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Resumen

Las meningoencefalitis de origen desconocido son unas de las enfermedades inflamatorias del
sistema nervioso central mas frecuentes en perros. Los objetivos de este trabajo han
consistido en identificar los factores que puedan tener alguna influencia en el prondstico y
supervivencia de perros con esta enfermedad, asi como intentar establecer qué
concentraciones de lactato, tanto sanguineo como en liquido cefalorraquideo, pueden ser
determinantes en el pronostico. Para ello, se ha realizado un estudio clinico prospectivo en 45
perros con esta patologia y, como grupo control, 11 perros con epilepsia idiopatica. Se ha
determinado si existe relacion entre la evolucion de la enfermedad y la supervivencia con
diferentes factores: raza, peso, sexo, edad, signos clinicos, hallazgos de resonancia
magnética, analisis sanguineo, analisis de liquido cefalorraquideo y tratamientos recibidos
previos y posteriores al diagnodstico. También se han estudiado los principales biomarcadores
en liquido cefalorraquideo: lactato y otros metabolitos analizados mediante espectroscopia

por resonancia magnética nuclear realizada a través de la determinacion del hidrégeno.

Los resultados muestran que pueden considerarse factores pronosticos negativos la presencia
de signos clinicos multifocales, déficit visual, alteracion del estado mental, alteraciéon del
comportamiento y marcha en circulos. Los hallazgos de resonancia magnética asociados a
menor supervivencia son la afectacion de sustancia gris, siringomielia y presencia de
componente hemorragico. La alteracion del estado mental y el componente hemorragico en
resonancia son indicadores de mal prondstico a corto plazo (inferior a 7 dias). Los pacientes
que responden favorablemente a los 7 dias de haber iniciado el tratamiento adecuado tienen
una supervivencia mayor; sin embargo, el empleo de tratamiento empirico previo al
diagndstico (especialmente glucocorticoides a dosis no inmunosupresoras) esta asociado a

mal pronostico.

Aunque son necesarios mas estudios, nuestros resultados indican que el analisis del liquido
cefalorraquideo mediante espectroscopia podria emplearse para valorar la evolucion de los

pacientes en tratamiento y la necesidad de continuar o no la terapia.

La evaluacion conjunta del lactato en sangre y liquido cefalorraquideo pueden considerarse
indicadores de prondstico favorable (inferior a 2,5 mmol/L) o desfavorable (mayor de2,s
mmol/L); ademas, concentraciones de lactato superiores a 4 mmol/L, tanto en liquido
cefalorraquideo como en sangre, se asocian a una menor supervivencia. Por tanto, la
determinacion de lactato constituye una herramienta esencial en esta patologia, y deberia
valorarse en todos los pacientes para, junto al resto de pardmetros clinicos, definir el

pronostico del paciente.
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Summary

Meningoencephalitis of unknown origin (MUO) are one of the most common inflammatory
diseases of the central nervous system in dogs. The aim of this study is to find factors related
with prognosis and outcome in dogs with this disease, as well as to establish which lactate
concentrations, both in blood and cerebrospinal fluid (CSF), can be determinant for
prognosis. A prospective clinical study was carried out on 45 dogs with MUO. Eleven dogs
with idiopathic epilepsy were included as control group. It has been determined whether there
is a relationship between disease progression and outcome with different factors as breed ,
bodyweight, gender, age, clinical signs, magnetic resonance imaging findings, blood tests,
cerebrospinal fluid analysis and treatments received before and after diagnosis. Main
biomarkers in cerebrospinal fluid have also been studied, such as lactate and other
metabolites determined by nuclear magnetic resonance spectroscopy with respect to

hydrogen.

Multifocal clinical signs, visual deficits, decreased mentation, changes in behavior and circling
can be considered as negative prognostic factors. Magnetic resonance findings associated
with poor outcome are gray matter involvement, syringomyelia and hemorraghe. Decreased
mentation and hemorrhage are also short-term poor prognosis indicators (less than 7 days).
Patients with good response within the first 7 days to an appropriate treatment have a longer
survival; however, the use of empiric treatment prior to diagnosis (especially non-

immunosuppressive doses of glucocorticoids) is associated with a poor prognosis.

Although more studies are needed to come to definitive conclusions, CSF analysis
spectroscopy could be used in the follow up of patients under treatment helping in decission

taking about the need to continue therapy or not.

Blood and CSF lactate are markers of good (less than 2.5 mmol/ L) or poor prognosis (higher
than 2.5 mmol/ L).In addition, lactate concentrations higher than 4 mmol/ L both in blood
and CSF, are associated with poor outcome. In conclusion, blood and CSF lactate are useful
tools in management of dogs with MUO and should be evaluated in all patients in conjunction

with the clinical parameters previously mentioned in order to define a prognosis.
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Introduccion

Las enfermedades inflamatorias del sistema nervioso central son unas de las patologias
neuroldgicas mas frecuentes en perros. De ellas, las meningoencefalitis de origen
desconocido (MOD) tienen una especial relevancia por su amplia distribucidn, variabilidad de
signos clinicos y, sobre todo, por la dificultad para poder realizar un diagnostico definitivo
correcto. La incidencia de los procesos inmunomediados en medicina veterinaria, igual que en
humanos, esta en alza. Este hecho, junto con el avance de los métodos de diagndstico por
imagen, ha promovido que las MOD sean objeto de numerosos estudios con el fin de
conseguir comprender su fisiopatologia, diagnosticarlas adecuadamente y, sobre todo, poder

instaurar el tratamiento adecuado lo antes posible.

La gran variabilidad en la edad de presentacion, razas y signos clinicos hace que las MOD
deban ser incluidas como diagnostico diferencial en practicamente cualquier paciente con
alteracion del sistema nervioso central. Es importante realizar un diagndstico adecuado,
principalmente en animales jovenes, puesto que otro de los posibles diagndsticos
diferenciales es una enfermedad inflamatoria infecciosa en la que administrar un tratamiento
inmunosupresor podria ocasionar la muerte del paciente. Por otro lado, el diagnostico precoz
es esencial para poder instaurar el tratamiento adecuado lo antes posible y asi evitar la
cronificacion y el desenlace fatal de la enfermedad. En las clinicas veterinarias suele ser una
practica habitual administrar glucocorticoides a pacientes que acuden con signos
neuroldgicos sin tener un diagnodstico definitivo. Este acto supone una interferencia notable
en el diagndstico de esta patologia ya que los signos suelen desaparecer inicialmente, lo que
hace pensar que el proceso esta resuelto. Ademas, este tratamiento empirico puede interferir
con las pruebas diagndsticas hasta meses después de su interrupcion, lo que provoca falsos
negativos en los estudios de resonancia magnética y en el analisis de LCR con la consecuente

demora en el diagnodstico y en la instauracion del tratamiento adecuado.

Uno de los inconvenientes de esta patologia es el coste econdmico de las pruebas
diagnosticas. Ademas, en la actualidad, no existe un consenso en la definicion de los factores
prondstico, con lo que es complicado emitir un pronodstico fiable; ambos hechos conducen a
que muchos propietarios no acepten completar el protocolo diagnostico y, por tanto, que
muchos pacientes sean eutanasiados antes de conocer si podrian beneficiarse del
tratamiento. De ahi la importancia de intentar encontrar parametros que realmente tengan

un valor pronostico objetivo en pacientes con esta enfermedad.
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Introduccion

Esta tesis doctoral trata de establecer unas bases objetivas para poder emitir un pronostico
certero en pacientes con MOD vy, con ello, facilitar un correcto asesoramiento a los
propietarios, lo que permitird mejorar la atencion veterinaria de los pacientes afectados por

esta compleja enfermedad.

12



13



3 REVISION BIBLIOGRAFICA




15



Revision bibliografica

Las enfermedades inflamatorias del sistema nerviosos central (SNC) son unas de las
patologias neuroldgicas mas frecuentes en perros. Para poder comprenderlas es necesario
conocer la fisiopatologia de la neuroinflamacién y las caracteristicas especiales de la barrera

hematoencefalica (BHE) y del liquido cefalorraquideo (LCR).

3.1 FISIOPATOLOGIA DE LA NEUROINFLAMACION

Aunque la mayor parte de los hallazgos encontrados en los procesos inflamatorios del SNC
son similares a los que afectan al resto de los sistemas, su particular “aislamiento” del resto
del sistema inmune hace que tengan especial relevancia la patogénesis, los criterios
diagndsticos y el tratamiento de estos procesos. La principal responsable de este aislamiento

es la barrera BHE".

3.1.12 Labarrera hematoencefalica

La BHE es una interfaz compleja y dinamica entre la sangre y el SNC. Es la encargada de
realizar los intercambios entre la sangre y los compartimentos cerebrales y juega un papel
esencial en la homeostasis cerebral y en la respuesta frente a agentes patogenos y toxicos.
Los experimentos de Paul Ehrlich en 1885 demostraron que en los mamiferos en los que se
inyectaba por via intravascular tinciones vitales, como azul tripano, mostraban tincion de
todos los tejidos del cuerpo excepto el encéfalo y la medula espinal. 30 aflos mas tarde, un
discipulo de Erlich realizd el experimento opuesto inyectando azul tripano directamente en
LCR. El azul tripano difundid por todo el SNC sin hacerlo a ningun 6rgano periférico
confirmando la presencia de una barrera entre el SNC y la circulacion®. La BHE esta presente
en todas las regiones cerebrales excepto en aquellas reguladas por el sistema nervioso
autonomo (SNA) y las glandulas endocrinas, donde los vasos sanguineos permiten la difusion

de ciertas moléculas®.
Las principales funciones de la BHE son*:
(1) Mantener la homeostasis del SNC.

(2) Proteger al cerebro del ambiente extracelular.
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(3) Proporcionar un aporte constante de nutrientes mediante sistemas especificos de

transporte.
(4) Dirigir las células inflamatorias en respuesta a cambios locales ambientales.

El mantenimiento de la homeostasis se realiza gracias a la regulacion del balance idnico y al
flujo de entrada y salida de componentes. Esto es esencial para la proteccion frente a
sustancias nocivas, variaciones en la composicion sanguinea y la disrupcion de la
concentracion de gradientes’. Las propiedades bioquimicas y estructurales especificas de las
BHE se deben a la relacion de las capas existentes entre la sangre y el cerebro, asi como a la

interaccion entre una amplia variedad de tipos celulares®.

3.1.1.12 Componentes de la BHE

En el desarrollo del cerebro, los capilares se diferencian y maduran dentro de la BHE. Aunque
la permeabilidad de la BHE es controlada por las propias caracteristicas bioquimicas de las
células del endotelio microvascular del cerebro (BMVECQ), |a biologia microvascular del cerebro
se basa en las interacciones de la membrana basal con las células gliales vecinas como la
microglia, astrocitos, neuronas y pericitos vasculares. Todas estas células constituyen la Unidad
Neurovascular (UNV), esencial para la integridad y funcionalidad del SNC. Otros componentes

determinantes en la funcionalidad de la BHE son las uniones intercelulares ®3.

3.1.1.1.1 Launidn neurovascular

I.  Membrana basal. La membrana basal es una parte esencial de la BHE. Rodea toda las
BMVEC y engloba los periocitos, ancla las células y establece las conexiones con las
células cerebrales circundantes. La membrana basal esta constituida por tres laminas
compuestas por distintas clases de matriz extracelular: (1) proteinas estructurales
(colageno vy elastina), (2) proteinas especializadas (fibronectina y laminina) y (3)
proteoglicanos. Dentro de esta matriz extracelular también se encuentran los
receptores de adhesion a la matriz (moléculas celulares de adhesion). Las moléculas
de adhesion se expresan en las células vasculares, neuronas y células gliales de

soporte y son la base del soporte de la BHE'.
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La disrupcion de la membrana basal puede derivar en la alteracion del citoesqueleto
de la BMVEC, afectando a las proteinas de las tight unions o uniones estrechas y la
integridad de la BHE. Cualquier alteracidn de la matriz extracelular esta asociada a un
incremento en la permeabilidad de la BHE, lo que ocurre en numerosas patologias del

SNC (entre las que se incluyen las enfermedades inflamatorias)®.

Neuronas. El papel de las neuronas en el fenotipo de la BHE no es claro; sin embargo,
hay evidencias de que las neuronas pueden regular la funcion de los vasos sanguineos
en respuesta a los requerimientos metabolicos e inducir la expresion de enzimas
Unicas para el BMVEC. Los astrocitos y BMVEC parecen estar inervados directamente
por neuronas noradrenérgicas, serotoninérgicas, colinérgicas y GABAérgicas entre
otras. El endotelio maduro tiene una funcion reciproca y origina un microambiente

cerebral que facilita una adecuada actividad neuronal®.

Microglia. La microglia son células del sistema mononuclear fagocitico®.
Desempenan un papel muy importante en la respuesta inmunitaria y en las
alteraciones de la homeostasis del SNC. Las células de microglia pueden encontrarse
en fase de reposo o activadas. Cuando estan en fase de reposo sus cuerpos son
pequefios; sin embargo, en la fase activa adquieren una morfologia fagocitica
alargada. Como la microglia se encuentra en el espacio perivascular, se piensa que su
interaccion con las BMVEC puede contribuir a las propiedades de la BHE. No obstante,

el mecanismo exacto de este acontecimiento no esta claro™.

Pericitos. Los pericitos (también conocidos como células murales o miofibroblastos)
son los principales integrantes celulares de los capilares y las vénulas post-capilares.
Comparten la misma membrana basal que las células endoteliales y cubren el 22-32%
de los capilares. Los pericitos sintetizan la mayoria de los elementos de la membrana
basal, incluyendo los proteoglicanos. Se cree que la sintesis y liberacion de proteinas
laminares por parte de los pericitos es un paso critico en la diferenciacion de la BHE™.
La asociacion entre los pericitos y el endotelio microvascular es vital para mantener el
soporte estructural y la integridad de las uniones. Del mismo modo, su asociacion con
los vasos sanguineos parece regular la proliferacidon, migracion y diferenciacion de las
células endoteliales, asi como incrementar los niveles de glicoproteina P. La

interaccion de los pericitos con las BMVEC determina la remodelacion del sistema
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vascular mediante la secrecion de factores de crecimiento y la modulacion de la

matriz extracelular*.

Los pericitos son capaces de reajustarse en respuesta a situaciones de estrés, como
por ejemplo, hipoxia severa. Presentan gran cantidad de fibras ricas en actina, lo que
permite controlar el flujo sanguineo y regular la permeabilidad de las uniones. Los
pericitos, ademas, son capaces de migrar rapidamente desde su ubicacion habitual a
zonas de hipoxia o de traumatismo cerebral. Todos estas condiciones estan asociadas

con un aumento de la permeabilidad de la BHE".

V.  Astrocitos. Los astrocitos son células gliales cuya funcidn principal es promover la
sintesis de proteoglicanos e incrementar la selectividad de la carga de las BMVEC. Los
astrocitos también proporcionan una adecuada funcion neuronal y aseguran la
correcta interaccion entre los cuerpos neuronales y los capilares cerebrales para

mantener la funcionalidad de la UNV*.

VI.  Células endoteliales. Las BMVEC interactban intimamente con otras células
cerebrales de la UNV. El endotelio cerebral forma la base anatomica de la BHE en los
mamiferos. La barrera de las BMVEC es critica para evitar la entrada de sustancias
toxicas al cerebro™. El endotelio capilar en el cerebro es de 50 a 100 veces mas fino
que en la microvascularizacidon y posee un gran numero y volumen de mitocondrias en
comparacion con el endotelio de otros érganos. Estas caracteristicas favorecen los
sistemas de transporte selectivos y el metabolismo de las sustancias dentro y fuera

del cerebro®.

3.1.1.1.2 Uniones intercelulares

Las células endoteliales se unen a la membrana basal por medio de adhesiones focales
formadas, principalmente, por proteinas transmembrana que también participan en la
adhesidn intracelular. Estas proteinas transmembrana se clasifican en tres familias segun su
estructura: selectinas, superfamilia de las inmunoglobulinas e integrinas. Estas Ultimas
desempeinan un papel importante durante la angiogénesis y en el mantenimiento de la

integridad vascular®.
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Las uniones intercelulares son las encargadas de la estabilizacion de las células endoteliales en
la BHE gracias a sus dos principales componentes moleculares y las vias de regulacion de las

uniones intercelulares.

3.1.1.1.2.1 Componentes moleculares

I.  Uniones estrechas (TJ). Son las principales estructuras responsables de las
propiedades de la barrera. No deben considerarse como moléculas aisladas en la
barrera, sino como estructuras extremadamente dinamicas que estan bajo la
estricta regulacion del microambiente cerebral. Mas de 4o proteinas estan

asociadas con las TJ®. Destacan:

a. Claudinas: incluyen al menos 24 familias. Su funcion es establecer las

propiedades de la barreray restringir su permeabilidad™ *3.

b. Ocludinas: tienen una accion activa en la funcionalidad de la BHE y en la

transduccidn de sefales™.

c. Moléculas de adhesion de union: aunque todavia se desconocen muchas
de sus funciones en la BHE madura, si esta claro su papel en la regulacion
de la migracion transendotelial de los leucocitos. Su falta de expresion de
tiene repercusiones notables en el estado inmunitario del organismo en

distintas patologias del SNC®.

d. Proteinas citoplasmaticas: su pérdida o disociacion esta asociada con un

incremento en la permeabilidad de la BHE™.

II.  Uniones adherentes de anclaje (AJ). Sus principales funciones son: adhesion de
las BMVEC, inhibicion del contacto durante el desarrollo vascular y la
remodelacion, inicio de la polarizacion celular y regulacion de la permeabilidad

paracelular. Dentro de las AJ destacan las cadherinas y las cateninas™.
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3.1.1.1.2.2 Vias de regulacion de las uniones intercelulares

Numerosos estimulos como el estrés oxidativo (p.ej radicales libres como el dxido nitrico
[NO]), agentes vasogénicos, mediadores de la inflamacion y lipidicos (Factor Necrosis
Tumoral-a [TNF-a], prostaglandina E2 [PGE2]) y agentes infecciosos modifican las uniones
intercelulares al originar un estado de fosoforilacion- desfosforilacion. En estos procesos
intervienen distintas rutas de sefales reguladas, principalmente, por proteinas quinasas,

proteinas quinasas activadas por mitégenos, dxido nitrico sintasa, calcio y Wnt/B- catenina®®.

Las proteinas quinasas se clasifican en funcion de su especificidad de sustrato en:

17,1,18,

I.  Serina/ treonina quinasas

a. Proteina quinasa C: presenta 11 isoenzimas clasificados en funcion de sus
métodos de activacion. Participa en la regulacion de la permeabilidad de
las TJ. También estd implicada en el deterioro endotelial inducido por

hipoxia y en el dafio neuronal secundario a isquemia cerebral.

b. Proteina quinasa Ay G: la primera parece estar implicada en la integridad
de la barrera endotelial y en las funciones de la barrera de las TJ mediante
la activacion del AMP ciclico. El aumento intracelular del AMP ciclico
origina el incremento transcelular de la resistencia eléctrica
transendotelial y disminuye la permeabilidad paracelular facilitando la
expresion de claudina-5. La proteina quinasa G, sin embargo, se activa por
el GMP ciclico, cuya produccion se asocia a incrementos en los niveles de

NO.

c. Proteina quinasa B: se expresa en la mayoria de las células. La
fosforilacion de sus numerosos objetivos en respuesta a diversos
estimulos origina factores de crecimiento o citoquinas, promotores de
supervivencia celular e inhibidores de apoptosis, por lo que esta implicada

en la progresion tumoral.
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17, 12, 18,

Tirosin quinasas

a. Proteina tirosina quinasa: participa en la transduccion de sefiales que
median en los cambios en la estructura y las funciones de la barrera
endotelial, regulando la permeabilidad de la BHE. Numerosas patologias
del SNC que cursan con aumento de la permeabilidad de la BHE se asocian

aincremento en la actividad de esta proteina.

b. Proteinas quinasas activadas por mitégenos: estan implicadas en
multiples cascadas de reacciones de fosforilacion de serinaftreonina y
tirosina que median en las respuestas celulares de mediadores de

inflamacidn, agentes oxidantes y factores de crecimiento.

c. Proteinas G: modulan y forman las TJ, manteniendo la integridad de la

BHE.

Oxido nitrico sintasa: enzima que cataliza la produccién de NO en las células
endoteliales. EI NO actua como mensajero en el sistema nervioso, cardiovascular
y el sistema inmune. Las células endoteliales producen pequefias cantidades de
NO que es liberado para el control local del flujo sanguineo originando
vasodilatacion y ejerciendo cierto grado de efecto protector. Las funciones
exactas del NO en la permeabilidad de la BHE son controvertidas. Hay estudios
que demuestran que disminuye la permeabilidad de la BHE en humanos®,
mientras que otros muestran que la incrementa dandole un papel primordial en la

disrupcion de las uniones de la BHE inducida por hipoxia™.

El NO unido a la matriz metaloproteinasa forma parte también de otro posible
mecanismo que implica la disrupcion de la BHE. La matriz metaloproteinasa es
una reconocida mediadora de las alteraciones de la BHE, desempefiando un
importante papel en la degradacion de la matriz vascular extracelular y la
microvasculatura sanguinea cerebral, facilitando la infiltraciéon leucocitaria y la
activacion de la microglia. Estos hechos forman parte de la neuroinflamacion en

respuesta a fendmenos como isquemia, esclerosis multiple e infeccion™.
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IV.  Calcio: es un potente segundo mensajero. Las concentraciones de calcio
intracelular estan estrictamente reguladas por los canales de calcio de las
membranas, que transportan el calcio desde el citoplasma al espacio extracelular
o lo almacenan en el espacio intracelular. Tanto la elevacién como la deplecion del
calcio intracelular pueden derivar en la alteracidn de las uniones intercelulares, lo
que demuestra la importancia del calcio en la regulacion de la apertura de la BHE.
La activacion de las vias de sefales de calcio se produce siempre después de un
incremento en los niveles intracelulares del ion. La elevacion del calcio intracelular
puede desencadenarse por la union de un agonista a su respectivo receptor en la
superficie endotelial, por influjo a través de los canales de calcio, o como resultado
de la liberacion de calcio de su almacenamiento intracelular. La acumulacion de
calcio interfiere en las estructuras de las uniones que influyen en las propiedades
de la permeabilidad. En consecuencia, niveles elevados de calcio afectaran la
permeabilidad de la BHE bien al romper las TJ y la formacion de las AJ o al alterar

la expresion de sus proteinas™.

