convulsivas hace un mes.

No se encuentran alteraciones en la exploracion fisica. En el examen neurol6gico
hay una disminucién bilateral del reflejo de amenaza. Se realizan analisis de sangre,
ecocardiografia y radiografia de térax; sin observarse alteraciones significativas en ninguna

de estas pruebas.

En la RM de crdneo no se observan alteraciones en la morfologia ni sefal de las
estructuras intracraneales (Figuras 31, 32 y 33). En el andlisis del LCR tanto el recuento
como el tipo celular permanecen en rangos fisiolégicos. La ausencia de alteraciones

significativa en todas las pruebas realizadas lleva al diagndstico de El.

Figura 33. RM muestra 21.
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Muestra 11:
NHC 27849, Abhy, Border Collie, hembra, de 7 afios. Paciente con episodios

compatibles con crisis convulsivas desde hace aproximadamente un afio.

No se encuentran alteraciones en el examen fisico ni en el examen neuroldgico. El
andlisis de sangre y de LCR no presentan alteraciones. Los acidos biliares y el amoniaco
se encuentran dentro del rango fisioldgico. La RM no presenta alteraciones en la morfologia,
ni sefal de las estructuras intracraneales (Figuras 34, 35y 36). Estos hallazgos sugieren la

presencia de El.

Figura 34. RM muestra 11. Figura 35. RM muestra 11.

Figura 36. RM muestra 11.
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Muestra 18:
NHC 27962, Noa, American Staffordshire Terrier, hembra, de 7 afios. Paciente con
episodios compatibles con crisis epileptiformes. Los episodios se presentan agrupados en

racimo (4 ataques en 24 horas).

El examen fisico y la exploracion neurolégica no presentan alteraciones. En la
analitica sanguinea se observa un leve aumento de AST y ALT. La radiografia de térax no
presenta alteraciones. Se determinan &cidos biliares y amoniaco, encontrandose en rangos
fisiolégicos. El andlisis del LCR no presenta alteraciones. La RM presenta una asimetria en
los ventriculos laterales con una dilatacion moderada del ventriculo izquierdo. No se

observan alteraciones en la sefial ni en la morfologia del resto de estructuras estudiadas.

Tras los hallazgos clinicos se sospecha que el diagnéstico mas probable sea una El.
Se observan alteraciones a nivel de la RM por la gran cantidad de crisis convulsivas que ha
sufrido el animal y el dafio neurolégico subyacente que pueden haber generado éstas
(Figuras 37 y 38).

Figura 37. RM muestra 18. Figura 38. RM muestra 18.
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Muestra 35:
NHC 27831, Kiko, Chihuahua, macho, de 4 afos. Paciente con episodios

compatibles con crisis convulsivas.

No se encuentran alteraciones en el examen fisico, ni en la exploracion neurolégica.
El analisis de sangre no presenta alteraciones significativas. Los acidos biliares y el
amoniaco se encuentran dentro del rango fisiolégico. El analisis del LCR no presenta
alteraciones. La RM no presenta alteraciones en la morfologia ni sefial de las estructuras
intracraneales (Figura 39). La ausencia de alteraciones significativas en las pruebas
realizadas sugiere que el diagndstico mas probable sea la El.

Figura 39. RM muestra 35.
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Muestra 30:
NHC 27342, Candela, Angora, hembra, de 11 afios. Paciente que ha sufrido dos

episodios compatibles con crisis convulsivas.

No se encuentran alteraciones en el examen fisico ni en la exploracion neurolégica.
El andlisis de sangre no presenta alteraciones significativas. El andlisis del LCR no presenta
alteraciones. La RM no presenta alteraciones en la morfologia ni sefial de las estructuras
intracraneales. El sistema ventricular es normal. No se aprecian captaciones anémalas en
el contraste (Figuras 40, 41 y 42). La ausencia de alteraciones significativas en las pruebas

realizadas sugiere la presencia de una El.

Figura 40. RM muestra 30.