V.  Wnt/B-catenin: son glicoproteinas que se acumulan en la matriz extracelular. Sus
sefales son fundamentales en el desarrollo de la BHE ya que regulan la expresion
de proteinas esenciales en los constituyentes de las TJ. Las [-cateninas
intervienen en la adhesidn intercelular a través de su interaccion con las caderinas
en las AJ, mediando en la transcripcion de las Wnt. Debido a esto, cualquier
alteracion del complejo AJ podria influir en las TJ. Consecuentemente, la ablacion
de las B-cateninas endoteliales conlleva un déficit en el contacto célula-célulay un
incremento en la permeabilidad paracelular. La via de las Wnt/B-cateninas es una
conocida cascada de sefales de transcripcion que actva como la principal
reguladora del desarrollo cerebral. La activacion de las Wnts en el cerebro podria
emplearse como arma terapéutica para reforzar la barrera de las TJ y prevenir o
retrasar el avance de los leucocitos y componentes plasmaticos solubles en agua
en el cerebro, como sucede en enfermedades degenerativas o inflamatorias del

SNC™.

Esta composicion y estructura Unica de la BHE hace que las reacciones imnumoldgicas en el

SNC difieran del resto de los sistemas.
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3.1.2

Componentes del sistema inmune

El sistema inmune se divide funcionalmente en sistema inmune innato y adaptativo.

3.1.2.1

Sus principales componentes son

Sistema inmune innato

22,23,

Piel: es la primera barrera de defensa frente a agentes patdgenos externos. En la
epidermis se localizan numerosas células inflamatorias y células presentadoras de

antigenos (APCs).

Fagocitos: incluyen células polimorfonucleadas, monocitos y macrofagos. Los
monocitos y macrofagos constituyen aproximadamente el 4% de todos los leucocitos
sanguineos circulantes. Su citoplasma contiene enzimas importantes para la
destruccion de microorganismos y el procesado de antigenos. Los monocitos se
diferenciaran a macrdfagos especificos de cada tejido (p.ej: células de Kupffer en el

higado y microglia en el cerebro).

Células Natural Killers (NK): constituyen el 2,5% de los linfocitos sanguineos
circulantes. Aunque sus funciones exactas se desconocen, las NK no poseen memoria
inmunoldgica, por lo que tienen la capacidad de reconocer y potencialmente destruir
una gran variedad de células tumorales e infectadas por virus sin necesidad de contar
con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las NK tienen importancia en

la lisis e inmunidad tumoral.

Proteinas de fase aguda: destaca la proteina C-reactiva que aumenta en respuesta a
procesos inflamatorios o infecciosos e incrementa la capacidad de las células

fagociticas para reconocer patdgenos.

Sistema de complemento: es una cascada de proteinas séricas cuya funcion es

mejorar y mediar en la inflamacion y facilitar la fagocitosis.
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3.1.2.2

El sistema inmune adaptativo esta formado por

Sistema inmune adaptativo

22,23,

Anticuerpos o inmunoglobulinas (lg): son producidos por las células B y son capaces
de identificar distintos antigenos. Las Ig son glicoproteinas formadas por dos cadenas
ligeras idénticas de polipéptidos (kappa o lambda) unidas por dos cadenas pesadas
idénticas. Segun la naturaleza bioquimica de la cadena pesada, las Ig se dividen en 5
clases principales: Ig M, Ig D, Ig G, Ig A e Ig E. La parte terminal del grupo carboxi de la
cadena pesada (porcion Fc) es la responsable de la unidn a los tejidos del hospedador
y de la fijacion del complemento. Esta parte de la molécula es importante en la
citotoxicidad mediada por células del sistema reticuloendotelial y en la lisis celular

mediada por el complemento.

Células B: su funcion principal es producir anticuerpos. La mayoria de las células B
expresan el MHC tipo Il y tienen la capacidad de actuar como APCs. Las células B,
normalmente, producen Ig M en su superficie celular, pero pueden alternar otros
isotipos por la influencia de las células T mientras mantengan la especificidad

antigénica.

Células T (o células derivadas del timo): tienen la capacidad de reconocer de manera

especifica los antigenos gracias a sus receptores de células. Se dividen en dos grupos:

a. Células T-helper (Th): expresan marcadores CD4+ en su superficie celular.
Reconocen el antigeno presentado en asociacion con el MHC tipo Il en la
superficie de las APCs. Las células CD4+ favorecen la maduracion de las
células B y la produccion de anticuerpos y originan citoquinas para mejorar la

respuesta inmune innata no especifica.

b. Células T citotoxicas (Tc): expresan marcadores CD8+ en su superficie.
Reconocen el antigeno en asociacion con el MCH tipo | de manera especifica.
Son importantes por ejemplo en las infecciones viricas. La respuesta de las

células T es determinante en la inmunidad mediada por células.
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IV.  APCs: son necesarias para la presentacion del antigeno a las células T. Se encuentran
principalmente en la piel, linfonddulos, bazo y timo. Las principales APCs son

macrofagos, monocitos, células dendriticas y células de Langerhans.

Las condiciones inmunoldgicas del SNC son Unicas y determinan la fisiopatologia de los
procesos inmunomediados, infecciosos y tumorales del SNC, asi como el tratamiento y la

22, 24,

supervivencia. Los principales factores que afectan a la respuesta inmune en el SNC son

Ausencia de drenaje linfatico, lo que limita la circulacidn de las células inmunes.
Presencia de la BHE que restringe el paso de las células inmunes y diversos factores.
Bajo nivel de expresion de los factores MHC en el SNC, particularmente el MHCII.

Falta de potencia de APCs en las dendritas.

V V V V V

Presencia de factores de inmunosupresion.

Debido a la falta de sistema linfatico, los antigenos drenan a lo largo de los espacios
perivasculares. Los monocitos derivados de las células residentes del SNC juegan un papel

importante en la vigilancia inmunoldgica de estas zonas*”.

El sistema inmune va a condicionar la evolucion de numerosas patologias. En medicina
humana, numerosas patologias del SNC presentan un componente inmunomediado
(esclerosis multiple, encefalitis viricas). En medicina veterinaria el sistema inmune determina
la evolucion de enfermedades que cursan con inflamacion del SNC (meningoencefalitis o
meningoencefalomielitis inmunomediadas, infecciones bacterianas, viricas, fungicas,
neoplasias, traumatismos craneoencefalicos, traumatismos medulares agudos, procesos
isquémicos...). Durante la inflamacion, el endotelio de la BHE es capaz de producir o
desencadenar la sintesis de sustancias que contribuyen al proceso inflamatorio. Es necesario
comprender el papel de la BHE en el proceso de la inflamacidon para poder desarrollar

estrategias terapéuticas efectivas®.
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3.1.3 Barrera hematoencefalcia y neuroinflamacion

Las células endoteliales de la BHE producen mediadores como citoquinas y NO. Las citoquinas
son un grupo de polipéptidos implicados en la activacion del sistema inmune y la respuesta
inflamatoria. En este grupo se incluyen: IL, TNF, interferones (IFN), factor estimulante de
colonias, factores de crecimiento, neurotrofinas y neuropoietinas. Pueden actuar tanto como
pro-inflamatorias o como antiinflamatorias. Se producen en las células de microglia,
astrocitos, células T, macrofagos y células del endotelio vascular. En procesos inflamatorios
agudos son las que primero se liberan (destacan TNFaq, IL-1ay B e IL6) y aumentan la
permeabilidad de la BHE. El TNFa es uno de los principales responsables del daino de la BHE
en el curso de las meningitis bacterianas. La administracion intratecal de TNFa genera un
incremento de las células inflamatorias y de la circulacion de albumina en el LCR que

demuestra la pérdida de la integridad de la BHE®.

Debida a la naturaleza bipolar de la BHE, estos mediadores pueden ser secretados tanto en el

SNC como en la sangre®.

3.1.3.12 Rutas de los mediadores de la inflamacion en la BHE

I.  Liberacion de mediadores desde la periferia al cerebro. En procesos inflamatorios
sistémicos, la activacion de las vias dependientes de la BHE es critica para el control
de la respuesta inmune del SNC. Se han descrito sistemas de transporte especificos en
la BHE para las citoquinas®. Las células endoteliales presentan sitios especificos de
union, los cuales alteran la funcion celular (receptores) o transmiten las citoquinas a
través de la BHE (transportadores). En algunas ocasiones, receptores vy
transportadores son los mismos, mientras que en otros casos, como por ejemplo, en
la IL-1, el transportador es distinto del receptor. La produccion de citoquinas, a su vez,
puede estar estimulada desde un lado de la BHE vy liberarse en el otro lado™. La
posicion estratégica de las células endoteliales permite la transferencia de
informacion desde la sangre al SNC. Por eso, el sistema vascular tiene un importante
papel en la comunicacion del sistema inmune del SNC, ya que es el responsable de la
activacion de los circuitos cerebrales y de las funciones vitales autondmicas durante

los cambios en el sistema inmune.
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Aunque no estan claras las funciones de estas vias de mediadores, si se ha
demostrado que el tratamiento sistémico con IL-1f estimula a las células vasculares
cerebrales para producir PGE,. La PGE, actua como el principal ligando enddgeno y
desencadena los mecanismos de la fiebre, ademas de participar en la activacion del

eje hipotalamo-hipofisario-adrenal que induce los efectos mediados por el SNC*.

Il. Liberacion de mediadores desde el cerebro a periferia

La extravasacion de los leucocitos sanguineos al cerebro es la base de su proteccion.
Este proceso es inducido por los mediadores proinflamatorios que se activan en las
células endoteliales de las vénulas postcapilares e incrementan la expresion de las
selectinas. Las selectinas se unen a las integrinas de los monocitos y hacen que
disminuya su velocidad para que se adhieran mas facilmente a la superficie luminal del

vaso y favorecer asi su migracion®.
lll.  Liberacion de mediadores a través de la BHE

El paso de las moléculas a través de las células endoteliales de la BHE se realiza entre
las células adyacentes (via o ruta paracelular) o a través de las células (via o ruta
transcelular). En el endotelio, la relacion entre la permeabilidad paracelular y
transcelular es muy importante para la requlacion de la permeabilidad global®®.
Cuando se activa la via paracelular, los iones y solutos difunden a través de las células
adyacentes segun el gradiente contra-corriente. En la via transcelular, intervienen
diferentes mecanismos como difusion pasiva de componentes lipidicos y transcitosis.
Las moléculas pequenas lipofilicas (oxigeno, etanol, y CO,) atraviesan libremente por
difusion la BHE, mientras que las moléculas hidrofilicas (péptidos y proteinas)

penetran en el cerebro mediante sistemas especificos de transporte. Las moléculas

polares y liposolubles no atraviesan la BHE®3,

Los mecanismos de interaccion entre el sistema inmune y el SNC son numerosos, pero
destacan los mecanismos de transmisidn nerviosa y humoral. Los nervios aferentes y
eferentes (ejemplificados por el nervio vago) forman la unién neuro-inmunoldgica desde el
SNC a los tejidos periféricos (sistema gastrointestinal, bazo...). Las células que exponen o

presentan los antigenos a los linfocitos T son las células endoteliales cerebrales y la microglia.
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Durante la inflamacion, ambos tipos celulares expresan moléculas del MHC clase | y Il. Tanto
las células endoteliales como la microglia son capaces de activar las células T estimulando el
componente aferente del sistema inmune contra los antigenos del SNC. Las proteinas
antigénicas también pueden drenar desde el SNC a los linfonddulos cervicales profundos.
Estos antigenos pueden entrar al espacio subaracnoideo vy, a través de la ldmina cribiforme,
drenar en los ganglios linfaticos nasales o presentarse en los ganglios regionales gracias a las
células dendriticas. Estas células provienen de la médula dsea y desempefian un papel
importante en la presentacion antigénica a los linfocitos T. Las células dendriticas no se
encuentran en el parénquima del SNC, sino en el plexo coroideo y las meninges. Los
mediadores de la inflamacion estimulan las células dendriticas inmaduras a migrar a los
tejidos no linfoides donde la fagocitosis antigénica es efectiva. Sin embargo, la inmadurez de
estas células dendriticas puede hacer que la presentacion del antigeno no sea efectiva,
requiriendo una maduracidon posterior (pérdida de actividad fagocitica y consecuente
migracion a los linfonddulos regionales). El siguiente paso, una vez activado el componente
aferente, seria el paso de los linfocitos inmunocompetentes dentro del parénquima cerebral.
Las células T y B cruzan la BHE a través del endotelio cerebral que expresa moléculas de

adhesion especificas para ligandos en las células inflamatorias °.

Durante la inflamacion, las células inflamatorias migran dentro del parénquima del SNC y
LCR. Las concentraciones de glucosa y proteinas en el LCR se alteran y farmacos que
normalmente no atraviesan la BHE son capaces de penetrar. El endotelio vascular cerebral y la
BHE median en la respuesta inflamatoria en el SNC, ya que, a diferencia de otros tejidos

periféricos, el lecho capilar cerebral no produce un ultrafiltrado®®.

3.1.3.2 Funciones de la BHE en la neuroinflamacion

El papel de la BHE tanto en el aislamiento como en la relacion del sistema inmune con el SNC
se basa en 4 aspectos fundamentales: disrupcion de la BHE, transporte de citoquinas a través
de la BHE, transporte de células inmunoldgicas y los efectos de los lipopolisacaridos (LPS) en

la BHE.

29



Revision bibliografica

Disrupcion de la BHE. Aunque el TNFa parece ser el principal responsable de la

pérdida de la integridad de la BHE® se postulan otras teorias no excluyentes entre ellas

14,27,28,

a. La primera de ellas se centra en el hecho de que aparentemente seria dificil
que la BHE pierda su integridad solamente actuando los LPS y el TNF. Podria
ser que la disrupcion de la BHE sea la Ultima consecuencia del proceso de
reparacion de una BHE exhausta en situaciones limites como, por ejemplo,
una septicemia. Se han encontrado niveles elevados de LPS en numerosas
enfermedades y condiciones en medicina humana (hepatitis, SIDA,
periodontitis, depresion, dialisis peritoneal, esclerosis lateral amiotrdfica,

Alzheimer, quemaduras...).

b. La segunda postula la diapédesis como causante que permite el paso de

proteinas circulantes cuando se activa el sistema inmune.

c. Por Ultimo, la tercera teoria recalca la relevancia de diversas patologias y
situaciones que estan asociadas con la activacion del sistema neuroinmune

(p.ej diabetes mellitus, dolor cronico) y alteran la BHE.

Otros componentes a tener en cuenta en la disrupcion de la BHE son las
metaloproteinasas y serinas proteasas que son liberadas durante procesos
inflamatorios en respuesta a las citoquinas y endotoxinas (p.ej en el curso de
meningitis bacteriana, reperfusion cerebral capilar e infartos) y facilitan la migracién

de las células inflamatorias al SNC°.

La peroxidacion lipidica de la BHE también origina un incremento de su
permeabilidad. Tiene lugar en presencia de iones superdxido, derivados del
metabolismo del acido araquidénico que es producido por las células endoteliales
mediante la accion de la enzima fosfolipasa A2; su catabolismo origina la produccion
de PG, leucotrienos e iones superdxido. Tanto las PG como los leucotrienos mejoran la
permeabilidad de los vasos sanguineos, activan los leucocitos, favorecen la
contraccion del musculo liso y actUan en la secrecion endotelial de las citoquinas. Los

iones superoxido generan dafo en los lipidos de la membrana celular mediante la
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peroxidacion lipica y pueden activar las metaloproteinasas y, por tanto, alterar la

permeabilidad de la BHE**.
Transporte de citoquinas a través de la BHE

La circulacion de citoquinas a través de la BHE que supone un incremento en sus
niveles en el SNC se produce por 5 mecanismos: estimulacion vagal o por otra via
nerviosa aferente; liberacion desde los transportadores celulares; estimulacion a
través de los drganos circumventriculares (partes del cerebro carentes de BHE); y

autoestimulacion desde sus almacenamientos en el SNC*.
Transporte de células inmunes

La mayoria de los estudios no se han realizado en modelos animales convencionales,
sino en modelos de esclerosis multiple. Los modelos animales mas usados en estos
estudios son los modelos experimentales de encefalomielitis autoinmune, que se
inducen generando una respuesta mediada por linfocitos T contra antigenos del

sistema inmune®®.

La diapédesis en las células T esta perfectamente estudiada en el curso de las
encefalopatias autoinmunes. Inicialmente se origina una interaccion débil entre las
células T y el endotelio a través de dos mecanismos: la expresion de selectinas en la
superficie vascular que hace que se unan a los linfocitos y la activacion de las
integrinas de la superficie de los leucocitos y originan un aumento de la sefal en su
proteina-G. El resultado es un incremento en la afinidad de las integrinas por su
adhesion celular a los receptores moleculares de la superficie endotelial. El paso final
del reclutamiento de los leucocitos al cerebro es la diapédesis a través de la BHE.
Aunque existen numerosos estudios in vitro sobre las funciones de las moléculas de
adhesiéon en la integridad de la BHE su papel exacto in vivo todavia no estd

demostrado®.

Otros componentes celulares como monocitos, neutrofilos, células dendriticas y
linfocitos B pueden contribuir a la futura progresion de la enfermedad interactuando

con el endotelio inflamado de la BHE®? .
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Iv.

Efectos de los LPS en la BHE

Sus principales efectos son:

a.

Actuar directamente en las células del endotelio cerebral y estimular la

liberacion de citoquinas™.

Su incremento disminuye la endocitosis. Gracias a este mecanismo, por
ejemplo, el virus de la inmunodeficiencia humana es capaz de penetrar en el

cerebro®.

Favorecer la adhesion de las células inmunes y su transporte. En
enfermedades como el Alzheimer incrementan el transporte de la proteina
beta amiloide desde la sangre al cerebro favoreciendo su acumulacién y, por
tanto, contribuyen a la posible inflamacion en el desarrollo y progresion del

Alzheimer™.

Inhibir la glicoproteina-P tanto en estudios in vitro como in vivo y activar el
TNFa. La glicoproteina-P es dependiente del ATP y transporta sustancias
desde el SNC a la circulacion sistémica. La glicoproteina-P evita la penetracion

de numerosos farmacos en el SNC?.
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3.2 LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El LCR es el vehiculo para el transporte intracerebral de sustancias bioldgicamente activas
(hormonas liberadoras de factores), neurotransmisores y neuropéptidos. Los fluidos que
rodean las células cerebrales poseen una composicion quimica perfectamente regulada
porque las neuronas requieren una composicion ionica estable en el espacio extracelular y son

mucho menos tolerantes a cambios que otros tipos celulares®.

El analisis del LCR proporciona una gran informacion acerca del estado neuroldgico de los
pacientes, ya que tiene un papel esencial en la excrecidon de toxicos derivados de productos
del metabolismo cerebral. Su composicidn se enccuentra alterada en numerosas patologias

del SNC, sobre todo, en las de origen inflamatorio.

El SNC estd aislado del sistema circulatorio y del resto del cuerpo por distintas estructuras.
Hay distintas interfases semi-permeables entre el tejido cerebral y los fluidos sistémicos: BHE,
barrera sangre-LCR y barrera LCR-cerebro. Las distintas interfases controlan la produccion y
absorcion del LCR y crean un medio liquido local que es relativamente estable a pesar de los
cambios en la composicion sanguinea. Estas barreras son indispensables porque la

supervivencia de las células cerebrales depende de la regulacion de este medio®.

ElI LCR es un ultrafiltrado del plasma producido en los plexos coroideos del sistema ventricular
a una velocidad de 0,35 ml/min en humanosy o,047mL/min en perro. El volumen total del LCR
es producido y absorbido unas 3-5 veces por dia**. En perros, el 42% deriva del espacio
subaracnoideo, el 35% de ventriculos laterales y el tercer ventriculo y el 23% del cuarto
ventriculo®. El contenido quimico del LCR es diferente al del suero. El 50- 80% del LCR es
producido por el plexo coroideo y depende de la actividad de la anhidrasa carbodnica; el resto

(LCR extracoroideo) es parte del liquido extracelular del cerebro y médula espinal®.

El LCR fluye caudalmente a través del sistema ventricular 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
ventricular mediante las vellosidades aracnoideas, aunque una pequeia cantidad sale junto a
las raices espinales®. Las vellosidades aracnoideas son invaginaciones del aracnoides en los
senos venosos durales, particularmente en el seno sagital. Estas vellosidades permiten el flujo
de LCR hacia el seno impidiendo el flujo retrégrado. El proceso es pasivo y no requiere

energia. Este sistema valvular natural tiene una presion de apertura de 5a 7 mmHg (60- 100
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mmH,0). Otros mecanismos implicados en la reabsorcion del LCR incluyen el sistema linfatico

dural, las orbitas, la esclera y la endolinfa del oido. Su contribucion es inapreciable en

situaciones normales®.

3.2.1

Funciones del LCR

Las principales funciones del LCR son proteger al SNCy transportar sustancias. Destacan:

Regulacion de la presion intracraneal (PIC): |a PIC es |a presion media del interior de
la cavidad craneal. Se consideran normales valores entre 5-15 mm Hg en humanos y 5-
12 mm Hg en perros anestesiados®. El LCR protege al cerebro de cambios en la
presion arterial y de las fluctuaciones de la presion venosa central asociadas a la
postura, respiracion y al esfuerzo. El LCR ayuda a modular las variaciones fisiologicas
de la PICy, junto con el flujo sanguineo cerebral, en condiciones no patoldgicas, son

capaces de autorregular la PIC independientemente de la presion arterial™.

Los huesos del craneo son una estructura dura practicamente cerrada sin capacidad
de distension; esto hace que tenga un volumen fijo para contener tres componentes:
el tejido cerebral (células y espacio intersticial), el volumen vascular intracraneal
(vasos, sangre, BHE) y el LCR y las estructuras que lo rodean (meninges). Solamente el
LCR Yy la sangre pueden desplazarse para mantener un volumen y una PIC constante y
evitar dafios en el SNC. Con la funcidn cardiaca y la actividad respiratoria se originan
fluctuaciones fisioldgicas espontaneas en la presion del LCR®. Las arteriolas
cerebrales tienen capacidad de autorregular el flujo sanguineo cerebral, mediante su
vasodilatacion o vasoconstriccion, para mantener éste constante a pesar de que se
produzcan cambios en la presion arterial media (PAM) y en la PIC. Existen también
factores metabdlicos como la hipercapnia, que produce vasodilatacion y por tanto
aumentanel flujo sanguineo cerebral. En condiciones normales el aumento del flujo
cerebral es compensado con una salida mayor de LCR hacia el espacio subaracnoideo

para su reabsorcion. La formula que refleja este equilibrio es *:

Presion perfusion cerebral (PPC) = PAM - PIC
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Los valores de referencia de la PPC son 60-150 mmHg. Mientras la PIC sea inferior a la
PAM, se consigue mantener una adecuada PPC y los mecanismos de regulacion son
capaces de compensar pequefios aumentos de volumen cerebral, que se han
estimado en unos 6 ml, sin que se produzca ningun cambio en la PIC. Sin embargo,
una vez agotados estos mecanismos, el aumento de volumen produce un aumento
exponencial de la PIC que supone una disminucion de la PPC y la aparicidn de signos

clinicos asociados?*.

La obstruccion al flujo de LCR, o a su reabsorcion, hacen que se acumule en el interior
de alguno de los ventriculos cerebrales produciendo un aumento importante de su
volumen (hidrocefalia) que puede incrementar de forma brusca la PIC. Existen ademas
otros factores propios del cerebro enfermo que pueden modificar esta curva. En
cerebros edematosos o con algun factor afiadido de dificultad para la evacuacion del
LCR (trombosis venosas, enfermedades inflamatorias del SNC...) aumenta la
resistencia, y disminuye la capacidad de autorregulacién cerebral. Sin embargo, en
otras circunstancias, como los cerebros atrdficos, habrd mayor capacidad para
adaptarse a situaciones de aumento de volumen cerebral sin que aparezcan

sintomas®#3.

Las alteraciones en la PIC no solo lesionan el tejido encefalico directamente, sino que
afectan a la circulacion sanguinea cerebral. El flujo sanguineo cerebral debe ser de 45
a 55 ml/100 gr de cerebro/minuto para asegurar una buena circulacidn cerebral, y es el
resultado del coeficiente entre la PPC y la resistencia vascular cerebral. El aumento de
la PIC implica una disminucion del flujo sanguineo cerebral. El cerebro tiene cierta
capacidad para autorregular su flujo sanguineo modificando la resistencia vascular,
pero estos mecanismos tienen una efectividad limitada, y ante caidas de la PPC por
debajo de 60 mmHg se producira hipoxia e isquemia, y ante aumentos por encima de
150 mmHg se producira congestion vascular, alteracion de la BHE y edema

cerebral®3,

Regulacion de las sustancias quimicas en el SNC: el LCR es el principal encargado de
la excrecion de los productos potencialmente toxicos del metabolismo cerebral. Las
neuronas son menos tolerantes que otros tipos celulares a cambios en el contenido
electrolitico extracelular por lo que su composicion debe estar muy bien regulada. El

cerebro carece de sistema linfatico; esto hace que diversos componentes, como las
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proteinas, abandonen el cerebro inicialmente a través del espacio perivascular y
también difundiendo por la piamadre al espacio subaracnoideo. Una vez que alcanzan
el espacio subaracnoideo, las proteinas fluyen en el LCR para ser absorbidas por las
vellosidades aracnoideas a la venas cerebrales®. El espacio perivascular actua, por
tanto, como un sistema de transporte modificado de sistema linfatico. El LCR también
tiene una funcion de filtracion permitiendo movimiento de sustancias hidrosolubles
desde el parénquima cerebral. Los solutos entran en el cerebro a través de la BHE, de
la misma manera que los solutos sintetizados por el cerebro difunden libremente del

intersticio cerebral al LCR.

lll.  Transporte intracerebral: el LCR es el vehiculo de transporte intracerebral de
sustancias biologicamente activas fundamentalmente neurotransmisores vy
neuropéptidos. También trasnporta hormonas hipotaldamicas y sustancias

neuroactivas desde la circulacion sistémica®+33*4,

3.2.2 Analisis y composicion del LCR

La extraccion de LCR se puede realizar mediante puncion en la cisterna cerebelomedular
(cisterna magna) o en la region lumbar. Lo ideal es realizar la extraccion de la region caudal a
la zona de sospecha de lesiones debido a la direccion rostro-caudal del flujo de LCR en el SNC.
En las lesiones intracraneales y cervicales se deberia extraer LCR de cisterna magna y en
lesiones medulares mas caudales de cisterna lumbar. El procedimiento ha de realizarse
siempre bajo anestesia general y en condiciones estrictamente asépticas. En medicina

veterinaria se suele recomendar no extraer mas de 1 ml de LCR por cada 5 kg de paciente®“°.

En la puncidn en la cisterna magna, una vez preparada asépticamente la region atlanto-
occipital (rasurada y desinfectada con clorhexidina y alcohol), el paciente se coloca en
decubito lateral, se eleva la nariz hasta situar el plano sagital del morro paralelo ala mesay se
flexiona completamente el cuello (con una angulacidon de 9o°) estirando los pabellones
auriculares rostralmente. La insercion de la aguja se efectua en el centro del triangulo
delimitado por la protuberancia occipital y los puntos mas prominentes de las alas del atlas
(cisterna cerebelomedular) con una aguja espinal con diametro y longitud variable en funcion

del tamaio del paciente y la conformacion del cuello. Una vez que se ha traspasdo la piel se
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quita el fiador y se hace que avance lentamente, notando distintos puntos de resistencia al
atravesar los planos musculares y fasciales. Cuando la aguja atraviesa el espacio
subaracnoideo se aprecia una pequena resistencia sequida de un sonido o una vibracion

caracteristica en la aguja antes de que el LCR empiece a fluir****.

La extraccion de LCR en la cisterna lumbar es técnicamente mas complicada que en cisterna
magna (sobre todo en razas pequeias), entrafia mas riesgo de producir lesiones iatrogénicas y
en algunos casos no se obtiene suficiente cantidad de muestra. El animal debe colocarse en
decubito lateral, algunos autores recomiendan flexionar las extremidades posteriores hacia el
abdomen. Las referencias anatomicas son el proceso espinoso de la vértebra lumbar 5y la
lumbar 6. La aguja se inserta a nivel de la lumbar 6 en el espacio intervertebral lumbar 5-6 a
nivel de linea media. La aguja debe ir avanzando craneal al borde de la lumbar 6 hasta que se
atraviese el ligamento interarcuato, lo que suele provocar una mayor resistencia. El fiador de
la aguja debe permaneces hasta que esté completamente insertada en el espacio

subaracnoideo ventral*#3%>4*,

Nunca debe aspirarse el LCR con una jeringa porque provoca dafos severos en las estructuras

nerviosas.
La extraccion de LCR esta contraindicada en*:

e Inestabilidad cervical. Especial mencion ofrece la subluxacidn atlanto-axial tipica de
razas toy que también son raza de predileccion en las MOD.

e Aumento de PIC: es habitual encontrar signos de aumento de PIC en pacientes con
enfermedades inflamatorias del SNC entre otras. Normalmente, siempre se realiza
bien resonancia magnética (RM) o tomografia axial computerizada (TC) previas a la
extraccion de LCR para determinar si hay indicios de aumento de PICy, por tanto, si la
extraccion de LCR esta contraindicada. Los signos clinicos que sugieren aumento de
PIC son: alteracion del estado mental (depresion, estupor o coma), ausencia de
nistagmo fisioldgico, anisocoria, déficit propioceptivos severos, herniacion foramen
magno y herniacion transtentorial.

e Dermatitis: el LCR no deberia ser recolectado de una region donde haya signos de

infeccidn de piel por el riesgo de diseminacion de la misma.
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El procesado de la muestra de LCR debe realizarse lo mas rapidamente posible; como su
concentracion de proteinas normalmente es baja, la degeneracion celular se favorece si la
técnica se demora. Estas alteraciones celulares afectan a los resultados e influencian
negativamente la forma de tomar decisiones en el manejo del paciente. Se ha definido un
margen de 30 minutos para limitar este proceso degenerativo®. Una alternativa para
mantener la integridad celular es anadir 10% de suero autdlogo a un alicuota de 250 pl de la
muestra de LCR y conservarla a 4°C durante el transporte al laboratorio®*. Otros autores
describen el uso de Hetastarch (dilucion 1:1) y suero fetal bovino (alicuota al 20%) como
aditivos conservantes de la muestra*. Estas mezclas son estables hasta 48 horas para
determinar el recuento celular total en camara hemocitométrica, pero no son validas para el
recuento celular diferencial. La forma ideal de procesar la muestra para su posterior
evaluacion citoldgica es la citocentrifugacion y no todos los centros veterinarios disponen de
este medio. Se han ideado formas “caseras” de sedimentar la muestra de LCR, pero la

integridad celular no es la idonea®.

El LCR normal es un fluido claro y transparente, practicamente acelular **. Cualquier cambio
de coloracidn es anormal. Normalmente, en recuentos celulares superiores a 5oo células/ul se
observa turbidez. Una concentracion elevada de proteinas también contribuye a la turbidez y
a una mayor viscosidad. Coloraciones rojizas son indicativas de hemorragia, en la mayoria de
los casos por la puncion accidental de vasos radiculares. Si la coloracion del sobrenadante tras
la centrifugacion es clara, confirma una hemorragia traumatica iatrogénica; sin embargo, si
persiste la coloracion rojiza o amarillenta tras la centrifugacion es indicativo de hemorragia
patoldgica. En ausencia de hiperbilirrubinemia, la coloracion amarillenta (xantocromia) es
tipica de la presencia de hemorragia subaracnoidea ¥. La xantocromia es el resultado de la
acumulacion de oxihemoglobina y metahemoglobina derivada de las degeneracion de los
eritrocitos y se produce 24 horas después del evento hemorragico (sangrado post
traumatismo, alteraciones vasculares y de la coagulacion, casos severos de arteritis
inflamatoria del SNC) y suele desaparecer en 4- 8 dias. La xantocromia también puede

observarse en LCR ricos en proteinas, hiperbilirrubinemia y tumores intracraneales*.
Los principales componentes del LCR en perros son:

e Glucosa: deriva fundamentalmente del plasma. Su concentracion depende de los
niveles sanguineos, la tasa de transporte al LCR y la tasa metabdlica del SNC. El

tiempo para alcanzar un equilibrio entre los valores de glucosa en el LCR y sanguineos
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varia de 2-4 horas. Se consideran valores normales el 60-80% de la concentracion
sanguinea. Su incremento no tiene valor diagnostico ya que tan solo refleja la
hiperglucemia de las 4 horas previas a la puncion. La disminucion de los valores en
ausencia de hipoglucemia esta relacionado con meningitis bacteriana y fungica ya que
es consumida por los microorganismos y los neutrofilos. También pueden encontrarse
valores bajos de glucosa en neoplasias difusas meningeas. En medicina veterinaria no
se determina habitualmente, ya que es un parametro inespecifico; ademas las
meningitis bacterianas y fungicas, patologias en que su valoracién podria ser Util, son

infrecuentes?.

Proteinas: la concentracidn de proteinas en LCR es muy baja y deriva del plasma. La
principal proteina del LCR es la albUmina (50-70%). En menor concentracion se
encuentran la transtiretina o prealbumina, la proteina de unién al retinol y la
transferrina, que son sintetizadas en el plexo coroideo. El resto de fracciones
electroforéticas corresponden al 24,8% [ —globulinas, 16,5% a-globulinas, y 3% y-
globulinas*. También hay trazas de proteina tau (una fraccion modificada de la
transferrina), proteina acida fibrilar glial y proteina basica de mielina, las cuales
parecen ser secretadas a nivel intratecal. Los valores normales de proteinas en LCR
son de 15-30 mg/dl en muestras obtenidas de cisterna cerebelomedular y hasta 4o
mg/dl en punciones lumbares. Concentraciones superiores a 50 mg/dl confieren cierta

turbidez al LCR*.

La contaminacion sanguinea iatrogénica durante la extraccion del LCR puede
incrementar la concentracion de proteinas; no estd descrito ningin método fiable que

permita diferenciar este incremento de proteinas® .

A diferencia de lo que sucede con la glucosa, un aumento en las proteinas es un
indicador inespecifico de alteracion en el SNC. Implica que existe un dafo en la BHE o
que se ha producido un incremento local en la produccion de Ig G en el SNC

(enfermedad inflamatoria/infecciosa, toxica/metabdlica, vascular o neoplasica)®.

En el LCR se encuentran tres Ig: IgG, IgM, e IgA. La principal Ig en perros y gatos sanos
es la IgG. Las concentraciones de IgG plasmaticas son 1000 veces mayores que las
encontradas en el LCR, pero hay una fuerte asociaciéon entre ambos valores*®. Los

niveles de IgG se incrementan en numerosos procesos inflamatorios del SNC. En esta

39



Revision bibliografica

situacion, las Ig pueden penetrar en el LCR a través de la BHE alterada o ser
producidas intratecalmente por el propio proceso inflamatorio*. La sintesis de IgG
intratecal puede determinarse comparando la cantidad de IgG en el LCR y el suero,
usando la albumina como proteina de referencia ya que a diferencia de la IgG, no

puede cruzar la BHE y no es producida en el SNC:
indice 19G = 19G (cry x albUMINa (serica) / 19G (sérica) X albUMINa (L cry

El indice ayuda a diferenciar los procesos infecciosos/ inflamatorios (con la excepcion
de la forma aguda del moquillo canino) del resto. Estos pacientes tendran el indice IgG
elevado en comparacion, por ejemplo, con pacientes que padezcan tumores (a

excepcion del linfoma y meningiomas con infiltracion celular secundaria)®.

La IgA puede ser determinada mediante ELISA. Una elevacion de la concentracion de
IgA, tanto en suero como en LCR, es altamente indicativa de meningitis arteritis que
responde a esteroides (SRMA). La elevacion de IgA solo en LCR, es un indicador
inespecifico de una reaccion inmune primaria (enfermedad inflamatoria/ infecciosa) o
secundaria (p.ej: neoplasia)®. Pueden encontrarse niveles elevados de IgA en LCR en

MOD y meningoencefalitis por moquillo canino®.

La presencia de IgM en LCR es patoldgica. Puede detectarse en los estadios iniciales
de la respuesta humoral y es la primera que vuelve a valores normales una vez que la
estimulacion antigénica desaparece. La presencia de IgM en suero o en LCR se
considera mas especifica que la IgG o que los niveles totales de Ig en la deteccion de

procesos infecciosos activos*®.

Aunque la concentracion de albumina en LCR es mucho menor que la sérica, su indice
se mantiene constante en pacientes sanos. Por este motivo, puede resultar de ayuda
calcular el indice entre la albumina del LCR y la sérica, denominado cociente albumina
(AQ) para evaluar la alteracion de la BHE*. Se consideran valores normales de AQ=

0,15- 0,38%.

Otras proteinas que pueden ser medidas en el LCR son la proteina C reactiva (ayuda a
distinguir procesos desmielinizantes o a diferenciar las meningoencefalitis viricas de
bacterianas), proteina S-100 (alterada, sobre todo, en las fases agudas de
inflamacion)® y la proteina basica de mielina (incrementada en casos de mielopatia

degenerativa)®.
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Las proteinas pueden estar incrementadas con y sin aumento del recuento de células
totales nucleadas (RTCN). Se denomina disociacion albumino-citoldgica al incremento

de las proteinas sin una pleocitosis concurrente. Esto puede deberse a **:

o Incremento en la produccion de proteinas en el SNC (sobre todo globulinas en
el caso de SRMA, moquillo canino y mieloma multiple).

o Incremento de la permeabilidad de la BHE. Cuando la BHE esta alterada las
proteinas (sobre todo albumina plasmatica) atraviesan por gradiente
osmotico del plasma al LCR. Suele observarse en enfermedades inflamatorias
que cursan con vasculitis, aunque generalmente también se acompaia de
pleocitosis.

o Destruccion de las estructuras nerviosas. Las enfermedades degenerativas
(p-ej. mielopatia degenerativa), traumatismos, necrosis isquémicas (p.ej.
embolismo fibrocartilaginoso) y neoplasias originan una disrupcion del
parénquima del SNC.

o Obstruccion de las vias de salida del LCR. Frecuente en malformaciones
congénitas (hidrocefalia, Sindrome de Chiari) o lesiones extradurales que
comprimen las estructuras SNC (hernias de disco, lesiones quisticas

intracraneales).

Células: los LCR normales no deben contener eritrocitos. Su presencia (> 4500
glébulos rojos/ml) indica contaminacion iatrogénica de la muestra® o la existencia de
una patologia. Las principales patologias que originan un incremento en el nUmero de
glébulos rojos son hemorragia o aumento de la permeabilidad vascular secundaria a
una respuesta inflamatoria (p.ej: meningoencefalitis). La presencia de
eritrofagocitosis es habitual en patologias que cursan con aumento de hematies en
LCR*. Se considera normal un RTCN de o-5/ul. EI LCR normal estad constituido

basicamente por células mononucleares no activadas™*:

o Linfocitos: son las células predominantes en el LCR normal. Suelen ser
linfocitos maduros pequenos, similares a los observados en sangre periférica.
Pueden observarse, ocasionalmente, linfocitos reactivos en individuos
normales®®. Los linfocitos medianos y grandes no son habituales en

condiciones de normalidad; su presencia sugiere patologia, (incluso sin estar
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incrementado el RTCN) y puede ser el reflejo de una estimulacion antigénica
en el espacio subaracnoideo*®. Su origen es incierto, no se descarta que
deriven de las células madre leptomeningeas sanguineas que migran de la

sangre al LCR*.

Monocitos: son menos abundantes que los linfocitos. Provienen de los
monocitos sanguineos por lo que su morfologia es similar. Ocasionalmente,
pueden detectarse activados en condiciones normales. En condiciones
patoldgicas, se transforman en macréfagos que contienen cantidad variable
de vacuolas y pueden fagocitar eritrocitos (eritrofagocitosis),
microorganismos, gotas lipidicas y desechos celulares en distintos estados de
digestion. Las células mononucleares activadas y los macréfagos pueden

aparecer en agrupaciones similares a las células epiteliales*>*.

Neutrdfilos: en ausencia de contaminacion sanguinea, se consideran
habitualmente anormales, aunque algunos autores han descrito hasta un 25%
de neutrdfilos en animales con RTCN normales®. Un incremento en el
porcentaje de neutrofilos sin acompanarse de un aumento del RTCN puede
indicar una inflamacion leve o incipiente del SNC, lesiones que no contacten
con las meninges o células ependimales, o ser el resultado de algun tipo de
tratamiento farmacoldgico (p.ej glucocorticoide en SRMA o antibiéticos en
meningitis bacteriana porque disminuyen la respuesta inflamatoria) °*. Este
fendomeno también se observa en enfermedad discal aguda®***, accidentes
cerebrovasculares  (isquémicos/ hemorragicos) y en embolismos
fibrocartilaginosos®. La evaluacion citoldgica de los neutréfilos debe incluir la
valoracion de su nivel de degeneracidon. La presencia de cambios
degenerativos suele implicar infeccion bacteriana, pero no todos los

microorganismos lo producen, por lo que su ausencia no la descarta®'.

Eosindfilos: su presencia es patoldgica en ausencia de contaminacion
sanguinea. Su incremento sin aumento del RTCN puede ser compatible tanto
con una migracion parasitaria como con una enfermedad protozoaria

(Neospora spp)*®.
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o Linfoblastos: su presencia es altamente sugerente de inflamacion severa vy,

mas frecuentemente, de linfoma*™.

o Células leptomeningeas: es un hallazgo no patoldgico poco frecuente”.

o Células tumorales: a excepcion de los casos de linfoma no es habitual

encontrar células neoplasicas en el LCR%*%.

Se denomina pleocitosis al incremento del RTCN. La pleocitosis puede ser leve (5-25
células/pl), moderada (25-100 células/pl) o severa (>100 células/ul)*°. En funcion del
valor de la pleocitosis y del tipo celular predominante se puede orientar el diagndstico

diferencial:

o Pleocitosis mononuclear (linfocitica): una pleocitosis mononuclear pura se
compone de linfocitos maduros pequeios (> 70%) y linfocitos reactivos, pero
puede incluir también un numero variable de células monociticas®. Es
indicativo de:

= Infecciones viricas: moquillo canino (pleocitosis leve a moderada)®®.

* Fase aguda de la meningoencefalitis granulomatosa (MEG)
(infrecuente)*®.

* Meningoencefalitis necrotizante (MEN): pleocitosis moderada-
marcada con un porcentaje de linfocitos >80% habitualmente®,

= Fase cronica de la SRMA®.

» Infecciones por Ehrlichia canis, Toxoplasma gondii y Neospora
caninum®*.

= Meningitis bacterianas en tratamiento antibiético®.