Figura 42. RM muestra 30.
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Muestra 46:
NHC 27118, Xan, Golden Retriever, macho, de 3 afos. Paciente con episodios

compatibles con crisis convulsivas desde hace 3 semanas.

El examen fisico y la exploracion neurolégica son normales. El andlisis de sangre no
presenta alteraciones significativas. Las determinaciones de amoniaco y &acidos biliares se

encuentran dentro de los rangos fisioldgicos. El andlisis del LCR no presenta alteraciones.

La RM no presenta alteraciones en la sefal del parénquima ni captaciones anomalas
de contraste, como Unico cambio destacable se aprecia una mayor prominencia de surcos
y circunvoluciones cerebrales, asi como del sistema ventricular (Figuras 43 y 44). La
ausencia de alteraciones significativas en las pruebas realizadas sugiere la presencia de

una El.

Figura 43. RM muestra 46. Figura 44. RM muestra 46.
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Muestra 3:
NHC 28014, Maria, Comun europeo, hembra, 6 afios. Paciente con episodios

compatibles con crisis convulsivas.

No se encuentran alteraciones en el examen fisico. En la exploracién neurolbgica
hay una disminucion bilateral de la reaccion de amenaza. El andlisis de sangre presenta
hipofosfatemia y una leve elevacion de ALT. La ecografia abdominal no presenta hallazgos
resefiables. Los acidos biliares y el amoniaco se encuentran dentro de los rangos

fisiolégicos.

El andlisis del LCR no presenta alteraciones. La RM no presenta alteraciones en la
morfologia ni sefial de las estructuras intracraneales (Figuras 45 y 46). La ausencia de

alteraciones significativas en las pruebas realizadas sugiere la presencia de una El.

Figura 46. RM muestra 3.
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Muestra 17/:
NHC 27255, Rosita, mestiza, hembra, de 8 meses. Paciente con episodios
compatibles con crisis convulsivas desde hace mas de 1 semana, agrupadas en racimo,

con varios episodios diarios.

No se encuentran alteraciones en el examen fisico ni en la exploracion neurolégica.
El andlisis de sangre no presenta alteraciones significativas. El amoniaco y los acidos

biliares se encuentras dentro del rango fisiolégico.

El andlisis del LCR no presenta alteraciones destacables. Se realizan
determinaciones de PCR en LCR frente a: Bartonella spp, Borrelia burgdorferii, Moquillo
canino, Cryptococcus neoformans/C. gattii, Neospora spp y Toxoplasma gondi, siendo los

resultados de estas determinaciones negativos.

En la RM no se aprecian alteraciones en la morfologia ni sefial de las estructuras
intracraneales (Figuras 47 y 48). La ausencia de alteraciones significativas en las pruebas

realizadas sugiere la presencia de una El.

Figura 47. RM muestra 17. Figura 48. RM muestra 17.
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e Grupo problema

Muestra 57:
NHC 28534, Klaus, mestizo, macho, de 7 afios. Paciente con episodios de

decaimiento.

El examen fisico no presenta alteraciones. El examen neuroldgico revela alteracion
del estado mental en grado de depresién y debilidad generalizada. La analitica sanguinea

no presenta alteraciones relevantes.

Se realiza test rapido frente a Leishmania, Dirofilaria, Enfermedad de Lyme, Ehrlichia
y Anaplasma con resultado negativo. El analisis del LCR muestra recuento celular de 32
células/mm?® con predominio de linfocitos 81,6%, neutréfilos 9,6% y monocitos 8,8%. Se
procesa la muestra de LCR para la determinacion de PCR frente a Moquillo canino, con

resultado negativo.

En la RM no se aprecian alteraciones en la morfologia ni sefial de las estructuras
intracraneales. Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio

meningoencefalico de origen desconocido.

Muestra 60:
NHC 28113, Mia, Pomerania, hembra, de 4 afios. Paciente con incoordinacion y

pérdida parcial de la vision. Examen fisico sin alteraciones.

El examen neurologico revela alteracion del estado mental, indicando la presencia

de una afeccion intracraneal difusa con predominio de afeccién hemisférica izquierda.