» Linfoma: habitualmente, pleocitosis marcada con predominio de
linfoblastos, aunque también pueden ser pleocitosis leves-

moderadas®’.
o Pleocitosis neutrofilica: muchas enfermedades inflamatorias agudas pueden

cursar con una pleocitosis neutrofilica moderada- severa con un porcentaje

de neutrofilos >70%. Destacan:
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©)

SRMA (en su forma aguda): pleocitosis muy marcada (RTCN >5oo-
1000 cel/pl) con neutrofilos no degenerados en porcentajes del 75-
100%64°",

Meningitis bacteriana: pleocitosis muy marcada con la presencia de
neutréfilos degenerados. Es infrecuente observar bacterias®.
Neoplasias con necrosis secundaria: pleocitosis leve poco frecuente®.

Traumatismos, alteraciones hemorragicas, reacciones inflamatorias

post-mielografia: poco frecuentes*®5*.

Pleocitosis eosinofilica: la pleocitosis eosinofilica no esta relacionada con las

eosinofilias sanguineas. Es la respuesta, entre otras, a:

Enfermedades infecciosas protozoarias (Toxoplasma gondii o
Neospora caninum) o micéticas(Cryptococcus neoformas)*®5*%,
Meningoencefalitis idiopatica eosinofilica®.

Inducida por una reaccion de hipersensibilidad®.

o Pleocitosis mixta: estd compuesta por una poblacion de linfocitos, monocitos,

lones®:

neutrofilos e incluso eosindfilos y macrdéfagos, sin que ninguna de las

poblaciones supere el 70% del total*’. Se observa en:

MEG: este patrdn es el mas frecuente en este tipo de MOD*.

Lo 61
SRMA (fase cronica)™.
Infecciones fungicas (cryptococcosis, histoplasmosis, blastomicosis
and aspergillosis), ehrlichiosis, toxoplasmosis, neosporosis vy
prototecosis*.
Necrosis o inflamacion secundaria en neoplasias, enfermedad discal,

mielomalacia hemorragica, isquemias e infartos*.

Sodio: es el ion mas abundante en el LCR, y tiene una gran importancia en el

transporte y osmorregulacion.

Potasio: sus concentraciones son criticas para el funcionamiento neuronal y la

liberacion de neurotransmisores. Su concentracion es menor que la

A



Revision bibliografica

plasmatica (3 mmol/L). Los cambios en las concentraciones plasmaticas de
potasio tienen muy poco efecto en las concentraciones en LCR, ya que su
transporte a través de la BHE es limitado. El epitelio del plexo coroideo tiene
menor permeabilidad para el potasio que para el sodio, de manera que
cuando los niveles de potasio aumentan en el LCR, el sodio es excretado junto

con el potasio en un mecanismo de transporte activo.

Calcio: el calcio total en el LCR oscila entre 1-1,5 mmol/L (levemente inferior al
plasmatico) El calcio es secretado por el plexo coroideo y la cantidad de calcio
que penetra en el LCR depende de las concentraciones plasmaticas. En este
sistema de transporte activo participan el endotelio cerebrovascular y el plexo
coroideo. Los cambios agudos y crénicos en las concentraciones plasmaticas

de calcio tendran poco efecto en los niveles cerebrales

Cloro y magnesio: se encuentran en menor concentracion que los niveles

plasmaticos e intervienen en la conduccion nerviosa.

e Enzimas: se han descrito numerosas enzimas en el LCR que provienen de la sangre,

tejido nervioso o tumores intracraneales y de las propias células del LCR**. Destacan:

O

Creatin kinasa (CK): las concentraciones en LCR son, normalmente,
independientes de las plasmaticas. Su elevacidn sélo indica enfermedad del

SNC con prondstico reservado®.

Lactato deshidrogenasa (LDH): se encuentra incrementada en linfomas y, a

veces, en enfermedades inflamatorias®.

Aspartato amino transferasa (AST): se encuentra aumentada de manera

conjunta con la CK en casos de degeneracion mielinica severa *.

e Neurotransmisores: son producidos por las neuronas. Su concentracion y sus

metabolitos en LCR se han estudiado en distintas patologias. Se han identificado:
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o Acido gamma aminobutirico (GABA): principal neurotransmisor inhibitorio del
cerebro y la médula espinal. Se encuentra disminuido en perros con

epilepsia®.

o Glutamato: principal neurotransmisor excitatorio del SNC. Junto con el GABA,
estd implicado en la actividad epiléptica. El glutamato también es
considerado un mediador del dafo tisular secundario y su concentracion se
incrementa en distintas enfermedades como, por ejemplo, lesiones agudas

compresivas de la médula espinal™.

Otros metabolitos: numerosos metabolitos han sido medidos en el LCR, la mayoria
para intentar dar un valor prondstico, sobre todo, en enfermedades inflamatorias/
infecciosas del SNC. Destacan el lactato y distintas citoquinas (IFN- y, IL-8, IL-10). Los
cambios en los niveles de lactato y piruvato son indicativos de alteraciones
mitocondriales. Las alteraciones en las concentraciones de serotonina, dopamina y
norepinefrina son frecuentes en perros agresivos o con trastornos compulsivos.
Niveles bajos de neuropéptidos como la orexina o la hipocretina son tipicos de perros
con narcolepsia®“°. Los metabolitos en el LCR se analizan detalladamente en el

apartado 3.4.3 (Biomarcadores en LCR).
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3.3 ENFERMEDADES INFLAMATORIAS DEL SNC

Las enfermedades inflamatorias del SNC son unas de las patologias neuroldgicas mas
frecuentes en perros. Se dividen en dos grandes grupos: enfermedades inflamatorias
infecciosas (en las que se aisla un agente infeccioso como causante de la enfermedad) y no

infecciosas®".

3.3.1 Enfermedades inflamatorias infecciosas del SNC

3.3.1.1  Meningoencefalitis bacteriana

La patogénesis de la meningitis bacteriana varia con la especie animal. En perros y gatos suele
ser el resultado de la comunicacion directa de un proceso infeccioso no originado en el SNC
(p.ej: otitis interna, sinusitis, migracion de cuerpos extrafios perioculares, intranasales u
orofaringeos, discoespondilitis...)68'69 o de un dafio directo en el SNC (mordiscos o
traumatismos craneoencefalicos); ocasionalmente puede ser la consecuencia de una

diseminacién sanguinea®.

Los signos clinicos son muy variables. En un estudio realizado en 23 perros todos presentaron
signos neuroldgicos intracraneales como alteraciones en los pares craneales (56%), alteracion
del estado mental (52%), paresia (52%), convulsiones (30%), déficit propioceptivo (30%), dolor
cervical (21%) y ataxia (13%). Se observo pirexia en el 47% de los casos. Pueden observarse

signos sistémicos asociados®.

El andlisis y cultivo del LCR es la principal forma de diagnosticar las meningitis bacterianas. El
primero refleja la alteracion de la BHE y se caracteriza una pleocitosis neutrofilica severa con
neutrofilos degenerados, aumento marcado de proteinas y de los niveles de lactato. Las
bacterias inducen la produccion local de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF que
inducen la expresion de las moléculas de adhesion celular en el endotelio lo que facilita la
entrada de leucocitos en el SNC. Los leucocitos, posteriormente, liberan especies reactivas de
oxigeno y NO. El resultado final de esta cascada de eventos es el edema cerebral y/o medular.
El edema cerebral origina un aumento en la PIC y altera la perfusion sanguinea en el SNC°. A

diferencia de medicina humana, en veterinaria las bacterias generalmente se acantonan en el
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interior de abscesos intracraneales, dificultando su identificacion en el frotis del LCR. Si, por el
contrario, estan dispersas, lo estan en muy bajas concentraciones y los signos de
meningoencefalomielitis observados son secundarios a la presencia de metabolitos
bacterianos. En medicina humana en el 70-90% de los casos se observan cultivos positivos en
LCR, pero solo un 40-60% presentan hemocultivos positivos. En el estudio de Radaelli & Platt

s6lo uno de los ocho LCR cultivados resultd positivo®.

Las principales bacterias aisladas en los cultivos de LCR son Staphylococcus spp, Pasteurella
spp, Actinomyces, Nocardia spp y varias bacterias anaerobias como Peptostreptococcus,

68,70-72

Eubacterium y Bacteroides spp. . En el estudio de Radaelli & Platt, las bacterias aisladas

fueron Escherichia coli, Streptococcus spp y Klebsiella spp®.

En RM, las meningoencefalitis bacterianas suelen presentarse como lesiones hipointensas
principalmente en secuencias T1 (pero con una mayor intensidad que el LCR) e hiperintensas
en T2 por la presencia de liquido en los abscesos. En caso de edema vasogénico asociado, la
periferia de la lesion sera hipointensa en T1 e hiperintensa en T2. En el caso de presentarse
como absceso, el contenido es hiperintenso en secuencias de atenuacion de fluido o FLAIR.
Las meninges afectadas, generalmente, captan contraste de manera intensa; sin embargo, la

captacion de contraste en el parénquima cerebral puede ser variable y sutil’.

El tratamiento de las meningitis bacterianas es antibioterapia sistémica acorde a los

resultados del cultivo del LCR. El prondstico es grave y son habituales las secuelas®*7*.

3.3.1.2 Meningoencefalitis fungicas

Las meningitis fungicas del SNC son muy poco frecuentes comparadas con las infecciones
fungicas de otros drganos. De todas las infecciones fungicas, Cryptococcus neoformans es el
que tiene mayor predisposicion por el SNC (sobre todo en gatos). En general, la enfermedad
del SNC es solo parte de una infeccion diseminada o extension de infecciones fungicas nasales
a través de la lamina cribosa. Los signos clinicos son muy variables, acompafandose
habitualmente de signos sistémicos y locales (secrecion nasal, anormalidades faciales...)”. El
diagndstico se realiza por la naturaleza de los sintomas clinicos y la identificacion de los
organismos fungicos mediante reconocimiento morfoldgico y cultivo del LCR> o PCR en

tiempo real”.
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En LCR se caracteriza por una pleocitosis predominantemente neutrofilica (> 60%), aunque
también se ha descrito como marcadamente eosinofilica (>80%)>. La identificacién de los
organismos en el LCR es rara, con la excepcion de Cryptococcus spp, que aparece,
aproximadamente, en el 66% de los casos descritos”. También se han aislado Cryptococcus
gattii”’, Aspergillus spp’®, Blastomyces spp’®, Histoplasma spp, Coccidioides spp, Cludosporum

trichoides, Paecilomyces vuriotti, Fluvobacterium meningosepticum, y Geotrichum candidu’.

Los hallazgos desde el punto de vista de RM y TC son similares a las meningitis bacterianas,
aunque la captacion de contraste es mas heterogéneo y evidente si estan formando
granulomas. La captacion de contraste en lesiones infiltrativas suele ser difuso y mal

definido’3.

El tratamiento de las meningitis fungicas son antifungicos sistémicos (Anfotericina B,
ketoconazol e itraconazol) acorde a los resultados del cultivo micético del LCR. El prondstico

es muy grave y son habituales las secuelas”.

3.3.12.3 Meningoencefalitis viricas

La meningoencefalitis virica mas frecuente en perros es la originada por el virus del moquillo
canino. Normalmente se observa un cuadro multisistémico (digestivo, respiratorio,
dermatoldgico y nervioso), aunque pueden no desarrollarse todas las fases y presentarse
Unicamente cuadro neuroldgico, resultado de la replicacion viral en las neuronas y las células
gliales que originan lesiones en la sustancia gris y desmielenizacion. La inflamacion conllevara

una destruccién tisular posteriors®.

Los signos neuroldgicos normalmente comienzan a las 1-3 semanas después de la
recuperacion de la enfermedad sistémica. Los mas frecuentes en animales jovenes son fiebre,
hiperestesia y rigidez cervical, convulsiones, alteracion del estado mental, signos vestibulares
y cerebelares, tetraparesis, ataxia y mioclonias. Las mioclonias, presentes en el 40% de los
pacientes con moquillo canino, son el signo patognomonico de esta enfermedad. Los
animales mayores suelen mostrar un cuadro mas insidioso de tetraparesis cronica y progresiva
en ausencia de signos sistémicos, aunque también estas descritas formas agudas con fiebre,
hiperestesia y dolor cervical en ausencia de otros signos. Es frecuente encontrar coriorretinitis

en el examen de fondo de 0jo®5.
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El diagndstico antemortem final se realiza mediante la evidencia del antigeno viral en fluidos
corporales (LCR, lavados traqueales, sedimento urinario) o raspados (conjuntivales,

amigdalas). 5*%

. La comparacion de titulos de anticuerpos séricos (IgG) y en LCR (producidos
intratecalmente) pueden ser de ayuda; sin embargo, en animales muy inmunocomprometidos
puede que no sean detectados.® Otros estudios demuestran, ademas, que la deteccidn
aislada de anticuerpos frente a moquillo canino es insuficiente como método diagnodstico y
recomiendan combinarlo con la determinacién de anticuerpos frente a otros virus como

parvovirus y adenovirus canino® .

Es poco frecuente encontrar cuerpos de inclusion en las células en el analisis del LCR. En la
fase aguda de la enfermedad no hay una reaccion inflamatoria celular, por lo que el RTCN y la
concentracion de proteinas pueden ser normales®®. En el curso posterior de la enfermedad se
observa una pleocitosis leve (< 25 cels/ul) normalmente linfocitica, aunque también puede ser
neutrofilica o mixta asociada a encefalomalacia. Las proteinas estan levemente aumentadas

(<50 mg/dl)*"**,

En la forma mas aguda de la enfermedad se observa en RM lesiones focales en encéfalo,
hipointensas en T1 e hiperintensas en T2. El I6bulo temporal es una de las regiones mas
afectadas junto con el tronco encefalico y el cerebelo. La captacidon de contraste es minima.
En la forma cronica las lesiones se caracterizan por ser hiperintensas en T2 y por la pérdida de
definicion de la interfase sustancia gris-blanca entre el cerebro y el cerebelo (como
consecuencia de la desmielinizacidn). La captacion de contraste en las paquimeninges a nivel

del I6bulo frontal y parietal es evidente (en contraposicion con la forma aguda)”.

A nivel histopatologico, las lesiones se caracterizan por una desmielinizacion en sitios de
predileccion como el cerebelo, tractos opticos y médula espinal. En la forma cronica de la
enfermedad, esta desmielinizacién conlleva a un dafio futuro en la sustancia blanca®. La
distribucion de los cuerpos de inclusion caracteristicos de la encefalitis por el virus del

moquillo canino es errética y su presencia no es indicador de la severidad de la enfermedad®.

No existe tratamiento especifico contra las meningoencefalitis por moquillo, tan sélo se
puede realizar un tratamiento de soporte y de los signos asociados: antiepilépticos,
corticoides a dosis antiinflamatoria... Puede realizarse inmunizacion pasiva mediante suero
hiperinmune canino para combatir la viremia y la posible replicacion en los tejidos
extraneurales, pero su uso no estd bien definido. La progresion neuroldgica de la enfermedad

hace que la eutanasia sea el desenlace final de la mayoria de los pacientes®. La prevencion de
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la enfermedad es posible en un porcentaje relativamente alto mediante la inmunizacion

activa.

Otras enfermedades viricas son poco frecuentes en medicina veterinaria. Se han descrito
casos de vasculitis necrotizante en cerebro, meninges y arteriolas cerebrocorticales asociadas

a parvovirus canino®®°,

Actualmente esta en auge una enfermedad virica descrita hace afos en centro Europa, la
meningoencefalitis por Flavivirus o el Virus de la Encefalomielitis Centro Europea por garrapata.
El flavivirus es transmitido por la mordedura de la garrapata Ixoides ricinus. Los perros son
muy susceptibles a padecer este tipo de encefalomielitis, pero raramente se observan signos
clinicos. Las lesiones afectan prioritariamente a la sustancia gris del SNC y pueden
encontrarse en tronco encefalico, cerebelo y asta ventral de la médula espinal. La
presentacion puede ser asintomatica, hiperaguda, aguda o crénica. Los signos clinicos
incluyen fiebre, anorexia, cambios de comportamiento, alteraciones en los pares craneales y

paresia”.

El diagndstico es complicado ya que durante la primera fase virémica el virus sélo puede ser
aislado en sangre y LCR mediante PCR con transcriptasa inversa. Durante la sequnda fase,
cuando se observan los signos clinicos, ya no se puede detectar el virus en sangre ni en
LCR***%8 E| analisis de LCR muestra una pleocitosis mononuclear leve-moderada con

aumento de proteinas®.

Los hallazgos de RM son bastante especificos y de gran ayuda en el diagndstico antemortem.
Destacan lesiones bilaterales simétricas afectando predominantemente al tadlamo y la

sustancia gris del asta ventral de la medula espina®I.

El tratamiento es sintomatico y de soporte. Se emplean antiepilépticos en caso de
convulsiones y fisioterapia en casos de paresia. Se ha observado una respuesta favorable a
dosis antiinflamatorias de prednisona. El prondstico es muy variable, desde una recuperacion

completa hasta la eutanasia o muerte del paciente®.
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3.3.1.4 Meningoencefalitis protozooarias

Toxoplasma gondii y Neospora caninum son los protozoos que se describen mas

frecuentemente como causa primaria de enfermedad del SNC en veterinaria®.

En la toxoplasmosis, los signos pueden ser intermitentes, pero en la mayoria de los casos, el
cuadro clinico es agudo y progresa rapidamente. Los perros habitualmente se ven afectados
por la forma neuromuscular generalizada, que se puede acompanar de signos respiratorios y
gastrointestinales. La localizacion de las lesiones es variable (cerebro, cerebelo, tronco
encefalico, médula espinal o musculos). En animales adultos, los signos mas frecuentes son
hiperexcitabilidad, depresion, tremor, paresia, paralisis y convulsiones. En cachorros se ha
descrito un sindrome de hiperextension progresiva de miembro posterior originado por la
atrofia neurogénica por un polirradiculitis severa de la intumescencia lumbar. La
meningoencefalitis por Toxoplasma gondii, normalmente, es secundaria a la mielitis o

encefalitis y suele cursar con signos neuroldgicos severos, fiebre y dolor y rigidez cervical’>®.

En el caso de la neosporosis, los cachorros (< 6 meses) se ven afectados mas severamente. Es
frecuente encontrar inflamacion de los musculos y las raices nerviosas del tercio posterior que
produce una paraparesia progresiva, atrofia muscular y perdida del reflejo patelar que puede
evolucionar a paralisis. Es bastante caracteristica la rigidez e hiperextension de los miembros
posteriores como consecuencia de la radiculitis y miositis que, posteriormente, acaba en una
contractura fibrosa de los musculos cuddriceps y gracilis. También puede observarse ataxia,
ladeo de cabeza y convulsiones. Los cachorros también pueden desarrollar neumonia,
hepatitis, mionecrosis, encefalitis y miocarditis (que frecuentemente llevan a la muerte
repentina)®. Se han descrito casos de afectacion cerebelar (cerebilitis, hipoplasia o atrofia

cerebelar)®*°*.

El analisis de LCR es similar en ambos casos. Es muy infrecuente encontrar los organismos en
la citologia. EI LCR muestra una pleocitosis moderada, generalmente mononuclear (con
predominio de linfocitos) con un 10-20% de neutrofilos®. Puede observarse un 5-10% de
eosindfilos, aunque estan descritos casos con mayor porcentaje®. El diagndstico antemortem
se realiza mediante la serologia sanguinea (con seroconversion) y la deteccién de antigeno en

LCR7®,

La descripcion de los hallazgos de RM y TC en las meningoencefalitis protozoarias no esta

bien documentada, ya que proceden de casos aislados. Se observan las mismas lesiones que
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en otros proceso inflamatorios del SNC e incluyen lesiones focales, multifocales o difusas de
distribucidon asimétrica en sustancia blanca y gris, edema asociado, afectacion meningea
variable y captacion de contraste variable. En casos de neosporosis pueden observarse signos

compatibles con cerebelitis y atrofia cerebelar”.

El tratamiento de eleccion son las sulfamidas y la clindamicina. El prondstico es reservado y

suelen quedar secuelas a nivel muscular”.

Otra meningoencefalitis protozoarias a tener en cuenta es la meningoencefalitis por
Leishmania infantum. Soélo hay tres articulos que demuestran la existencia de particulas
antigénicas de leishmania en LCR en animales con infeccién natural®*®. Se han descrito
hallazgos de RM compatibles con presuntos multiples infartos no hemorragicos en dos
pacientes con leishmania sistémica, no aislada en LCR. El tratamiento es el convencional para

la leishmaniosis sistémica ?’.

3.3.1.5 Meningoecefalitis por Rickettsias

Hasta un tercio de los animales infectados por Ehrlichia canis o Rickettsia rickettsii (también
conocida como Fiebre de las Montafias Rocosas) pueden presentar signos de afectacion
neuroldgica. La incidencia de uno u otra depende de la presencia del vector; en nuestro pais es
frecuente E.canis. Los signos neuroldgicos son mas severos en el caso de la Fiebre de las
Montafas Rocosas, e incluyen hiperestesia y rigidez cervical, alteracion del estado mental,
signos vestibulares y convulsiones casi siempre asociados a signos sistémicos’. Hay descrito

un caso de E. canis sin signos sistémicos®®.

Las lesiones son el resultado de una vasculitis generalizada y las alteraciones del LCR varian
dependiendo del grado de afectacion del SNC. En la infeccion por E. canis se observa una
pleocitosis mononuclear (> 80%) moderada, similar a la de las infecciones viricas, e
incremento de proteinas. En el caso de la Fiebre de las Montafas Rocosas la pleocitosis es leve
y tiende a ser neutrofilica. No es habitual identificar morulas de E. canis en LCR*. El

diagndstico definitivo antemortem se realiza mediante la deteccién del antigeno en LCR7*%°.

Otros agentes transmitidos por vectores como Anaplasma, Bartonella, y Borrelia también se

han aislado en LCR7®%°,
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Las enfermedades inflamatorias infecciosas del SNC se resumen en la Fig. 1.
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Fig. 1. Enfermedades inflamatorias infecciosas del SNC.

3.3.2 Enfermedades inflamatorias no infecciosas del SNC

Las enfermedades inflamatorias no infecciosas del SNC pueden clasificarse en distintos
subtipos basandose, principalmente, en las regiones afectadas del SNC y las lesiones
histopatoldgicas especificas en: SRMA, meningoencefalitis eosinofilica, sindrome del temblador
blanco, meningoencefalitis de Greyhound, leucoencefalitis necrotizante (LEN), MEG y MEN. Las
tres primeras enfermedades tienen unas caracteristicas clinicas tipicas y, sobre todo, unos
hallazgos en LCR muy significativos. La meningoencefalitis del Greyhound cursa con lesiones
en RM muy especificas. Sin embargo, las tres restantes solo se pueden confirmar mediante

diagnostico histopatoldgico™.

En el ambito clinico es muy poco frecuente obtener la confirmacion histopatoldgica
antemortem de estas tres Ultimas patologias; por este motivo, se ha creado el término MOD

para agrupar los signos clinicos, hallazgos de RM, TC y/o de LCR compatibles con enfermedad
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inflamatoria no infecciosa del SNC, pero en los cuales no hay confirmacion histopatoldgica™.

Las enfermedades inflamatorias infecciosas del SNC se resumen en la Fig. 2.

Meningitis arteritis que responde a
esteroides (SRMA)

’ Meningoencefalitis eosinofilica

’ Sindrome del temblador blanco
Meningoencefalitis
granulomatosa

Meningoencefalitis del Greyhound (MEG)
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Q
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=
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Leucoencefalitis

necrotizante

desconocido (MOD) (LEN)

Enfermedades inflamatorias

| Meningoencefalitis de origen

Meningoencefalitis
necrotizante

(MEN)

Fig 2. Enfermedades inflamatorias no infecciosas del SNC.

3.3.2.1  Meningitis arteritis que responde a esteroides

La SRMA es una de las enfermedades inflamatorias no infecciosas del SNC mas frecuente en
perros jovenes. Se ha descrito en numerosas razas, destacan Beagle, Boyero de Berna, Boxer,
Pastor aleman, Pointer, Weimaraner y Retriever de Nueva Escocia. En los Beagles también
recibe el nombre Sindrome del Dolor de Beagle, vasculitis necrotizante, poliarteritis, sindrome
de poliarteritis juvenil y periarteritis primaria. En otras razas también se han empleado los
términos periarteritis, vasculitis necrotizante, meningitis que responde a esteroides,
meningitis aséptica supurativa y meningomielitis que responde a esteroides. Todos estos
términos empleados definen el signo clinico tipico (dolor cervical), la afectacion del SNC

(leptomeninges y arterias) y su tratamiento (glucocorticoides)®**>.
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Los animales afectados son, habitualmente, adultos jovenes entre 8-18 meses de edad,
aunque el rango de edad incluye desde 4 meses a 7 afios. La etiologia es desconocida, aunque
la teoria de un proceso inmunomediado es la mas probable. No se han identificado bacterias,
ni virus ni otros agentes infecciosos como agentes etioldgicos de la SRMA. Sin embargo,
algunos perros presentan activacion de las células T, lo que puede indicar contacto con algun

103

tipo de antigeno no identificado™.

La SRMA puede presentarse de forma aguda o crdnica. La primera se caracteriza por fiebre,
hiperestesia y dolor cervical severo, rigidez cervical y anorexia. La forma cronica es el
resultado de tratamientos inadecuados de la aguda o recaidas o una demora en el
diagndstico. Los signos clinicos mas frecuentes de esta forma son ataxia, paresia, tetraparesia
o paraplejia y alteraciones de los pares craneales (anisocoria, déficit en la reaccion de
amenaza, estrabismo)®. Los anlisis sanguineos suelen mostrar leucocitosis con neutrofilia e

hiperproteinemia con aumento de la fraccién a2 globulinas, sobre todo en la forma aguda®.

Los hallazgos del LCR son muy caracteristicos, lo que unido a la resefa del animal y los signos
clinicos permiten establecer facilmente el diagndstico. El analisis del LCR en la forma aguda
muestra un pleocitosis neutrofilica (> 80%) severa con ligero aumento de las proteinas. Los
neutrofilos no estan degenerados (lo que permite diferenciarla, junto con el cultivo y
antibiograma, de las meningitis bacterianas). Pueden observarse cambios en los neutrdfilos
derivados del paso del tiempo (hipersegmentacion y/o picnosis)>*. En la forma crénica, el
analisis del LCR muestra una pleocitosis mixta media-moderada con un incremento leve de las
proteinas®. Tanto en la forma aguda como en la crénica, hay una elevacién en las
concentraciones de IgA en LCR y en suero atribuible a la alteracion del sistema inmune™®.
También pueden encontrarse aumentos en IgG y/o IgM, asi como en otras proteinas de fase
aguda en LCR (proteina C reactiva, albUmina y a2-macroglobulina). La proteina C reactiva
sérica parece correlacionarse con sus niveles en LCR, siendo un buen indicador de inflamacion

activa®.

Para diagnosticar esta patologia no es estrictamente necesario realizar RM o TC. El hallazgo
mas habitual observado en RM (aunque no siempre presente) es captacion de contraste

meningeo. También puede observarse afectacién del plexo coroideo, aunque no es habitual®.

Las lesiones histopatoldgicas se caracterizan por una inflamacidon leptomeningea (con

predominio de neutrdfilos, linfocitos, células plasmaticas y macrofagos) y una arteritis
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fibrinoide. En la forma crénica puede existir degeneracion de las raices nerviosas secundaria a

la rotura o hemorragia de los vasos sanguineos debilitados estructuralmente’.

El tratamiento de eleccién son glucocorticoides en protocolo de inmunosupresién con
reduccion progresiva hasta intentar suspenderlos completamente®>. El prondstico suele ser
de reservado a favorable en la forma crénica y bueno en la forma aguda, siendo mas favorable
en los pacientes en los que el diagnostico se realiza precozmente y se instaura el tratamiento
inmunosupresor adecuado™®. En pacientes con recidivas o en la forma crénica es posible que

se necesite emplear otros formacos inmunosupresores coadyuvantes®.

3.3.2.2 Meningoencefalitis eosinofilica

La etiologia de esta enfermedad es desconocida. Sin embargo, la presencia de un aumento de
eosinofilos tanto en sangre circulante de algunos de los pacientes como en el LCR, asi como su
respuesta al tratamiento con corticoides sugiere una patogénesis inmunomediada®. La edad
de presentacion oscila entre los 4 meses y los 5,5 afios. Se han descrito casos en Rottweiler,
Labrador retriever, Pastor belga Tervueren y Pastor de maremma (o mastin italiano), entre

otr0565'92'1°7'1°8.

Los signos clinicos incluyen colapso y postracidon en decubito esternal y lateral sin pérdida de
consciencia, depresion, somnolencia, cambios de comportamiento, pérdida de las drdenes
aprendidas, marcha en circulos, pressing, cequera, paralisis facial, reaccion de amenaza y
reflejos pupilares disminuidos, incoordinacion, dolor cervical y crisis epilépticas parciales o

generalizadas®*®,

La eosinofilia circulante es un hallazgo comun, aunque su ausencia no descarta la
enfermedad. El analisis de LCR es muy caracteristico, siendo casi patognomonico en ausencia
de agentes infecciosos. Se observa una pleocitosis eosinofilica media-severa con un

porcentaje de eosindfilos variable entre 50-98% y un aumento de proteinas leve®”.

En RM es frecuente encontrar lesiones difusas hipointensas que afectan a la sustancia gris
encefdlica contrastando los surcos cerebrales en secuencias T1W y necrosis difusa o atrofia

108

cortical de sustancia gris en secuencias FLAIR™".
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Histopatoldgicamente, se caracteriza por una meningitis severa granulomatosa eosinofilica,
que afecta, sobre todo, a los hemisferios cerebrales con vacuolizacion del parénquima

adyacente®.

El tratamiento de eleccidn es glucocorticoides a dosis inmunosupresoras; el prondstico es

reservado®’.

3.3.2.3 Sindrome del temblador blanco o sindrome del temblador idiopatico

La etiologia y patogénesis de este tipo de patologia se desconoce. Parece que podria ser el
resultado de un desorden autoinmune que afectan la sintesis de neurotransmisores
(dopamina, epinefrina y norepinefrina). Las principales razas afectadas son Bichon maltés y
West highland white terrier (de ahi el nombre de temblador blanco), aunque también se ha

109,110

descrito en Bichon frise, Spitz, Samoyedo, Beagles, Dachshund y Yorkshire terrier

La presentacion mas habitual es en animales jovenes y geriatricos, sin predisposicion sexual.
Los signos suelen aparecer de manera aguda, progresan en 1-3 dias y, luego permanecen
estaticos. El signo clinico tipico son los temblores de intencion que empeoran con el ejercicio,
estrés y excitacion y desaparecen durante el suefio. La exploracion neuroldgica suele ser
normal. No obstante, puede observarse ausencia de reaccion de amenaza, nistagmo o
movimientos oculares desconjugados, ataxia, ladeo de cabeza, hipermetria leve-moderada,
tetraparesis y paraparesia en temblores severos generalizados. La presencia de convulsiones

es inusual™.

El analisis de LCR puede ser normal o revelar una pleocitosis media-moderada con proteinas

normales o aumentadas®.

En algunos casos, en el estudio de RM puede observarse un aumento ventricular simétrico.
Histopatoldgicamente, se observa una moderada meningoencefalitis no supurativa difusa con

83,110,111

manguitos perivasculares con células mononucleares linfoplasmociticas

El tratamiento de eleccidn son glucocorticoides a dosis inmunosupresoras. Si la respuesta no
es favorable pueden combinarse con benzodiacepinas como el diazepam. El pronostico es
bueno, llegando incluso a producirse una remision espontanea de la enfermedad en algunos

casos®.
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3.3.2.4 Meningoencefalitis del Greyhound

Como su nombre indica, este tipo de meningoencefalitis afecta a galgos y fue descrita por
primera vez en Irlanda. Afecta a galgos jovenes entre 4 y 18 meses sin predisposicion sexual™?.
Se sospecha de un factor de riesgo genético asociado a la presencia del antigeno leucocitario

canino tipo I3, No se han aislado agentes infecciosos en los pacientes examinados™.

Los signos neuroldgicos observados son agudos o de inicio insidioso e incluyen ladeo de

cabeza, ataxia, postracién, marcha en circulos, depresion y cequera®.

La topografia especifica de las lesiones inflamatorias hace que se pueda emitir un diagndstico
presuntivo bastante certero gracias a la RM. Las lesiones afectan predominantemente a los
l6bulos y bulbos olfatorios, sustancia gris cortical frontal y frontotemporal y a los nucleos
caudados bilateralmente. Las lesiones son hiperintensas en secuencias T2 e isointensas en T1

115

con ausencia o minima captacion de contraste

El diagndstico definitivo se realiza mediante confirmacion histopatoldgica. Las lesiones se
caracterizan por una gliosis severa focal y difusa, gemistocitosis acompanada de manguitos
perivasculares con células mononucleares en los nucleos caudados, sustancia gris cortical

112

cerebral y periventricular del tronco encefalico anterior**®. El prondstico es malo™2.

3.3.2.5 Meningoencefalitis de origen desconocido

3.3.2.5.1 Etiopatogénesis:

e MEG: Es una enfermedad inflamatoria no supurativa del SNC. El primer nombre que
recibié fue “reticulosis” en el afio 1962 porque era similar a esta enfermedad en
humanos™. En el sentido estricto de la palabra, reticulosis implica proliferacion de las
células del sistema fagocitico mononuclear (monocitos, macréfagos, histiocitos)
originadas en cualquier tejido. En el afio 1972 la reticulosis se clasificd en tres
categorias: reticulosis inflamatoria (granulomatosa), reticulosis  neoplasica y
microgliomatosis. Desde el punto de vista histopatolodgico, la forma inflamatoria de la
reticulosis se caracteriza por la presencia de células histiociticas junto a linfocitos,

células plasmaticas y otros leucocitos, mientras que la forma neoplasica tiene
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predominio de leucocitos monomorficos. El término MEG se propuso en el afio
1978"%. Dado que las lesiones encontradas en las MEG presentan histiocitos, por
definicion, representa una forma de reticulosis. No obstante, la clasificacion de la
reticulosis del afio 1972 no se emplea actualmente. La forma inflamatoria ha sido
denominada MEG mientras que la reticulosis neoplasica se reclasificé como linfoma

|119

histiocitico primario cerebra

La MEG se presenta, sobre todo, en razas pequefas, especialmente razas toys,
caniche y terriers. Es menos frecuente su aparacion en razas grandes como Golden y
Samoyedo. La edad media de presentacion son adultos jovenes de 5 afos, aunque el
rango de edad incluye desde los 6 meses a los 12 afos. En funcion de la bibliografia

consultada puede observarse una mayor incidencia en hembras® o en machos™.

121

La MEG constituye el 5-25% de todas las alteraciones del SNC en perros**. Aunque la
causa exacta es desconocida, se han postulado varias hipotesis fisiopatoldgicas
basadas en causas genéticas, autoinmunes, infecciosas, neoplasicas y toxicas. Los
Ultimos estudios parecen indicar que la lesion inflamatoria es una reaccion de
hipersensibilidad retardada mediada por linfocitos T. Esta hipdtesis se sustenta en el
hallazgo de autoanticuerpos contra astrocitos en el LCR de perros con MEG focal
confirmadas por medio de histopatologia. Sin embargo, es complejo determinar si los

122,123

anticuerpos son la causa o la consecuencia de la inflamacion También se ha

sugerido la posibilidad de una encefalitis autoinmune inducida por anticuerpos anti-

124

proteina acida fibrilar glial en el LCR™*.

Se consideraron, no obstante, la existencia de potenciales inductores infecciosos para
la MEG. Su presencia se ha relacionado con el virus de Borna, y con
inmunohistoquimica positiva para virus del Nilo occidental, parainfluenza canina y
encefalomiocarditis. Estos hallazgos son poco claros e inespecificos debidos a
potenciales reacciones cruzadas con proteinas enddgenas. También se han
identificado especies de Bartonella y Mycoplasma en casos confirmados de MEG.
Todos estos datos refuerzan la teoria de que la MEG es una respuesta inflamatoria
inmunoldgica inespecifica a diversos factores ambientales (agentes patdgenos,
vacunaciones) y factores genéticos**®. No obstante, a dia de hoy, se ha descartado la
presencia de agentes infecciosos en los casos de MEG y el resto de subtipos

88,120

confirmados histopatolégicamente
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MEN: Durante muchos afios se la denomind encefalitis del Pug porque se pensaba
que era estrictamente especifica de esa raza. Desde 1989, y a partir de los patrones
morfoldgicos de las lesiones macro y microscopicas, la enfermedad se ha descrito en
otras razas (sobre todo toy) como Bichén maltés**®, Chihuahua'”, Pekinés™®, Bulldog
frances, Boston terrier, Pinscher miniatura, Shih tzu, Coton de Tulear, Papillon y
10,

Grifon de Bruselas

de MEN.

9 Por ese motivo, en la actualidad se prefiere utilizar el término

Salvo un caso clinico publicado en una hembra mestiza de American staffordshire™,
la enfermedad solo se ha descrito en perros de razas pequefias y no tiene una

predileccion sexual.

El inicio de los signos clinicos es variable y puede ocurrir entre los 6 meses y los 7 afios

131,132

de edad, aunque el promedio es de 2,5 aios

La etiologia y la patogénesis no estan claras. En el afio 2011, se identificaron en perros
de raza Pug dos loci ligados a la enfermedad en el cromosoma 12 con una fuerte
asociacion al antigeno canino leucocitario clase Il, similar al loci del MHC identificado
en la esclerosis multiple y otros procesos inmunomediados™. Aunque el
reconocimiento de este autoantigeno no pude considerarse el mecanismo definitivo
de la etiopatogénesis de la MEN, este hallazgo, junto con la identificacion de
anticuerpos dirigidos contra los astrocitos y la proteina gliofibrilar acida en el LCR y el
suero de perros con MEN, refuerzan la teoria de un origen inmunomediado. Aunque
no esta establecido el papel de estos anticuerpos, la MEN podria ser una enfermedad

autoinmune primaria dirigida contra los astrocitos y células gliales™**3*.

En enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple y sindrome de Guillain-
Barré se han identificado autoanticuerpos dirigidos contra antigenos propios del
sistema nervioso. Como alternativa, los anticuerpos podrian desarrollarse de forma
secundaria al dafo inducido por una lesion primaria independiente. En este escenario,
los autoanticuerpos desempeiiarian un papel menor, si es que lo tuvieran, en la
fisiopatologia total. Aunque se pensaba que este tipo de anticuerpos era especifico de
los casos de MEN en perros Pug, un estudio posterior describid la presencia de los
mismos anticuerpos en el LCR de perros de otras razas con MEN confirmada por
medio de examen histopatoldgico y con MEG focal. Los perros Pug examinados (9

animales) tuvieron los titulos mas elevados (>1:100), pero 13 perros de otras razas
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diagnosticados de MEN tenian titulos en un rango de 1:1 a mas de 1:100, y 3 perros con
MEG focal presentaron titulos variables. Cabe destacar que también se han detectado

estos anticuerpos en perros con tumores cerebrales y animales clinicamente sanos**.

El fuerte patrén hereditario familiar de los Pug no es un patron simple de herencia
mendeliana, por lo que se ha sugerido que la MEN es un trastorno multifactorial. Este
tipo de multicausalidad ha sido confirmado en la encefalopatia aguda necrotizante en
los nifios, que ocurre en asociacion con infecciones virales comunes como influenza y
parainfluenza. En un nuUmero significativo de nifios con enfermedad familiar
recurrente se han encontrado mutaciones en heterocigosis de un gen que codifica una
proteina componente del poro nuclear (Ran Binding Protein 2). La presencia de esta
mutacion genética haria mas susceptibles a los portadores de padecer esta forma de
la enfermedad. Una combinacion similar de factores genéticos y posibles inductores
infecciosos podria ser responsable de la MEN. Esta hipotesis esta siendo investigada

en la actualidad a partir de estudios moleculares™.

En el afo 2014, se identificaron, también, factores de riesgo genético en el desarrollo
de MEN en perros de raza Bichon maltés ligados al cromosoma 4 y 15, lo que evidencia
un riesgo genético compartido entre razas que asocien el cromosoma 15 y el antigeno
canino leucocitario clase Il (DLA 1), similar a enfermedades inmunomediadas del SNC

en humanos como la esclerosis multiple®®.

La encefalitis por a-herpesvirus que afecta a humanos y animales tiene una fuerte
predileccion por los hemisferios cerebrales y provoca una necrosis extensa. Por este
motivo se sugirid, en un inicio, que los casos de MEN eran, en realidad, una recurrencia
de infeccion neonatal por herpesvirus canino de tipo 1, aunque nunca se pudo aislar el
virus a partir de animales afectados™. Otra hipotésis postulada fue la presencia de un
agente patdgeno en niveles no detectables que provocaba una respuesta inmune
autoperpetuante, fenomeno descrito para la infeccion por flavivirus. En la actualidad

se descarta una causa viral subyacente como etiologia de la MEN®.

LEN: La leucoencefalitis necrotizante es una encefalitis no supurativa, necrotizante y
multifocal con grado variable de compromiso leptomeningeo. Fue descrita por

138

primera vez en 1993 en perros Yorkshire terrier. En la bibliografia, tradicionalmente

se la denomino encefalitis necrotizante del Yorkshire terrier pero, actualmente, este
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término estd en desuso puesto que otras razas como Chihuahuas®®*° y Bulldog

francés™* pueden presentarla.

El rango de edad de los perros afectados es de 4 meses a 10 afios, con una media de

aproximadamente 4,5 afios. No existe predisposicion sexual™®.

Tipold et al. especularon con una posible etiologia infecciosa de la enfermedad puesto

que no habia referencias previas a 1986™*. Actualmente, al igual que en los otros dos

subtipos de MOD, no se ha aislado ningun agente infecciosos en los casos estudiados

y se sospecha de un posible origen autoinmune mediado por células T, al igual que en

la MEG y MEN*2,

La etiopatogenesis de los tres subtipos se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Etiopatogénesis MOD

MEG

= Razas toys, caniche y terriers
= Golden y Samoyedo

MEN

= Pug, Bichon maltés,
Pekines, Chihuahua,

LEN

= Yorkshire terrier,
Chihuahuas y Bulldog

ShihTzu, Bulldog frances, francés
Razas Boston terrier, Papillon,
Pinscher miniatura, Coton
de Tuleary Grifon de
Bruselas
= American Staffordshire
Edad 5 anos 2,5 anos 4,5 anos
(6 meses- 12 anos) (6 meses-7 anos) (4 meses- 10 anos)
= Reaccion hipersensibilidad = Pug: locis cromosoma 12 = Reaccion hipersensibilidad
Etiologia retardada mediada por linfocitos T.  asociados al DLA Il + retardada mediada por

= Encefalitis autoinmune inducida
por anticuerpos anti proteina acida
fibrilar glial.

anticuerpos anti- astrocitos

y proteina gliofibrilar acida.

= Bichdn maltes: locis
Cromosoma 4y 15
asociados al DLAII.

linfocitos T.

MOD: meningoencefalitis de origen desconocido; MEG: meningoencefalitis granulomatosa; MEN: meningoencefalitis

necrotizante; LEN: leucoencefalitis necrotizante; DLA II: antigeno canino leucocitario clase /.

63



Revision bibliografica

3.3.2.5.2 Localizacion y signos clinicos

e MEG: Aunque la MEG es altamente variable, existen 3 formas basicas de la
enfermedad, cuya clasificacion se basa en los patrones de distribucion de las lesiones

en el cerebroy la médula espinal: focal, ocular u oftdlmica y multifocal o diseminada.