El analisis sanguineo no presenta alteraciones relevantes. El andlisis del LCR
muestra: recuento celular de 17 células/mm?3 con predominio de linfocitos 84%, monocitos
9% y neutrofilos 6%. Se procesa el LCR para determinacion de patologias infecciosas, con

resultado negativo.
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En la RM de craneo se aprecian: multiples lesiones intra-axiales ubicadas en el
tectum mesencefalico izquierdo, sustancia blanca cerebelar y periventricularmente
(parcheado alrededor del acueducto mesencefalico y del ventriculo lateral izquierdo a nivel
de los nudcleos caudados) (Figuras 49-52). Dichas lesiones son difusas con limites
irregulares y manifiestan captacion de contraste, especialmente en el area cerebelar que,
ademas, es la de mayor tamafo. Todas ellas se caracterizan por provocar prolongacion de

los tiempos de relajacion en las secuencias basicas.

Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio
meningoencefalico de origen desconocido.

Figura 49. RM muestra 60.

oy

Figura 50. RM muestra 60. Figura 51. RM muestra 60.
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Figura 52. RM muestra 60.

Muestra 41:
NHC 27972, Atila, Bulldog francés, macho, de 7 afios. Paciente con debilidad de

miembros pélvicos.

Exploracién fisica sin alteraciones relevantes. La exploracion neuroldgica revela
paraparesia con déficit de las reacciones posturales. Los reflejos medulares son normales.
Reaccion ténica del cuello positiva.

El anadlisis de sangre no presenta alteraciones relevantes. El andlisis del LCR
presenta un recuento celular de 321 células/mm? con predominio de linfoblastos (86%) y
monocitos (14%). Se procesa la muestra de LCR para realizar la determinacion de
microproteinas: 110 mg/dl (< 27 mg/dl), y determinacion de patologias infecciosas, con

resultado negativo.
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En la RM de créneo se aprecia una alteracion parcheada de la sefial del parénquima
de la medula oblongada que manifiesta leve hiperintensidad en las secuencias ponderadas
en T2 con captacion de contraste en las meninges adyacentes. Dicha lesion tiene bordes
mal definidos y no ejerce efecto masa (Figuras 53-55). Por otro lado, se aprecia una
ocupacion bilateral de las bullas timpanicas (puntas de flecha verdes) por contenido que
manifiesta prolongacion de los tiempos de relajacion en las secuencias basicas y no se
realza tras la administracion endovenosa de contraste (Figuras 56-57). La ocupacién no
muestra signos de expansion 0sea apreciandose una buena definicion de los limites de sus
corticales. Los hallazgos clinicos indican la presencia de meningoencefalomielitis de origen

desconocido.

Figura 53. RM muestra 41

Figura 54. RM muestra 41 Figura 55. RM muestra 41
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Figura 56. RM muestra 41. Figura 57. RM muestra 41.

Muestra 59:
NHC 27219, Boby, Chihuahua, macho, de 2 afios. Paciente con incoordinacion y

temblores de cabeza intencionales.

Examen fisico sin alteraciones. El examen neurolégico revela ataxia vestibulo-
cerebelar con temblores de intencién, monoparesia de miembro pélvico izquierdo,

disminucién bilateral de la reaccion de amenaza y sensibilidad consciente.

El analisis de sangre no presenta alteraciones significativas. El andlisis del LCR
presenta un recuento celular de 3 células/mm?3. Se procesa la muestra de LCR para realizar
la determinacion de microproteinas: 29mg/dL y determinacién de patologias infecciosas con

resultado negativo.

En la RM de craneo se aprecian multiples lesiones intra-axiales, localizadas de
manera nodular a lo largo de la sustancia blanca bihemisférica, con nodulacién de mayor
tamafio en area prefrontal izquierda. También se aprecia una lesion localizada en el aspecto
dorsal de la médula oblonga. Las lesiones manifiestan hiperintensidad en las secuencias
ponderadas en T2 y FLAIR (flechas verdes) e hipointensidad en secuencias T1W, a
excepcion de la lesiébn de mayor tamafio, que capta contraste de manera intensa y

homogénea (Figuras 58-61). Todas las lesiones son difusas y con limites irregulares.
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Por otro lado, se aprecia una mayor prominencia de los surcos cerebrales y dilatacion
moderada del sistema ventricular al completo, asi como reduccion del tamafio de la

adhesion intertalamica.

Los hallazgos clinicos son muy sugerentes de la presencia de un proceso
inflamatorio meningoencefalico de origen desconocido (probablemente meningoencefalitis
granulomatosa). Aunque, la ausencia de alteraciones en el andlisis de LCR es infrecuente

en pacientes con este tipo de procesos.

Figura 58. RM muestra 59.

Figura 59. RM muestra 59.
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Figura 60. RM muestra 59. Figura 61. RM muestra 59.

Muestra 10:
NHC 26614, Robin, Bichon maltes, macho, de 3 afios y medio de edad. Paciente que
manifiesta episodios de espasmos musculares y exceso de salivacion que progresa a

incoordinacion, mayor en el lado derecho.

Examen fisico sin alteraciones. La exploracion neuroldgica revela ataxia
vestibulocerebelar y ausencia de reaccion de amenaza en el ojo derecho. El analisis de

sangre no presenta alteraciones significativas.

El andlisis del LCR presenta un recuento celular de 312 células/mm?3 con predominio
de linfocitos 72%, monocitos 16 % y neutrofilos 11%. Se procesa la muestra de LCR para
realizar determinacion de PCR frente a Bartonella spp, Borrelia burgdorferii, Moquillo
canino, Cryptococcus neoformans/C. gattii, Neospora spp y Toxoplasma gondi, con

resultado negativo.
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En la RM de crdneo como Unico hallazgo se aprecia una dilatacion de la cisterna
cuadrigémina, (punta de flecha) en continuidad caudal al tercer ventriculo, que ejerce un
leve efecto masa sobre las estructuras adyacentes (Figuras 62, 63 y 64). No se aprecian
alteraciones de la sefial de las estructuras craneales ni captacion anémala de contraste.
Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio meningomielitico de

origen desconocido.

Figura 63. RM muestra 10. Figura 64. RM muestra 10
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Muestra 4:
NHC 26449, Max, Weimaraner, macho, de 8 afios de edad. Paciente con deterioro

progresivo de su estado neurolégico.

Examen fisico sin alteraciones. El examen neuroldgico revela alteracion del estado

mental y ataxia vestibulo-cerebelar con ladeo de la cabeza hacia la izquierda.

El analisis de sangre no presenta alteraciones significativas. El andlisis del LCR
muestra pleocitosis 38 células/mm? de caracter mixto predominantemente mononuclear
linfocitico (64%) frente a 25% neutrofilos y 13% monocitos. Se procesa muestra de LCR
para realizar determinacion de PCR frente a Bartonella spp, Borrelia burgdorferii, Moquillo
canino, Cryptococcus neoformans/C. gattii, Neospora spp y Toxoplasma gondi, con

resultado negativo.

En la RM de craneo se evidencia una alteracion parcheada de la sefal del
parénquima de la médula oblongada, mesencéfalo, cerebelo y primeros segmentos
medulares (Figuras 65 y 66). Estas lesiones, de indudable origen intra-axial, producen
prolongacion de los tiempos de relajacion y no se realzan de manera significativa tras la
administracion de contraste endovenoso. Las lesiones no tienen bordes bien definidos,
aunque su morfologia es fundamentalmente redondeada. En todos los casos producen
efecto masa con tumefaccion del tejido asociado que da lugar a colapso de cisternas

supracoliculares y espacio subaracnoideo.

Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio

meningoencefalico de origen desconocido.
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Figura 65. RM muestra 4

Figura 66. RM muestra 4
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Muestra 38:
NHC 26150, Tico, Yorkshire terrier, macho, de 1 afio. Paciente que, desde hace dos

semanas desde la visita presenta dilatacion pupilar bilateral.