» MEG focal: se desarrolla como una lesion Unica localizada en la médula
espinal, tronco encefalico, mesencéfalo, tdlamo, nervios opticos, hemisferios
cerebrales o, mas raramente, el cerebelo. Generalmente cursa con signos
cerebelotalamicos. Los signos clinicos sugieren la presencia de una lesion
Unica, con un sindrome bien diferenciado que refleja la localizacion

121,143,

neuroanatomica del granuloma

- Prosencéfalo: ataques, alteracion del estado mental, cambios de
comportamiento, ataxia, marcha en circulos, pressing y alteraciones en la

vision con reflejos pupilares normales.
- Mesencéfalo: depresidn, vision normal con midriasis y pupilas arreactivas.

- Tronco encefalico y médula oblongada: hemiparesia, tetraplejia, déficits de
distintos pares craneales (alteracion reflejo palpebral, corneal, deglucion,

paralisis del nervio facial y del trigémino y sindrome vestibular central).
- Cerebelo: espasticidad, marcha hipermétrica y temblor de intencion.

- Médula espinal: hemi, para o tetraparesia/plejia con signos medulares

variables en funcion de la localizacion.
Es frecuente encontrar dolor cervical o en columna en estos pacientes

La MEG focal tiene a menudo un curso mas crénico y progresivo que las otras
formas de la enfermedad. El diagndstico diferencial incluye el sarcoma

histiocitico y el linfoma neuroldgico.

» MEG ocular: La forma ocular es la mas rara. La inflamacion se encuentra
inicialmente restringida a las porciones retinianas y posretinianas del nervio
optico. Acorde a esto, la forma ocular podria considerarse una presentacion

particular de la forma focal. Los signos clinicos reflejan habitualmente la
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localizacion aislada e incluyen ceguera aguda (generalmente unilateral),
midriasis uni o bilateral, pupilas arreactivas, papiledema, hemorragias
retinianas y, en ocasiones, coriorretinitis (en especial, en la regiéon no
tapetal)™**#. Los perros con MEG ocular pueden desarrollar la forma focal o

diseminada de la enfermedad*®.

» MEG multifocal: Es la forma mas frecuente de la MEG. Las lesiones son mas
intensas en las meninges, la médula espinal cervical craneal, el tronco
encefdlico, el mesencéfalo y el cerebelo y, a menudo, tienen una extension
rostral menos intensa hacia la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales.
Los signos clinicos mas habituales son vestibulocerebelosos y medulares
como convulsiones, ladeo de cabeza, marcha hipermétrica déficits visuales y
tetraparesia. También puede cursar con hiperestesia cervical. En estos casos
el inicio es agudo y la progresion, rapidamente fatal. Las lesiones pueden
localizarse también en la sustancia gris, las leptomeninges y los plexos
coroideos. Ocasionalmente, los signos neuroldgicos se acompafan de

118,145,146

fiebre . Se ha descrito un caso de MEG multifocal con afectacion de

sistema nervioso periférico™’.

La MEG diseminada con expansion angiocéntrica comprende lesiones
multiples de masas coalescentes de distribucion similar que pueden formar
una gran masa ocupante de espacio, por lo que la presentacion se asemeja a

una distribucion focal***.

MEN: Los signos clinicos predominantes son alteracion del estado mental y
convulsiones, los cuales pueden ser explicados por la predileccion que presenta esta
enfermedad por los hemisferios cerebrales. Otros signos clinicos que reflejan el casi
exclusivo compromiso supratentorial (cerebro y/o talamo) son letargia, anorexia,
ceguera central, marcha en circulos, pressing y déficits visuales. A diferencia de lo que
sucede con otras encefalitis no supurativas, es raro que se vea afectado el cerebelo,
tronco encefalico y medula espinal. Si se presentan lesiones, son muy leves y
consisten en hemorragias petequiales. El cuadro clinico puede acompafiarsede dolory

131,132

rigidez cervical, dependiendo del grado de compromiso leptomeningeo
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Se han observado dos formas de presentacion de la enfermedad, aguda y crénica.
Algunos perros afectados muestran lesiones unos pocos dias después de manifestar
signos clinicos, mientras que otros lo hacen en grado variable varias semanas o meses

después.

Se han descrito dos casos de necrosis miocardica concurrente en Pug con MEN. La
correlacion entre lesion aguda del SNC y necrosis de miocardio ha sido bien
establecida en los humanos, y se ha podido inducir experimentalmente en modelos
animales, en los que se piensa que ocurre por la liberacion de catecolaminas por parte
del sistema simpatico. Este hallazgo ha sido descrito en perros con trauma agudo y

con enfermedades inflamatorias*®.

e LEN: Los perros afectados presentan habitualmente una combinacion de signos
supratentoriales (cerebrales o taldmicos) y alteraciones del tronco encefalico que
dependen de la localizacidn de las lesiones. Los signos clinicos incluyen alteracion de
la consciencia, marcha compulsiva, marcha en circulos, déficit visual, trastornos
vestibulares centrales, alteraciones en las reacciones posturales y convulsiones. El
curso de la enfermedad es variable, pero normalmente es cronica (desde meses a 1-2
anos de evolucion) y progresiva; la aparacion aguda es muy poco frecuente. Este curso
largo e insidioso hace que los propietarios de las mascotas sean incapaces de notar los
cambios iniciales sutiles en sus mascotas (signos vestibulares leves, pérdida sutil de
vision...), por lo que el diagnostico suele producirse de forma tardia y, en

150

consecuencia, la esperanza de vida es reducida™®*394%

La localizacion y los signos clinicos se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Localizacion y signos clinicos MOD

Localizacion
y signos
clinicos

MEG MEN LEN
Forma focal:
= Hemisferios cerebrales, nervios = Hemisferios cerebrales: = Hemisferios cerebrales,
dpticos, tronco encefdlico, convulsiones, alteracion talamo y tronco encefdlico:
mesencéfalo, talamo: ataques, del estado mental. alteracion de la
alteracion del estado mental, ataxia, consciencia, marcha
pressing, cambios de = Cerebro y/o talamo: compulsiva, marcha en
comportamiento, marcha en letargia, anorexia, circulos, déficit visual,
circulos, alteraciones en la vision con ~ ceguera central, marcha trastornos vestibulares
reflejos pupilares normales o en circulos, pressing y centrales, convulsiones y
alterados. déficit visual. alteraciones en las

reacciones posturales.

= Tronco encefalico y médula
oblongada: hemiparesia, tetraplejia,
alteracion pares craneales.

= Médula espinal: hemi, para o
tetraparesia/plejia.

= Cerebelo: espasticidad, marcha
hipermétrica y temblor de intencion

Forma ocular: porciones retinianas y
posretinianas  del nervio  dptico:
ceguera aguda uni o bilateral,
midriasis uni o bilateral, pupilas
arreactivas,hemorragias retinianas,
coriorretinitis y papiledema.

Forma multifocal: Meninges, médula
espinal  cervical craneal, tronco
encefalico, mesencéfalo y cerebelo:
convulsiones, ladeo de cabeza,
déficit visual, marcha hipermétrica,
tetraparesia e hiperestesia cervical

Curso

Forma focal: crénico
Agudo y cronico
Forma ocular: agudo

Forma diseminada: crénico >>agudo

Cronico >> agudo

MOD: meningoencefalitis de origen desconocido; MEG: meningoencefalitis granulomatosa;

necrotizante; LEN: leucoencefalitis necrotizante

MEN: meningoencefalitis
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3.3.2.5.3 Histopatologia

MEG: Los hallazgos histopatolégicos normalmente permiten diferenciar la MEG de la
MEN y la LEN. La relacion entre el curso clinico de la enfermedad y la severidad de los
hallazgos histopatoldgicos es controvertido. Macroscopicamente, en lesiones
granulomatosas severas pueden observarse cambios en la simetria normal del cerebro
(como desviacion de la linea media o compresidn de estructuras adyacentes). Puede
apreciarse  engrosamiento y  decoloracion  amarilla-grisdcea  localizada,
principalmente, en la sustancia blanca cerebral; no obstante, la sustancia gris y las
leptomeninges pueden estar también afectadas. En algunos casos, los nervios opticos
pueden aparecer engrosados. Una de las caracteristicas que la distingue de la MEN y

LEN es que no existe tejido necrético ni cavitacion secundaria™.

Microscépicamente, las lesiones se caracterizan por una encefalitis granulomatosa
angiocéntrica. Destaca la presencia de manguitos perivasculares o linfocitos,
macrofagos en numero variable, células plasmaticas en parénquima cerebral,
meninges y médula espinal con hemorragias petequiales en mayor o menor grado. La
malacia secundaria no es un hallazgo frecuente™®™. En lesiones severas puede
observarse adelgazamiento de los manguitos, edema y necrosis en el parénquima.

Con el tiempo las lesiones peri e intervaculares se vuelven fibroticas™*.

En algunas areas (como los manguitos perivasculares, leptomeninges y el parénquima
de los granulomas), las células predominantes son linfocitos (con predominio de CD3")
y en otras regiones macrofagos; ambos tipos celulares expresan MHC tipo I1I"**. Los
macrofagos deben diferenciarse en células epitelioides y forman nidos en el interior de
los manguitos en las lesiones granulomatosas. La infiltracion de todos estos tipos
celulares en el parénquima nervioso es minima; sin embargo, como la poblacién
perivascular involucra numerosos vasos, se expande y converge hasta comprimir el
tejido nervioso y provocar una lesion ocupante de espacio, haciendo que en muchos
casos se evidencien lesiones macroscopicas. El neurdpilo que rodea las lesiones
granulomatosas muestra una moderada reaccidn glial y edema. En los casos crénicos

118,122,151

hay confluencia de lesiones, proliferacion vascular y cambios reparativos

En los estudios histopatoldgicos iniciales de Cordy et al. en 1979, que contaban con un

mayor numero de casos (27), las lesiones mas severas se encontraron en la sustancia
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blanca cerebral, cerebelar y en médula espinal cervical; sin embargo, en los 6 casos
descritos por Braund en 1978, el tronco encefdlico y cerebelo fueron las regiones mas
afectadas. Este patrén de variabilidad topografica refleja la complejidad de esta

118,151

patologia

En funcion de la forma de presentacion varia la localizacion y los hallazgos

histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

En la forma focal las lesiones se localizan en tronco encefalico y, especialmente, en
sustancia blanca cerebral. Algunos autores han sugerido que las lesiones de la MEG
focal muestran similitudes con ciertas neoplasias, como el linfoma de células B.
Aunque las mitosis y células gigantes no son frecuentes, el estudio de los linfocitos
que se encuentran en el interior de los manguitos perivasculares ha evidenciado
grados variables de pleomorfismo e indice mitdtico, lo que sugiere una conducta
neoplasica. Por otra parte, ocasionalmente, se observan linfoblastos en el LCR de los

119,152

animales afectados No esta claro si estos linfocitos anormales son células
inflamatorias reactivas o representan una verdadera poblacion tumoral. Al estudiar los
patrones fenotipicos de las distintas formas de MEG con Ki-67/MIB-1 se ha observado
que la forma focal (a diferencia de las otras dos) parece tener un fenotipo neoplasico

de células dendriticas histiocitarias*®.

En la forma ocular se veran afectadas las porciones retinianas y postretinianas del

nervio 6ptico™®,

Por ultimo, en la variante multifocal se afectan, primariamente, la sustancia blanca
cerebral, tronco encefalico caudal, cerebelo y medula cervical; sin embargo, pueden
encontrarse lesiones vasculares en sustancia gris, leptomeninges y plexos coroideos
en la forma aguda. Si convergen multiples manguitos perivasculares, puede formarse
un Unico granuloma y asemejarse a la forma focal*****. La médula espinal puede verse
afectada en cualquier segmento, pero los cambios mas severos suelen observarse a
nivel cervical. La sustancia blanca medular se afecta mas que la gris, y la columna

ventral y lateral mas que la dorsal™".

Los tipos celulares predominantes en la forma multifocal incluyen linfocitos T CD3" y
macrofagos que expresan el MHC tipo Il. Por este motivo se ha sugerido que en la

patogénesis de la MEG podria estar implicada una reaccion de hipersensibilidad tardia

69



Revision bibliografica

con una base autoinmune. Otros investigadores han confirmado el predominio de
linfocitos T CD3* en las lesiones, pero no han podido demostrar diferencias
significativas en cuanto al nUmero de linfocitos CD3" entre la MEG y la MEN o entre la
MEG y el sarcoma histiocitico del SNC™3%*55%° En el caso de la MEG, los macréfagos
CD163" se acumulan en torno a los vasos sanguineos de la sustancia blanca cerebral, a
diferencia de la MEN y la LEN, en las que infiltran difusamente la corteza cerebral y la

sustancia blanca, respectivamente™”.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas usando anticuerpos anti lisozima se ha
podido observar la diferente naturaleza de los macrdéfagos en la MEG y la MEN. En la
MEG se encuentran células predominantemente positivas a lisozima en comparacion

con las células de MEN que, aunque las presentan, es en menor proporcion™.

Se ha detectado la presencia de antigenos clonales inmunoreactivos MAC-387" en
granulocitos, monocitos y un numero limitado de macréfagos tanto en la MEG como
en la MEN. En la MEN se distribuyen en las meninges y alrededor de los vasos
sanguineos, mientras que en la MEG se dispersan por todo el parénquima cerebral y
en las lesiones perivasculares. Esta diferencia de distribucion entre ambos tipos de
meningitis avalan la hipdtesis de una reaccion de hipersensibilidad tardia con una base
autoinmune en la etiopatogenia de la MEG, ya que MAC-387" es un marcador de
macrofagos, monocitos y granulocitos, todos ellos componentes esenciales en la

inmunidad mediada por células con un papel importante en la sintesis de lisozima™’.

Los estudios basados en diversos marcadores antigénicos y oncogénicos (MIB-1)
sugieren que la forma generalizada y la generalizada con expansion angiocéntrica
tiene patrones fenotipicos similares. Sin embargo, la forma focal parece tener un

fenotipo neoplasico de células dendriticas histiocitarias™o**°.

Desde el punto de vista de respuesta de citoquinas, la IL-4 y la IL-17 son

140

significativamente mas altas en la MEG que en la MEN y la LEN™®.

MEN: La MEN tiene un patron de distribucion anatédmico y lesiones histoldgicas que
son caracteristicos. Las lesiones macroscopicas son areas bilaterales multifocales
asimétricas de encefalitis aguda o focos crénicos de malacia, con coloracion oscura
del parénquima, necrosis y colapso de las sustancias blanca y gris de los hemisferios

cerebrales. Los limites de las lesiones son imposibles de distinguir. Es frecuente
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observar hidrocefalia con dilatacion asimétrica de los ventriculos laterales. La

intensidad de las lesiones disminuye en sentido rostrocaudal.

Las alteraciones se encuentran casi exclusivamente en el parénquima cerebral,
aunque pueden encontrarse lesiones minimamente inflamatorias en el cerebelo, el
tronco encefdlico y la médula espinal. Las regiones cerebrales mas comprometidas y
los surcos y fisuras cerebrales suelen contener los infiltrados mas intensos. El infiltrado
inflamatorio se extiende desde las leptomeninges hacia la corteza cerebral adyacente,
donde ocupa la sustancia gris y se introduce en la sustancia blanca subyacente. Las

lesiones mas severas se observan en talamo e hipocampo™.

Desde el punto de vista histopatoldgico, la MEN se caracteriza por una
meningoencefalitis necrotizante no supurativa. La visualizacion de algunas areas
necroticas sin inflamacion podria sugerir que la necrosis es la lesidn primaria, que, en
algunas regiones, puede combinarse con licuefaccion y cavitacion similares a las
observadas en la LEN. Las zonas de necrosis y malacia a veces se asocian con células
de Gitter y lesiones cribiformes o quisticas. Las lesiones pueden observarse tanto en la
sustancia gris como en la sustancia blanca. También puede existir, en grado variable,

meningitis diseminada, coroiditis y encefalitis*®.

Las lesiones principales se localizan en el interior de la corteza adyacentes a la
sustancia blanca. Destacan infiltrados perivasculares y parenquimatosos de linfocitos
y macrdéfagos con dreas extensas de necrosis focales. También son evidentes la
proliferacion y la reactivacion de la microglia con astrogliosis media alrededor de estas

areas de necrosis™.

Las reacciones inflamatorias en los pacientes con MEN aguda y crénica difieren en su
grado. Es leve a moderada en la forma aguda y severa en la crénica. En la forma
aguda puede haber una encefalitis aguda no supurativa coexistente con lesiones

cronicas en hipocampo, nucleos septales y talamo™’.

Las lesiones cronicas son muy
evidentes con presencia de infiltrados histiociticos en el parénquima cerebral y la
microglia, manguitos perivasculares con linfocitos y células plasmaticas. En esta
forma, la necrosis extensiva (malacia) se observa en la corteza cerebral, asi como, en
los nucleos del talamo, mesencéfalo y menos frecuentemente en cerebelo™. En los

casos en los que la enfermedad tiene un curso mas prolongado pueden observarse

solo astrogliosis e infiltracion de gemistocitos™’.
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Desde el punto de vista inmunohistoquimico los infiltrados inflamatorios en el area
perivascular y el parénquima cerebral son una poblacion mixta de linfocitos T CD3",
CD20’, CD79acy  y/o células Ig G* (linfocitos B y/o células plasmaticas) y células CD163"
en casi el mismo indice. Los linfocitos CD3" se diseminan por las meninges, manguitos
perivasculares y las lesiones cerebrales, pero en menor proporcién que en la MEG™®.
Los macrdéfagos CD163" se localizan en las lesiones inflamatorias activas, manguitos

|1oo,139

perivasculares y parénquima cerebra

Las células MAC-387" en la MEN son limitadas, a diferencia de la MEG y se distribuyen

en las meninges y alrededor de los manguitos perivasculares™’.

La sintesis de lisozima por parte de los macréfagos es mucho menor en comparacion

con la observada en la MEG®.

La proteina acida fibrilar glilal como se ha indicado previamente se encuentra

124

ampliamente distribuida por todo el cerebro en los casos de MEN

La expresion de IFN-y es mayor en comparacion con la MEG y la LEN. La expresion de

laIL-4 y la IL-17 s mucho menor en comparacion con la MEG*®.

LEN: Las lesiones tienen un patron de distribucidn y un tipo histopatoldgico
diferentes a los de la MEN. En los escasos pacientes en que se diagnostica la forma
aguda, los hallazgos de necropsia incluyen una coloracidn grisacea de la sustancia
blanca afectada, con ausencia de formaciones quisticas. En los casos crénicos,
generalmente, se observan lesiones multifocales necrdticas y quisticas en la sustancia
blanca mas profunda del cerebro y en talamo. Pueden observarse lesiones minimas en
mesencéfalo, cerebelo y tronco encefalico. En ambas formas de presentacion, existe
dilatacion leve a moderada de los ventriculos laterales; las lesiones que ocupan el
tronco encefdlico no suelen involucrar el cerebelo. Las lesiones, a menudo, se
localizan en un solo compartimiento (cerebro o tronco encefalico) y, desde el punto de

vista macroscopico, se consideran unilaterales, aunque sean multifocales.

Los hallazgos histopatoldgicos se caracterizan por una leucoencefalitis no supurativa
con multiples focos de necrosis que afectan a la sustancia blanca del encéfalo, talamo
y tronco encefalico, con la consecuente necrosis cavitaria y un marcada astrogliosis.
La implicacion meningea es minima, a diferencia de lo que acontece en la MEN. La

sustancia gris no suele estar afectada. La sustancia blanca afectada incluye el centro
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semioval, la corona radiada, la capsula interna, el talamo, el mesencéfalo, el puente y
la médula oblonga. La presencia de LEN en estas regiones es una caracteristica

importante para distinguirla de otros tipos de MOD™.

En los casos agudos, la sustancia blanca afectada presenta una estructura
caracteristica con un centro claro rodeado por un anillo denso. El centro esta
conformado por células linfohistiociticas células de Gitter e incluye proliferacion de
astrocitos fibrilares y gemistocitos. El anillo denso que lo rodea es la suma de una
proliferacion vascular, manguitos perivasculares mononucleares, intensa proliferacion

microglial y cantidades variables de tejido fibroso™°.

Los casos cronicos se caracterizan por presentar necrosis cavitaria extensiva
multifocal, a menudo asociada a una fuerte reaccion inflamatoria no supurativa,
compuesta por manguitos perivasculares linfocitarios, células plasmaticas vy
macrdfagos. Las zonas de necrosis a menudo convergen para formar areas cavitarias,
cuyo tamaiio depende de la severidad y la duracion de la enfermedad. En el interior de
la sustancia blanca se visualizan numerosos axones hinchados y necréticos,
gemistocitos, células microgliales fagocitarias, microglia reactiva y ocasionales
infiltrados perivasculares. Es caracteristico que la corteza y las meninges no estén
afectadas. El compromiso leptomeningeo, cuando existe, es minimo; sin embargo,
puede observarse infiltracion por parte de un pequefio numero de linfocitos y células
plasmaticas. Las neuronas en el interior de la sustancia gris no aparecen afectadas, a

pesar de la inflamacion circundante™®™399,

Las areas de necrosis y cavitacion en el caso de la LEN son mucho mas extensas en
comparacion con la MEN, aunque la cavitacion es menos evidente en tronco

100

encefalico y cerebelo™”.

Ocasionalmente se han observado cambios inflamatorios en nervio 6ptico™* y médula

espinal™®.

Aunque pueden observarse ciertas similitudes con la MEG descrita en los Pug, ademas
de las diferencias topograficas, el curso cronico y progresivo, la intensa proliferacion
de la microglia en las lesiones activas y la presencia de lesiones quisticas en la

sustancia blanca es bastante caracteristica de LEN. Ademas, la LEN siempre se
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Tabla 3. Cont. Hallazgos histopatoldgicos en MOD.

presenta con una reaccion inflamatoria no supurativa, incluso en los casos agudos.

Esta caracteristica la distingue de otras formas de MOD**5%,

158

La poblacion celular es similar inmunohistoquimicamente a la observada en la MEN™®.