El examen fisico no presenta alteraciones. La exploracion neuroldgica revela

ausencia bilateral de reaccién de amenaza, tetraparesia y ataxia propioceptiva.

El analisis de sangre no presenta alteraciones. La determinacion de los acidos
biliares esta dentro del rango fisiologico. El analisis del LCR muestra un recuento celular de
33 células/mm?3 con predominio de linfocitos (60%) y monocitos (40%). Se procesa la

muestra de LCR para determinacién de patologias infecciosas con resultado negativo.

En la RM de craneo no se aprecian alteraciones en la morfologia ni sefal de las
estructuras intracraneales (Figuras 67, 68 y 69). Los hallazgos clinicos indican la presencia

de un proceso inflamatorio meningoencefalico de origen desconocido (probablemente

meningoencefalitis granulomatosa).

Figura 67. RM muestra 38. Figura 68. RM muestra 38.

214



Anexos

Figura 69. RM muestra 38.

Muestra 8:
NHC 26281, Tanuki, mestizo, macho, de 6 afios. Paciente con decaimiento y mirada
perdida. El examen fisico no presenta alteraciones. La exploracion neurolégica revela

marcha en circulos hacia la izquierda, con ladeo de la cabeza también hacia ese lado.

El analisis de sangre muestra una leve leucocitosis con neutrofilia y un leve aumento
de la albumina. El andlisis del LCR muestra un recuento celular de 27 células/mm?3. Se
procesa la muestra de LCR para realizar determinacién de PCR frente a Bartonella spp,
Borrelia burgdorferii, Moquillo canino, Cryptococcus neoformans/C. gattii, Neospora spp y

Toxoplasma gondi, con resultado negativo.

En la RM de craneo se observa una lesion intra-axial, ubicada en el tronco encefalico
con epicentro en el puente y; extension sobre mesencéfalo y aspecto rostral de la médula
oblongada. Esta lesion presenta homogeneidad de sefial caracterizada por hiperintensidad
en las secuencias T2W y FLAIR e isointensidad en las secuencias T1W, que no realza tras
la administracién de contraste endovenoso (Figuras 70-73). La lesion tiene bordes mal
definidos y forma redondeada lateralizada hacia la derecha. Produce un efecto masa con
tumefaccion del tejido y; colapso del tercer ventriculo y aspecto rostral del cuarto ventriculo.
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Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio

meningoencefalico de origen desconocido.

Figura 70. RM muestra 8. Figura 71. RM muestra 8.

Figura 72. RM muestra 8. Figura 73. RM muestra 8.
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Muestra 23:
NHC 26334, Furia, Papillon, macho, de 2 afios. Paciente con pérdida de vision de
caracter agudo. Examen fisico sin alteraciones. El examen oftalmolégico muestra edema

de papila en el ojo izquierdo.

El examen neurolégico revela midriasis con ausencia bilateral de reaccion de
amenaza. Ausencia de reflejos fotomotores con estimulacion del ojo izquierdo y reducido

con estimulo en el ojo derecho.

El andlisis de sangre no presenta alteraciones significativas. El andlisis del LCR
presenta un recuento y tipo celular que permanecen en rangos fisioldégicos. Se procesa la

muestra de LCR para determinacion de patologias infecciosas, con resultado negativo.

En la RM de craneo no se aprecian alteraciones significativas en las vias visuales ni
estructuras oculares. Se aprecia una indentacion craneal de la ldmina del atlas sobre el
occipital y una prominencia del vermis cerebelar a través del foramen magno con

obliteracion del espacio subaracnoideo dorsal (Figura 74).

Los hallazgos clinicos indican la presencia de una MOD, se observan signos
compatibles con neuritis Gptica bilateral, solapamiento de occipital y malformacion tipo-

Chiari, sin repercusion clinica en la actualidad.

Figura 74. RM muestra 23
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Muestra 42:
NHC 27218, Viernes, mestizo, hembra, de 4 anos. Paciente con un cuadro de

vOmitos cronicos.