Los macrdfagos CD163" infiltran difusamente el tejido en la sustancia blanca™. Se han

detectado células histiociticas MAC-387" en mayor proporcion en raza Yorkshire

terrier en comparacion con Bulldog francés™®.

La proteina acida fibrilar glial también se expresa™. La presencia de IFN-y, es

significativamente menor que en la MEN™°.

Los hallazgos histopatoldgicos se resumen en la Tabla 3

Tabla 3. Hallazgos histopatolégicos en MOD.

MEG

= Forma focal: Desviacion de la linea
media, compresion de estructuras
adyacentes, engrosamientoy
decoloracion amarilla- grisacea.

Macroscopico = Lesiones crénicas:

- Sutancia blanca cerebral >> gris y
leptomeninges.

- Sustancia blanca medular >> gris;

columna ventral y lateral >> dorsal
= Lesiones agudas: lesiones
vasculares en sustancia gris,

leptomeninges y plexos coroideos.

= Tejido necrotico y cavitacion: no

MEN

= Areas bilaterales
multifocales asimétricas,
necrosis y colapso
sustancias blancay gris de
los hemisferios cerebrales
con limites imposibles de
distinguir, hidrocefalia.

= Sustancia cerebral gris y
blanca

= Tejido necrdticoy
cavitacion: moderado

LEN

= Coloracion grisacea con
ausencia de formaciones
quisticas en la forma aguda
y lesiones multifocales
necroticas y quisticas en la
cronica. Hidrocefalia leve-
moderada.

= Systancia blanca

= Tejido necréticoy
cavitacion: extensas. Forma
cronica

MOD: meningoencefalitis de origen desconocido; MEG: meningoencefalitis granulomatosa; MEN: meningoencefalitis necrotizante; LEN:

leucoencefalitis necrotizante IL: interleuquina; IFN: interferon; PGFA: proteina dcida fibrilar glial.
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Microscopico

MEG

= Encefalitis granulomatosa
angiocéntrica: manguitos
perivasculares o linfocitos,
macrdfagos células plasmaticas
en parénquima con hemorragias
petequiales.

= Malacia: infrecuente.

MEN

= Meningoencefalitis
necrotizante no supurativa:
infiltrados perivasculares y
en parénquima de linfocitos
y macrofagos con areas
extensas de necrosis focales

= Malacia: si

LEN

= | eucoencefalitis no
supurativa: con multiples
focos de necrosis,
cavitaciones una marcada
astrogliosis.

= Malacia: si

Inmuno-
histoquimica

= |L-4 y IL-17: abundante
= |[FN-y: leve

= |isozima: abundate

= PGFA: no

= CD3": abundantes y asociados a
MCH II.

= CD163": vasos sanguineos
sustancia blanca cerebral.

= Antigenos clonales
inmunoreactivos MAC-387":
abundantes; parénquima cerebral.

" [L-4yIL-17: leve

®* [FN-y: abundante

= Lisozima: leve

= PGFA glial: abundate

* CD3": moderados

» CD163": infiltracion difusa
corteza cerebral.

= Antigenos clonales
inmunoreactivos MAC-387":

moderados; meninges y
vasos sanguineos.

= |L-4yIL-17: leve

= |[FN-y: leve

= Lisozima: leve

= PGFA glial: moderada

= CD3": moderados

= CD163": infiltracion difusa
sustancia blanca.

= Antigenos clonales

inmunoreactivos MAC-387":
moderados; intralesionales

MOD: meningoencefalitis de origen desconocido; MEG: meningoencefalitis granulomatosa; MEN: meningoencefalitis necrotizante; LEN:

leucoencefalitis necrotizante IL: interleuquina; IFN: interferon; PGFA: proteina dcida fibrilar glial.

3.3.2.5.4 Diagndstico porimagen

e MEG: En las imagenes obtenidas por RM las lesiones aparecen iso o hipointensas en la

secuencia T1 e hiperintensas en la secuencia T2, y pueden mostrar realce meningeo o

no. Generalmente, se observan lesiones multifocales, que, a menudo, incluyen el

tronco encefalico. También puede observarse una lesidon Unica claramente definida.

Aunque histopatoldgicamente la MEG tiene predileccion por la sustancia blanca, las
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lesiones se pueden observar tanto en sustancia blanca como gris *° y no esta asociada

a una topografia que la distinga, como sucede con la MEN o la LEN*.

La afectacion meningea esta documentada en la mayoria de los pacientes con MEG, y
en ocasiones, es el Unico hallazgo en RM. No obstante, en un minoria de los pacientes,
las lesiones pueden no captar contraste e, incluso, no evidenciar ningun tipo de
lesion”. En la forma ocular puede verse afectacion de los nervios dpticos (isointensos

en T1W) o del quiasma Optico™*.

En un estudio realizado en 11 pacientes caninos con MEG confirmados
histopatolégicamente sobre hallazgos observados en RM, las lesiones se localizaron
en cerebro (8), cerebro y médula espinal (2) y médula espinal (12). Cuatro de ellos
presentaron lesion focal y 6 multifocales. Solo en uno de ellos no se observaron
lesiones. Sin embargo, no se detectd realce meningeo en T1W post contraste a pesar
de que en g casos se confirmd la presencia histoldgica de alteracion meningea. Las
lesiones en T2W y FLAIR en todos los casos fueron hiperintensas (coincidiendo con los
estudios de de Lahunta), mientras que la intensidad de sefal en Ti1W fue variable.
Después de la administracion de contraste paramagnético, algunas de las lesiones no
captaron contraste, pero otras mostraron un marcado patron de captacion. En 10 de
los 11 perros las lesiones fueron facilmente identificables por RM, pero no pudieron

considerarse especificas de esta enfermedad™®.

Aunque la técnica de diagndstico por imagen de eleccion es la RM, el TC también
puede contribuir al diagndstico de la MEG. Las lesiones se observan hipodensas, con

realce variable tras la aplicacion de la sustancia de contraste’.

En un estudio realizado en 5 perros con MOD sometidos a tomografia por emision de
positrones (PET-TC) se observd que, en los 2 perros que presentaban MEG, las
lesiones inflamatorias granulomatosas estaban asociadas con un hipermetabolismo
de glucosa. En los otros 3 perros , que presentaban MEN, las lesiones estaban
asociadas a un estado hipometabdlico, posiblemente derivado de la lesiones

necrdticas™®.

MEN: Las lesiones suelen ser focales o multifocales asimétricas, engloban tanto
sustancia gris como blanca de ambos hemisferios cerebrales y se superponen con las

meninges. En la forma cronica, las lesiones primarias se caracterizan por necrosis con
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edema cerebral severo secundario a la inflamacion. La presencia de lesiones quisticas
es infrecuente. Solo ocasionalmente se observa implicacion del cerebelo y tronco

encefalico es infrecuente, aunque hay casos descritos™".

Las lesiones en RM son iso o hipointensas en Tz, hiperintensas en T2 y FLAIR; estas
dos Ultimas secuencias son las mas indicadas para identificar las lesiones. La MEN
tiene hallazgos similares a la MEG, incluyendo desviacidn de la linea media, efecto
masa y captacion de contraste. La desviacion de la linea media es un hallazgo
frecuente en los tres tipos de MOD, por lo que se ha propuesto que este hallazgo
podria ser la consecuencia de la combinacion de una atrofia del hemisferio mas

162

pequeiioy la presencia de edema dentro del hemisferio mas grande™”.

Otro hallazgo frecuentemente descrito en RM en pacientes con MEN es la dilatacion
del ventriculo lateral como consecuencia de un hidrocéfalo ex vacuo secundario a la
pérdida de sustancia blanca. Este hallazgo debe valorarse con precaucion en ciertas
razas como el Pug en los que no hay estudios sobre el volumen ventricular normal y en
los que se han encontrado asimetrias ventriculares como variantes anatomicas

normales*®3.

En aproximadamente la mitad o dos tercios de los pacientes las lesiones captan
contraste, pero el realce es de minimo a moderado y no uniforme. En el 50% de los

161

pacientes se observa tampoco realce meningeo evidente™.

Muchos de los hallazgos observados son comunes a la MEG (distribucion multifocal en
sustancia gris y blanca con predominio de sustancia blanca; captacion de contraste
variable, predileccion prosencéfalica, edema perilesional y margenes lesionales
irregulares)™; sdlo el realce meningeo, efecto masa y dilatacion ventricular son mas

161

caracteristicos de la MEN y muy poco frecuentes en la MEG™.

Aunque algunos estudios indican que la RM es sensible y especifica para identificar
lesiones intracraneales y clasificar la enfermedad en inflamatoria o neoplasica*®,
publicaciones recientes han evidenciado que las lesiones hipointensas en T1 e
hiperintesas en T2 asociadas a MEN son sdlo caracteristicas de alteraciones
intracaraneales, pero no permiten diferenciar lesiones neoplasicas de no

neoplasicas™®.
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El TC también puede contribuir al diagndstico de la MEN. Pueden apreciarse lesiones
hipodensas, con o sin realce tras la administracion de contraste’®. En PET-TC se

observa un hipometabolismo glucido en las &reas de la lesiones*.

e LEN: Entre sus hallazgos se han descrito lesiones multiples, bilaterales y asimétricas,
que afectan principalmente la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales. Las
lesiones pueden observarse en secuencias T1, T1 post-contraste y T2. Las regiones
afectadas aparecen hipointensas o isointensas en T1, hiperintensas en T2, y con
realce, normalmente periférico, no uniforme variable post-contraste (minimo-
medio). Las lesiones proporcionan imagenes caracteristicas en las secuencias T1y T2
con intensidad similar a la del LCR. Sin embargo, en las secuencias FLAIR permanecen
hiperintensas, lo cual refleja que en su interior tienen un alto contenido proteico, si se
lo compara con el nivel en LCR. También se han observado grados variables de

ventriculomegalia’*®.

Von Praun et al. encontraron una correlacion entre el grado de captacion de contraste
y el grado de inflamacion linfohistiocitica en el examen histopatologico de dos

167

Yorkshire terrier con LEN™. Pero, un articulo posterior demostrd que las zonas

necroticas (independientemente de la etiologia) no pueden ser diferenciadas

claramente del tejido viable basandose en las secuencias postcontraste®.

En TC, las lesiones se observan iso o hipoatenuadas. Estas areas hipoatenuadas
representan las cavitaciones necrdticas de la sustancia blanca. La captacion de

contraste suele ser de nula a moderada de manera no uniforme”*®,

En un estudio realizado en un Yorkshire terrier sometido a PET-TC, las lesiones
observadas mostraban un hipometabolismo multifocal o difuso. Las regiones de
hipometabolismo glucido correspondian con las areas de necrosis y cavitacion tipicas
de la LEN"’. Los hallazgos encontrados son similares a los descritos por Kang et al. en

160

perros con MEN™".

Los hallazgos de diagnostico porimagen se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Hallazgos de diagndstico porimagen en MOD

MEG
* T1: iso o hipointensas
= T2: hiperintensas
= FLAIR: hiperintesas

= Lesiones multifocales** y focal
bien definida

MEN

= T1: iso o hipointensas

= T2: hiperintensas

= FLAIR: hiperintesas

= | esiones focales o multifocales
simétricas

LEN

= T1: iso o hipointensas

= T2: hiperintensas

= FLAIR: hiperintesas

= Lesiones multifocales
bilaterales y simétricas

RM = Efecto masa: infrecuente = Efecto masa: frecuente = Efecto masa: frecuente
= Sutancia gris y blanca = Sutancia gris y blanca = Sutancia blanca
= Captacion contraste: variable no = Captacion contraste: 66% y no = Captacion contraste:
uniforme uniforme periférico no uniforme
= Realce meningeo: variable = Realce meningeo: 50% = Realce meningeo: variable
= Lesiones quisticas: infrecuentes = Lesiones quisticas: infrecuentes = Lesiones quisticas: frecuentes
= Diltacion ventricular: infrecuente = Diltacion ventricular: frecuente = Diltacion ventriculo:variable
= Lesiones hipodensas = Lesiones hipodensas = Lesiones hipodensas
TC P
= Captacion contraste: variable = Captacion contraste: variable = Captacion contraste: variable
PET-
TC = Hipermetabolismo glucosa = Hipometabolismo glucosa = Hipometabolismo glucosa

RM: resonancia magnética; TC: tomografia axial computerizada; PET-TC: tomografia emision positrones; MOD: meningoencefalitis

de origen desconocido; MEG: meningoencefalitis granulomatosa; MEN: meningoencefalitis necrotizante; LEN: leucoencefalitis

necrotizante
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3.3.2.5.5 Anadlisis de LCR en MOD

El analisis de LCR en pacientes con sospecha de MOD es una parte esencial del diagnostico de
estas patologias. Aunque la obtencién de un diagndstico definitivo basado exclusivamente en
el LCR es infrecuente, su analisis, combinado con la informacion obtenida de la historia clinica,
examen neuroldgico y otras pruebas diagnosticas, puede confirmar o rechazar un diagndstico

presuntivo.

Los cambios en el LCR son muy variables y no permiten diferenciar el subtipo especifico de
MOD. Ademas, hay que tener en cuenta que el recuento celular puede ser normal. En el
estudio de Granger et al. se describieron LCR normales en el 16% de los casos con MEG, 12,5%

en MENy LEN 'y, en general, en el 22% de las MOD®.

La concentracion en proteinas puede ser muy variable, aunque, en la mayoria de los casos, se

101

encuentra incrementada™. Segun Granger et al., la concentracion media de proteinas (PT)
suele ser de 70 mg/dl en los casos de la MEG, de 54 mg/dl en MEN y LEN y, en el conjunto de

las MOD se encuentra en 68 mg/dI®.

Los recuentos celulares, igual que las proteinas totales, tienen amplios rangos.
Habitualmente, la pleocitosis es leve-moderada (RTCN < 100 cel/pl)** aunque en las LEN es
frecuente encontrar pleocitosis moderadas-marcadas (RTCN 70-600 cel/ul)*™*****°. El tipo de
pleocitosis tipica de las MOD es una pleocitosis linfocitica (72% de los casos, Granger et al.),

101

aunque es frecuente encontrar pleocitosis mixtas, sobre todo en los casos de MEG™. En el
meta-analisis de Granger et al., los linfocitos eran la poblacion predominante en el 42% de los
casos de MEG, mientras que en las MEN y las LEN el porcentaje de monocitos y linfocitos era
similar. Los neutrofilos fueron la poblacién predominante en < 10% de los casos de cada

grupo®. En las pleocitosis mixtas es raro que los neutréfilos superen el 50% de la poblacién®.

Se han evaluado otros tipos de analisis (no rutinarios) para el diagnostico de las enfermedades
inflamatorias del SNC, pero siguen sin ser especificos de enfermedad. La composicion
proteica ha sido analizada mediante técnicas de electroforesis semicuantitativas y puede ser
de ayuda en la identificacion de patologias inflamatorias, neoplasicas o degenerativas. En
perros con MEG la electroforesis del LCR muestra un incremento en las By y globulinas***°. La
deteccion de anticuerpos antiastrocitos en LCR es indicativa, normalmente, de un proceso
inmunomediado y se han sugerido como posibles anticuerpos especificos en las MEG vy

LEN™®"" sin embargo, también se han detectado en pacientes con tumores intracraneales y
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en perros normales™. Se han empleado la citometria de flujo y la inmunofenotipificacion para
identificar las células mononucleares en procesos inflamatorios del SNC*?, pero estas técnicas
requieren, al menos, 4 ml de muestra de LCR (salvo que sean muestras con pleocitosis muy

marcada), por lo que no pueden establecerse como técnicas rutinarias*®.

3.3.2.5.6 Diagndstico de MOD

El diagnostico definitivo antemortem del tipo especifico de MOD debe realizarse mediante
biopsia cerebral y estudio histopatoldgico. Se han descrito técnicas minimamente invasivas
como la biopsia estereotactica guiada por TC*2™7° 0 RMY’, biopsia guiada por ecografia, TC*7®

o RM™°y biopsia guiada por endoscopia*®.

Un estudio realizado en 17 perros con encefalitis estimd que el diagnostico definitivo
antermortem de MEG, MEN o LEN por biopsia cerebral se alcanza en el 82% de los casos. En
un 12% adicional se diagnosticaron encefalitis, pero sin poder confirmar la enfermedad
especifica. Las dificultades en el diagnodstico son consecuencia del tamafio de la muestra
obtenida y el problema para poder distinguir entre los cambios de las lesiones primarias y
secundarias como pueden ser edema y necrosis*®. Algunos articulos recomiendan realizar
citologias intraoperatorias del fragmento que se pretende biopsiar con el fin de identificar
esas areas de necrosis y poder tomar la biopsia de la region mas adecuada para proporcionar

un diagndstico mas certero™,

Las complicaciones intraoperatorias fatales (muerte del paciente) son infrecuentes, pero la
tasa de mortalidad postquirurgica estimada fue del 6%. Se observé una morbilidad del 29%,
incluyendo estupor, convulsiones, tetraparesia, hemiparesia, ataxia y pérdida de la
propiocepcion consciente. Estas complicaciones postquirurgicas son la consecuencia de la
propia hemorragia y edema posterior inducidos por la biopsia (igual que sucede en medicina
humana). Los signos suelen aparecer de manera aguda y habitualmente puden resolverse en

3-14 dias™®.

Aunque el diagndstico definitivo antemortem del tipo de encefalitis es importante para poder
descartar otras patologias e intentar emitir un prondstico, no se realiza de rutina. Los

principales motivos son®:
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e Esuna prueba invasiva con complicaciones intra y postoperatorias.

e Muchas lesiones no son accesibles para toma de biopsias.

e Las biopsias pueden no ser reflejo exacto de la enfermedad en todas las regiones de la
misma lesion.

e Los medios y material necesarios para realizar estas biopsias minimamente invasivas
no estan a disposicion de la mayoria de los centros veterinarios.

e Eldesembolso econdmico por parte del propietario es muy elevado.

Como es muy complicado establecer con certeza el diagndstico in vivo de cada una de las
MOD vy, teniendo en cuenta que su naturaleza es extremadamente heterogénea y que es muy
dificil establecer criterios comunes para clasificarlas, se considera que la terminologia correcta
debe ser el genérico MOD, salvo que haya confirmacion histopatoldgica que permita
diagnosticar el subtipo especifico. El diagndstico presuntivo de MOD se realiza en base a las
caracteristicas del paciente, los hallazgos de la exploracion neuroldgica, RM o TC y el analisis
de LCR, siendo premisa haber descartado previamente los agentes infecciosos endémicos de

la zona que pueden originar encefalitis infecciosas™.

Sin embargo, ninguna de las caracteristicas de los pacientes ni los resultados de las pruebas

realizadas permiten establecer un diagnostico definitivo de cada una de los tipos de MOD.

Granger et al. en el afio 2010 realizaron un meta-analisis para elaborar una guia de diagndstico
presuntivo de MOD en ausencia de diagndstico histopatologico. Este meta-analisis incluye
una revision sistematica de 457 casos publicados entre 1982 y 2008 con diagndstico definitivo
de MEG en 244 casos, de MEN + LEN en 138 casos y diagndstico presuntivo de MOD en 59
perros. El objetivo fue separar subpoblaciones de perros con meningoencefalitis no infecciosa
en funcion de las caracteristicas clinicas solamente (con y sin diagnostico histopatoldgico)

para tratar de definir categorias homogéneas.
Los criterios de inclusion fueron:

1) Sino existe confirmacidn histopatoldgica deben poseer un registro de signos clinicos,
neurolocalizacion mediante examen neuroldgico, analisis de LCR y hallazgos de RM o
TCy poseer test negativos para enfermedades infecciosas.

2) Si existe confirmacion histopatoldgica, tener, al menos, una de las categorias
previamente descritas (signos clinicos, neurolocalizacion mediante examen

neuroldgico, anélisis de LCR y hallazgos de RM o TC).
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Las principales conclusiones fueron®:

Razas: en general, las MOD afectan con mas frecuencia a las razas pequeias.

o Las MOD se describieron en: Chihuahua, West highland white terrier y
Dachshund. Sin embargo, existen casos aislados en razas de gran tamafo
como Labrador retriever, Boxer y Basset hound.

o La MEG afecto, en orden de mayor a menor frecuencia, a Caniche miniatura,
Maltés, Dachshund, West highland white terrier y Chihuahua.

o Las MENy LEN se identificaron en Pug, Yorkshire terrier, Maltés, Chihuahua
y Shih tzu.

Edad: aunque afectan a animales de mediana edad, se hallaron diferencias
significativas en la distribucion por edad de los perros enfermos. Las MEN y LEN
afectaron predominantemente a animales menores de 4 afos (edad media: 18
meses), mientras que las MEG se diagnostican en pacientes con edades superiores,

entre los 4 y 8 afos de edad.

Sexo: no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el indice macho:

hembra.

Neurolocalizacion: los casos de MEG presentan por igual signos supratentoriales,
troncales o multifocales; solo el 8% de los pacientes manifiestan signos sugerentes de
mielopatia. En las MEN y LEN predominan los signos supratentoriales (77%), mientras
que los signos multifocales y de tronco encefalico son infrecuentes (14 y 8%,
respectivamente). Los perros sin confirmacion histopatoldgica presentan un mayor
porcentaje de signos multifocales (40%) y, menos comunmente, so6lo signos

supratentoriales (18%).