Examen fisico sin alteraciones significativas. El examen neurologico revela

disminucién bilateral del reflejo palpebral y sensibilidad consciente normal.

El analisis de sangre muestra picos de hiperglucémicas transitorias. Se aprecia un
ligero aumento de la CPK. Radiografia de torax y ecografia abdominal sin alteraciones. Las

PCR de Toxoplasma y Neospora son negativas.

El andlisis del LCR presenta un recuento y tipo celular dentro de rangos fisioldgicos.

La determinacion de microproteinas en LCR tampoco presenta alteraciones significativas.

En la RM de craneo no se aprecian alteraciones en la morfologia ni en la sefal de
las estructuras estudiadas. La morfologia y conformacién del sistema ventricular es normal.
No hay captaciones anémalas de contraste. Los pares craneales son normales. Los

hallazgos clinicos sugieren como diagndstico mas probable una MOD.

e Grupo problema con corticoides

Muestra 9:

NHC 27805, Deedee, Bichdén maltes, hembra, de 2 afios. Paciente con episodios de
incoordinacion desde hace 2 meses, con buena respuesta al tratamiento con
antiinflamatorios glucocorticoides que se han ido retirando gradualmente. Examen fisico sin

alteraciones.

El examen neuroldgico revela alteracion del estado mental en grado de obnubilacion,

ataxia y marcha en circulos hacia la derecha.
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La analitica de sangre no presenta alteraciones significativas. El analisis del LCR
muestra un recuento celular de 132 células/mm?® con predominio de linfocitos 54% vy
monocitos 46%. Se procesa la muestra de LCR para deteccion de patologias infecciosas

con resultado negativo.

En la RM de craneo se aprecian multiples lesiones intra-axiales, que manifiestan
hiperintensidad en las secuencias ponderadas en T2 y FLAIR e hipointensidad en T1, que
afectan fundamentalmente a la sustancia gris de los I6bulos frontales, |6bulo temporal
derecho y I6bulos occipitales (Figuras 75-80). Dichas lesiones son difusas, con limites
irregulares, no ejercen efecto masa aparente y no se realzan tras la administracion

endovenosa de contraste.

Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio
meningoencefalico de origen desconocido (probablemente  meningoencefalitis

granulomatosa).

Figura 75. RM muestra 9. Figura 76. RM muestra 9.

219



Anexos

Figura 77. RM muestra 9. Figura 78. RM muestra 9.

Figura 79. RM muestra 9. Figura 80. RM muestra 9.
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Muestra 15:

NHC 26689, Simba, Yorkshire terrier, macho, de 9 afios. Paciente con incoordinacion
y debilidad de miembros toracicos, con tendencia a la ambulacion en circulos hacia la
derecha, de aparicién subita hace una semana. En la actualidad esté sin tratamiento tras
una inyeccion de antiinflamatorios no esteroideos en su veterinario habitual hace 3 dias.

Examen fisico sin alteraciones.

El examen neurologico revela tendencia a la marcha compulsiva, tetraparesia mas
acentuada en bipedo izquierdo, con retraso en las reacciones posturales de dicho bipedo y

retraso en la reaccion de amenaza del ojo izquierdo.

La analitica sanguinea no presenta alteraciones relevantes. El analisis del LCR
muestra un recuento celular de 29 células/mm3 (RR< 5 células/mm3). Se procesa la

muestra de LCR para determinacién de patologias infecciosas, con resultado negativo.

La RM de craneo muestra en las secuencias FLAIR una hiperintensidad
periventricular centrada alrededor del ventriculo lateral derecho sin ejercer efecto masa ni
desviacién o colapso ventricular. Por otro lado, se aprecia una minima prominencia del
vermis cerebelar a través del foramen magno (Figuras 81,82 y 83). Los hallazgos clinicos

indican la presencia de un proceso inflamatorio meningoencefalico de origen desconocido.

Figura 81. RM muestra 15.
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Figura 82. RM muestra 15. Figura 83. RM muestra 15.

Muestra 34:

NHC 29280, Yena, Bichon maltés, hembra, de 5 afios. Paciente que hace 24 horas
ha manifestado episodios de dolor aparentemente cervical. Actualmente se encuentra en
tratamiento con Apoquel® por problemas dermatologicos para los que ha estado, hasta

hace dos semanas, en tratamiento con corticoides.

Examen fisico sin alteraciones. EI examen neurolégico es normal, salvo por la

reticencia a la manipulacion cervical.

El andlisis de sangre presenta una elevacion moderada de ALT, ALKP, GGT y AST.
El amoniaco se encuentra dentro del rango fisioldgico. Radiografias de torax y ecografia

abdominal sin hallazgos relevantes.
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El andlisis del LCR muestra pleocitosis mixta (recuento celular de 201 células/mm3
con predominio de monocitos (52%), neutréfilos (35%) y linfocitos (13%). Se procesa
muestra de LCR para realizar la determinacion de PCR frente a Bartonella spp, Borrelia
burgdorferii, Moquillo canino, Cryptococcus neoformans/C. gattii, Neospora spp y
Toxoplasma gondi con resultado negativo.

En la RM de craneo se aprecia una alteracion parcheada de la sefial del parénquima
nervioso centrada en el I6bulo frontoparietal izquierdo y parietal derecho, con aparente
predileccion por la sustancia gris cortical pero cuyos limites afectan también a la sustancia
blanca adyacente (Figuras 84, 85 y 86). Los limites de estas lesiones estan muy mal
definidos y tiene forma irregular. El tejido manifiesta prolongacién de los tiempos de relacion

en las secuencias basicas y no se realza tras la administracion de contraste endovenoso.

Los hallazgos clinicos y radioldgicos indican la presencia de un proceso inflamatorio
meningoencefalico de origen desconocido.

Figura 84. RM muestra 34.
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Figura 85. RM muestra 34. Figura 86. RM muestra 34.

Muestra 39:
NHC 29215, Maya, mestiza, hembra, de 6 afos. Paciente con episodios de dolor
inespecifico desde hace 10 meses, con buena respuesta al tratamiento con dosis

inmunosupresoras de glucocorticoides y ciclosporina.

Examen fisico sin alteraciones. ElI examen neurolégico revela marcha con cierto

grado de rigidez en los miembros toracicos y leve paraparesia ambulatoria.

El analisis de sangre no muestra ninguna alteracion significativa. El analisis del LCR
muestra un recuento celular de 182 células/mm? con predominio de monocitos 67%,
linfocitos 26% y neutrofilos 7%. Se procesa la muestra de LCR para determinacién de

patologias infecciosas, con resultado negativo.

En la RM de craneo no se aprecian alteraciones en la morfologia ni sefal de las
estructuras intracraneales (Figuras 87, 88 y 89). No se aprecia captacion anémala de
contraste. Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio

meningomielitico de origen desconocido.
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Figura 87. RM muestra 39.

Figura 88. RM muestra 39. Figura 89. RM muestra 39.
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Muestra 47:

NHC 28393, Lupin, Perro de aguas, macho, de 8 meses. Paciente con episodios de
hipertermia dese hace 3 semanas con respuesta parcial al tratamiento con Amoxicilina-
Acido Clavulanico, Kefloridina y Prednisona; que mejora por completo cuando se trata con
Septrin®, pero que recidiva tras la retirada de la medicacion.

Actualmente se encuentra en tratamiento con paracetamol y gabapentina. La
exploracion fisica revela hipertermia (39.6 °C). La exploracion neurolégica revela dolor a la

manipulacion de la columna toracica lumbar y sacra; y reaccién tonica del cuello positiva.

La analitica de sangre refleja anemia y; leucocitosis neutrofilica monocitica y
linfocitica. Ademas, presenta un leve aumento de la fosfatasa alcalina. La radiografia de
columna no presenta alteraciones relevantes. Se realiza serologia para Anaplasma,
Ehrlichia, Borrelia, Filaria; con resultado negativo. La serologia para Leishmania también
es negativa. El andlisis del LCR muestra un recuento celular de 1450 células/mm? con
predominio de neutréfilos 90% y monocitos 10%. Se procesa la muestra de LCR para

determinacién de patologias infecciosas, con resultado negativo.

En la RM de crdneo no se aprecian alteraciones significativas. En la RM de la region
toracolumbar se aprecia como unico hallazgo una disminucién de la sefal de los ndcleos
pulposos de los discos intervertebrales L4-L5, L5-L6 y L6-L7 (Figuras 90 y 91). No se
aprecian alteraciones de la sefial ni morfologia del resto de estructuras espinales ni lesiones

compresivas sobre el cordon medular.

La historia clinica y los hallazgos de las pruebas realizadas son compatibles con

proceso inflamatorio meningomielitico de origen desconocido.
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Figura 90. RM muestra 47.

Figura 91. RM muestra 47.
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Muestra 52:

NHC 27692, Aria, Bichon maltés, hembra, de 9 afios. Paciente que hace un mes
manifestd un episodio de descoordinacidon y pérdida de equilibrio, con marcha en circulos
hacia la izquierda que responde a tratamiento con corticoides y recidiva tras su retirada.

Examen fisico sin alteraciones. El examen neuroldgico no revela alteraciones.

La analitica de sangre no presenta alteraciones significativas. Se realiza una
ecografia abdominal en la que no se observan hallazgos relevantes. El andlisis del LCR
muestra un recuento celular de 87 células/mms? con predominio de monocitos 58%, linfocitos
37% y macrofagos 5%. Se procesa la muestra de LCR para determinacion de patologias

infecciosas, con resultado negativo.

En la RM de craneo no se aprecian alteraciones en la morfologia ni sefal de las
estructuras intracraneales (Figuras 92, 93 y 94). El sistema ventricular es de apariencia y

conformacién normal. No hay captaciones andmalas de contraste.

Los hallazgos clinicos indican la presencia de un proceso inflamatorio
meningoencefalico de origen desconocido (probablemente  meningoencefalitis

granulomatosa).

Figura 92. RM muestra 52.
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Figura 93. RM muestra 52. Figura 94. RM muestra 52.

Muestra 27:

NHC 27300, Chui, Yorkshire terrier, macho, de 3 afios. Paciente con dolor
inespecifico y reticencia al movimiento desde hace 1 semana. Con respuesta parcial al
tratamiento con corticoides, pero tuvieron que retirarlos al provocarle gastroenterocolitis. En

la actualidad est& siendo tratado con una dieta gastrointestinal.

La exploracién fisica no revela alteraciones. La exploracién neuroldgica revela

postura envarada y dolor severo a la manipulacion de la columna cervical.

La analitica sanguinea no presenta alteraciones significativas. El analisis del LCR
presenta un recuento celular de 5 célulass/mm?3. Se procesa la muestra de LCR para

determinacién de patologias infecciosas, con resultado negativo.

Se realizan radiografias de la columna cervical en posicion fisiologica y en
ventroflexion, donde se aprecia un aumento de la distancia entre la apdfisis espinosa del
axis y el arco dorsal del atlas en la flexion forzada (Figuras 95 y 96). Sin embargo, el cuerpo

del axis no parece tener movimiento por lo que se descarta una inestabilidad subclinica.
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Se realiza una tomografia computarizada de la columna cervical, en la que no se
aprecian lesiones Oseas en la articulacion occipitoatlantoaxial. Tampoco se aprecian
fendmenos de inestabilidad craneocervical (Figura 97). En la RM de columna cervical no se
aprecian alteraciones en la morfologia ni en la sefial de las estructuras espinales (Figura
99). La historia clinica y la ausencia de alteraciones en las pruebas realizadas indican la

presencia de un proceso inflamatorio meningoencefalico de origen desconocido.

Figura 98. TC muestra 27

Figura 99. RM muestra 27
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Figura 95. RX cervical muestra 27.

Figura 96. RX cervical en ventroflexién muestra 27.
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