Andlisis de LCR: los resultados del analisis del LCR son extremadamente variables y
sefialan muy pocas diferencias entre los 3 subtipos. Como se ha indicado previamente,
la probabilidad de que el analisis del LCR sea normal en las MOD es del 22%. Los
valores promedios de concentracion de proteinas son semejantes, con un rango de 54

a 7o mg/dl.
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e Diagndstico por imagen: las secuencias de RM mas Utiles para tratar de diferenciar los
subtipos son las T2. La RM tiene una sensibilidad menor 60% en las MEG y en MOD,
debido a que no es capaz de identificar todas las lesiones. Los hallazgos mas
frecuentes encontrados son lesiones hiperintensas en secuencia T2 (93%) y realce
variable en T1 post-contraste (69%). La sensibilidad resulta mucho mas alta para las
MEN vy las LEN en las que los hallazgos mas usuales son lesiones corticales quisticas

multifocales y asimétricas, hipointensas en secuencia T1 e hiperintensas en T2.

e Indicadores prondstico: son muy variables entre los articulos incluidos en el meta-
analisis. Algunos autores sugieren que los pacientes que presentan signos focales
sobreviven mas que los que tienen signos multifocales o focales de tronco encefalico,
pero no todos coinciden en esta afirmacion. El indicador pronostico negativo comun
en la mayoria de los articulos consultados en este meta-analisis es la presencia de

convulsiones y, sobre todo, estatus epiléptico.

e Causas de muerte: en el caso de la MEG, el 15% de los pacientes fallecen antes de
iniciar el tratamiento. Se observa un marcado cambio en el patron de mortalidad a
partir del afio 1992. Previo a este afo, el 88% de los perros eran eutanasiados vy el
resto fallecia espontaneamente. A partir del afio 1992, el porcentaje de eutanasia
descendid al 70%, posiblemente derivado del mayor conocimiento de las MOD y de

que se instauran tratamientos mas agresivos y eficaces.

Las conclusiones derivadas de este estudio constituyen una guia para el estudio de MOD en

ausencia de confirmacion histopatoldgica, que describe®:

1. Los casos de MOD deberian diagnosticarse en pacientes mayores de 6 meses con
evidencia de enfermedad de SNC demostrada por:
a. Sospecha de lesiones multifocales o difusas en la exploracion neuroldgica y
lesiones hiperintensas aisladas o difusas intra-axiales en secuencias T2 en RM.
b. O por la sospecha de una lesion focal en la exploracion neuroldgica y lesiones
multiples o difusas intra-axiales en secuencias T2 en RM.
2. EILCR debe ser hipercelular con un porcentaje de mononucleares > 50% (monocitos y
linfocitos).

3. Lasenfermedades infecciosas tienen que haber sido descartadas.
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4. Los perros con LCR con predominio de neutrdfilos o eosinofilos deberian ser
excluidos.

5. Los perros con sospecha de MOD solo con afectacion medular deberian ser excluidos.
En el momento de publicacion de este meta-analisis, no existian los datos suficientes
para poder atribuir signos eclusivos medulares a una MOD en vez de a otras causas de
mielopatias.

6. Los perros de razas Pugs, Yorshire terrier, Bichdn maltes, Shih-tzu y Chihuahuas con
RM con lesiones quisticas multifocales asimétricas, hipointensas en T1 deberian ser
excluidos (forma cronica de MEN).

7. Pugs con convulsiones y RM que mostraron regiones de hiperintensidad en T2 y
pérdida de la demarcacidn entre sustancia gris y blanca compatibles con edema en
ambas sustancia deberian ser excluidos (casos agudos de MEN).

8. Casos de neuritis Optica sin ningun otro tipo de déficit neuroldgico y analisis de LCR y

RM normal también deberian ser excluidos.

3.3.2.5.7 Tratamiento de las MOD

No se han realizado hasta el momento estudios con la extension temporal y la cantidad de

animales suficientes como para recomendar un tratamiento gold-standar para las MOD.

Antes de instaurar un tratamiento especifico, debe estabilizarse al paciente, si procede,
mediante administracion de oxigeno, fluidos cristaloides o coloides para mantener la presion
de perfusion cerebral y controlar la hipotension, asi como emplear terapia osmatica (manitol,
suero hipertonico salino) en casos de aumento de PIC. Si el paciente presenta convulsiones

deben ser tratadas™®>.

La inmunosupresion es la base del tratamiento de las MOD, a pesar de no estar claros los
mecanismos fisiopatoldogicos ni las causas desencadenantes. El objetivo de la
inmunosupresion en enfermedades autoinmunes es inducir la remision del proceso, al inhibir
la inflamacion o modular la funcion de los linfocitos, con los minimos efectos secundarios

posibles*®,

Tradicionalmente, el tratamiento de las MOD se ha basado en la utilizacion de
glucocorticoides (prednisona/prednisolona, fundamentalmente) en el rango comprendido

entre dosis antiinflamatorias (prednisona, o,5-1 mg/kg/dia) y dosis inmunosupresoras
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(prednisona, 2-4 mg/kg/dia)*®*. La dosificacion (extrapolada del tratamiento de cualquier
enfermedad autoinmune) es similar en todos los articulos, pero la duracion del tratamiento
varia de unos a otros (su posologia, efectos secundarios y tiempo medio de supervivencia se

resumen en la Tabla g).

El éxito y los tiempos de supervivencia descritos son muy variables y dependen mucho de la
gravedad del cuadro clinico en el momento de inicio del tratamiento. El tiempo de
supervivencia media en los perros tratados solamente con prednisona varia notablemente en
funcidn del estudio, con un rango de 28 a 357 dias. En general la supervivencia media descrita
en la mayoria de los estudios que combinan corticoides con otro protocolo inmunosupresor es
notablemente mayor, alcanzando los 240-590 dias. Esta esperanza de vida es similar,

independientemente del protocolo combinado usado®.

En protocolos combinados, los glucocorticoides se pueden asociar a los siguientes farmacos:

(sus posologias, efectos secundarios y tiempo medio de supervivencia se resumen en la Tabla

5)

e Ciclosporina: es un polipéptido lipofilico, usado primariamente para inhibir el rechazo

de drganos post-trasplante™®.

La esperanza de vida media en este protocolo
combinado oscila entre 240-930 dias en funcion del articulo. En un estudio en 3 perros,
los signos clinicos en dos de ellos, con diagnostico presuntivo de MEG diseminada,
fueron controlados durante mas de 360 dias*®>.Otro estudio que combind prednisona,
ciclosporina y ketoconazol se asocid a un tiempo medio de supervivencia de g30 dias.
El ketoconazol, en esos casos, se utilizd para disminuir la depuracion renal de

ciclosporina por su efecto en la inhibicion del sistema hepatico microsomal citocromo

P450186.

e Arabinosido de citosina: agente antineopldsico que atraviesa la BHE e impide la
sintesis de ADN por inhibicion de la ADN polimerasa durante la fase S del ciclo celular.
Sus mayores ventajas respecto a otros farmacos inmunosupresores son su escasa
toxicidad, su bajo coste y que no requiere una administracion diaria (inicialmente cada
3 semanas)™¥. El arabindsido de citosina se puede administrar via intravenosa o
subcutanea. El beneficio del uso de una u otra via depende del articulo consultado. El
uso subcutdneo esta mas extendido por su comodidad y avalado por estudios que

demuestran que esta via produce una absorcidn lenta y prolongada del farmaco, la
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cual es necesaria para maximizar sus efectos en la rapida division celular. Sin
embargo, los datos farmacocinéticos revelan una rapida absorcion y descenso en su
concentracion plasmatica via subcutanea, mientras que su empleo intravenoso
mantiene las concentraciones plasmaticas citotéxicas estables mas tiempo™®**®. Sélo
se ha descrito un caso de efectos secundarios severos en un Yorkshire terrier que
sufrio una insuficiencia respiratoria aguda durante la administracion del cuarto ciclo
de administracion de citarabina intravenosa resultando en la eutanasia humanitaria

del paciente™®.La esperanza media de vida con este protocolo varia de 335-531 dias.

Procarbacina: potente agente alquilante liposoluble antineoplasico que atraviesa la
BHE. Se desconoce el mecanismo exacto de su citotoxicidad, pero se supone que
altera principalmente la sintesis de proteinas, ADN y ARN. Sus efectos adversos son
frecuentes y pueden ser severos, por lo que no se considera que este protocolo sea
beneficioso, ya que no prolonga significativamente el tiempo de supervivencia (425

dias)™".

Leflunomida: farmaco inmunomodulador que inhibe la proliferacion autoinmune de
los linfocitos T asi como la produccion de anticuerpos de los linfocitos B. Los efectos
secundarios son poco fecuentes™. Ha sido utilizada en 3 perros con lesiones
cerebrales inflamatorias o malacicas, después de obtener la resolucion parcial o
completa de signos clinicos utilizando glucocorticoides. Los 3 pacientes sobrevivieron

mas de 12 meses después de haber comenzado el tratamiento combinado™.

Micofenolato de mofetilo: profarmaco que inhibe de manera no competitiva, pero
reversible, la inosina monofosfato dehidrogenasa, que limita la velocidad de la sintesis
de novo del nucledtido guanosina. Los efectos adversos gastrointestinales son
frecuentes™. El tiempo de supervivencia medio varia de 118-250 dias. Su
presentacion intravenosa es una muy buena opcion en casos de alteraciones
neuroldgicas severas y del estado mental en las que la via oral no es una opcién

viable™**%
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Azatioprina: antagoniza el metabolismo de las purinas al inhibir la sintesis de ARN,
ADN y la mitosis. La respuesta clinica requiere hasta 6 semanas, por lo que no es una
opcion inicial en perros con grave compromiso neuroldgico. Se ha asociado a un

tiempo medio de supervivencia de 1834 dias™®.

Lomustina (CCNU): es un farmaco antineoplasico con potentes propiedades
inmunosupresoras que atraviesa facilmente la BHE y alquila tanto el ADN como el
ARN. Los efectos secundarios son frecuentes'. Dos referencias han mostrado una
mayor tasa de supervivencia cuando se combina con prednisona (287 dias)*¥”*%. Sin
embargo, en un articulo reciente, tanto la eficacia de la prednisona en monoterapia
como en combinacion con la CCNU era similar’®®. Son necesarios mas estudios para

evaluar adecuadamente su uso.

Ciclofosfamida + Vincristina: combinados con la prednisona constituyen el protocolo
COP (usado en oncologia). Hay escasas referencias sobre su empleo en MOD, sin que
se haya demostrado que su empleo mejore los resultados de la prednisona en
monoterapia (198 dias); ademas, no es concluyente si con este protocolo la esperanza
de vida es mayor que sélo con prednisona. No obstante, son necesarios mas

estudios®®.

Radioterapia: su empleo se basa en las cualidades aparentemente neoplasicas de los
tipos celulares encontrados en las lesiones de las MOD***. Inicialmente se us6 como

|201

terapia adyuvante en casos de MEG focal***. Recientemente se ha descrito su uso

202

también en formas multifocales®®. En este Ultimo estudio se irradiaron 3 perros con
lesiones focales y 3 con la forma multifocal; todos los pacientes se trataron
conjuntamente con prednisona. No se observaron efectos adversos destacables. La
esperanza media de vida fue de 476 dias. Las principales limitaciones de esta técnica
son el elevado coste econdmico y la necesidad de anestesia general para poder
irradiar al pacientes (en este estudio 14 sesiones). Son necesarios mas estudios (a
largo plazo y con mayor cantidad de animales) acerca del uso de la radioterapia y su

combinacion con otros farmacos a fin de determinar el protocolo optimo de

tratamiento.
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= Células madre: son conocidos sus efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios.
En un estudio reciente emplearon células madre mesenquimales autdlogas en 8
perros con MOD con lesiones multifocales en los cuales los tratamientos previos no
habian sido eficaces o mostraron efectos adversos severos. En tres de ellos se
administraron células madre conjuntamente intratecales e intraarteriales (arteria
carotida derecha), en otros 4 se administraron intratecales e intravenosas, el Ultimo
perro se tratd dos veces con un intervalo de 13 meses (primero intratecal+intravenoso
y después intratecal+intraarterial). En todos los perros se mantuvo el corticoide. En el
grupo intratrecal+intraarterial, la mejoria de los signos clinicos (especialmente la
hiperestesia cervical) se observo a los 5 dias, mientras que en el otro grupo se detecto
a los 15. Solo un perro mostro hipertermia sin relevancia clinica a las 24 h de la
administracion. La esperanza media de vida fue de 705 dias. Aunque los resultados de

este estudio preliminar son esperanzadores, son necesarias mas investigaciones**.

La eleccion de uno u otro protocolo depende de numerosos factores (alguno de ellos no

puramente clinicos):

e Centro de trabajo: cada equipo de trabajo en cada centro suele tener unos protocolos
establecidos de tratamiento con los que estd adaptado a trabajar.

e Disponibilidad de los farmacos.

e Factores econdmicos: aunque la mayoria de las razas afectadas son de raza
pequeiia/media, algunos de los farmacos empleados suponen un gran desembolso
economico que limita su uso.

e Efectos secundarios esperados.

e Presencia de patologias concomitantes.

e Gravedad de los signos clinicos: p.ej, en un paciente en coma los protocolos via oral no
son viables; la azatioprina tarda en ser efectiva 7-14 dias demorando una respuesta

precoz si es necesaria.

En general, las combinaciones mas frecuentemente empleadas en el tratamiento de las MOD
son prednisona con ciclosporina o arabinodsido de citosina o azatioprina, puesto que son
farmacos faciles de conseguir y de administrar, con pocos efectos secundarios, econdmicos

(excepto la ciclosporina) y con buena tasa de supervivencia media.
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Tabla 5. Farmacos empleados en el tratamiento de la MOD. Posologia, efectos secundarios y tiempo

medio de supervivencia.

Farmaco Dosificacion Efectos secundarios TMS (d)

Arabindsido de citosina 50 mg/m®/212h SC 2 dias conscutivos SC o
200,204-209 100- 200 mg/m” en CRI en 8 horas Infrecuentes. Mielosupresion,
Se realizan 4 ciclos cada 3 semanas y anafilaxia, hepatotoxicidad, 335-531
posteriormente se espacian una semana alteraciones gastrointestinales,
cada ronda de ciclos hasta un maximo de pérdida de pelo.
intervalo de 6-8 sem.

=  Dosis de urgencia: CRI 400-600

mg/m2
Frecuentes: mielosupresion (anemia,
trombocitopenia), pérdida de pelo,
Azatioprina 2 mg/kg/24h PO 2 sem, posteriormente signos gastrointestinales, 1834
196 2 mg/kg/48h indefinido hepatotoxicidad.
Infrecuentes: diabetes mellitus,
queratoconjuntivitis seca,
pancreatitis, carcinogénesis
(demostrada en humanos)
Células madre Infrecuentes 705
203
Ciclofosfamida * Ciclofosfamida (PO): 50 mg/m?/48h 8 sem;  Frecuentes: signos gastrointestinales, 198
+ vincrista + prednisona  1Uego semanas alternas mielosupresion, cistitis hemorragica
(protocolo COP) * Vincristina (IV): 0,5 mg/m’*/7 dias 8 sem;
200 luego cada 14 dias
* Prednisona (PO): 40 mg/m?*/24h 7 dias;
20 mg/m’/48h 7 sem; 20mg/m’/48h sem
alternas
Ciclosporina 3-15 mg/kg/22h PO Poco frecuentes. Signos
185,186,196,210,211 Uso conjunto con ketoconazol (8mg/kg/24h PO): 5—  gastrointestinales leves asociados al 240-930
12 mg/kg/24h PO. momento de ingestion, hiperplasia
Niveles terapéutics: 200- 400 ng/ml gingival, infecciones oportunistas,

hepatotoxicidad, hiperglucemia,
desodrdenes linfoproliferativos,

complicaciones tromboembdlicas

PO: via oral; SC: subcutaneo; CRI: infusion aritmo constante; IV: intravenoso; TMS: tiempo medio de supervivencia (dias).
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Tabla 5 cont. Farmacos empleados en el tratamiento de la MOD. Posologia, efectos secundarios y

tiempo medio de supervivencia.

Farmaco Dosificacion Efectos secundarios TMS (d)
Leflunomida 2,5-3,5 mg/kg/24h PO de 1- 6 sem Poco frecuentes. Anorexia, letargia, 365
193 Niveles terapéuticos: 20- 40 pg/ml anemia moderada, hematemesis y

melena.
Lomustina Frecuentes: mielosupresion 287
197-199 60 mg/m2 PO cada 6 sem (neutropenia), vomitos, diarrea,
hepatotoxicidad.
Micofenolato 10-20 mg/kg/12h PO 1 mes (5 mg/kg/12h PO
de mofetilo si efectos adversos). Frecuentes: Vomitos, diarrea 118-250
194,195 Posteriormente 5-10 mg/kg/12h (frecuentes) letargia, pérdida de peso,
Posibilidad de administracion IV. linfopenia
Prednisona Inicio: 1-2 mg/kg/12h PO 3-4 sem. Frecuentes. Hiperadrenocorticismo
101,208 Posteriormente reduccion: iatrogénico (poliuria, polidipsia, 28-357
=  0,5-1mg/kg/12h PO 6 sem polifagia, incremento de peso y jadeo
0,25-0,5 mg/kg/12h PO 3-6 sem frecuentes), diabetes mellitus,
= 0,25- 0,5 mg/kg/24h PO 3-6 sem hepatopatia esteoroidea, atrofia
= 0,25 mg/kg/48h PO 3-6 sem muscular, retraso cicatrizacion,

0,25mg/kg/ 72h PO indefinidamente o infecciones oportunistas (orina),
reducir hasta la minima dosis efectiva o cambios de comportamiento,
suspender en funcion de los hallazgos de  vomitos, diarrea, ulceracion gastrica.

RMNy LCR en los controles.

Frecuentes. Mielosupresion

Procarbacina (trombocitopenia y neutropenia),

192 25-50 mg/m’/24h PO nauseas, vomitos, gastroenteritis 425
hemorragica, hepatotoxicidad,
neurotoxicidad (parestesia,

neuropatia, coma)

Radioterapia No descritos 476

201,202

PO: via oral; SC: subcutaneo; CRI: infusion aritmo constante; IV: intravenoso; TMS: tiempo medio de supervivencia (dias).
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3.3.2.5.8 Prondstico en las MOD

En medicina, el prondstico de una enfermedad es el conjunto de datos que posee la ciencia
médica sobre la probabilidad de que ocurran determinadas situaciones en el transcurso del
tiempo o historia natural de la enfermedad, basada en el conocimiento de las regularidades

del curso de los procesos patoldgicos™.

Es importante diferenciar entre factores pronostico y factores predictivos puesto que muchas
veces se confunden. Los factores prondsticos se pueden definir como una caracteristica
clinica o bioldgica de la enfermedad que correlaciona la supervivencia global o el tiempo libre
de enfermedad, e informan de la evolucion, idealmente, en ausencia de tratamiento. Los
factores prondsticos no proporcionan informacion del posible beneficio terapéutico de un

paciente ante un tratamiento determinado.

Los factores predictivos se definen como una caracteristica clinica o bioldgica de las células
afectadas que se correlaciona con la respuesta a un determinado tratamiento y proporciona
informacion acerca de la eficacia del mismo, sin importar la evolucion clinica de la

enfermedad.

Un factor pronostico adecuado es aquel que permite seleccionar qué pacientes no precisan
tratamiento debido a un prondstico favorable, mientras que un factor predictivo adecuado es
aquel que identifica, entre los pacientes que precisan tratamiento, cudles responderan mejor

al mismo?®s.

En el caso de las MOD los escasos estudios que incluyen factores prondstico aportan

informacion contradictoria. Posiblemente esto sea debido a:

v Heterogenicidad de la enfermedad.

v' Tamafo muestral habitualmente pequefio.

v Ausencia de un diagndstico exacto en la mayoria de los casos por la limitacion que
supone la confirmacion histopatoldgica de los distintos subtipos. Muchos trabajos
presentan resultados sesgados hacia mal prondstico, ya que el diagnostico exacto
antemortem es infrecuente y la confirmacion solo se consigue en los pacientes que
fallecen y en los que se consigue un diagnostico definitivo post mortem. Por otro lado,
no se puede descartar que si un paciente fallece y no hay confirmacion

histopatoldgica de la enfermedad no esté incluido en los estudios. También hay que
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tener en cuenta el sesgo contrario: al haber sélo confirmacion histopatoldgica de la
enfermedad en los fallecidos, es posible que algunos de los pacientes incluidos en los
estudios como posible MOD sin confirmacion histopatoldgica, realmente no lo sean.
v" Variabilidad de los tratamientos.
v’ Falta de grupo control sin tratamiento en los estudios: el hecho de no administrar
tratamiento a los pacientes con sospecha de MOD no es posible desde el punto de

vista ético, ya que no tratarlos supone riesgo de muerte evidente.

Por todo lo expuesto, los indicadores prondstico y los efectos del tratamiento en las MOD no
estan bien caracterizados. Se exponen, por orden cronoldgico hasta la fecha, los articulos
publicados que reflejan, de alguna forma, factores prondstico y/o predictivos en perros con

MOD:

e 1998 MunAana & Luttgen. Fue el primer estudio sobre factores prondsticos. Se
analizaron 42 casos diagnosticados y tratados de MEG entre los afios 1982-1996. Los
tiempos de supervivencia oscilaban de 1 a >12a5 dias. Los pacientes con la forma
multifocal presentaron una supervivencia muy baja (media de 8 dias). Los pacientes
que sobrevivieron mas tiempo (114 dias de media) presentaban signos clinicos focales,
neurolocalizacion focal y en tratamiento con radioterapia, por lo que concluyeron que
estos tres hallazgos eran los Unicos a considerar como factores prondsticos

positivos®.

e 1999. Bateman & Parent. Publicaron un articulo que analizaba los hallazgos clinicos,
tratamiento y el prondstico en 156 pacientes en estatus epiléptico o crisis en racha,
concluyendo que en los pacientes en los que la etiologia era MEG el prondstico era

peor®*.

e 2006. Von Praud et al. Describieron los hallazgos clinicos, de analisis de LCR, RM e
histopatoldgicos en dos Yorkshire terrier con LEN y determinaron que la captacion de

contraste no es indicador prondstico™.

e 2007. Coates et al. Estudiaron la procarbazina como terapia coadyuvante en 21 perros
con sospecha de MEG, y concluyeron que la combinacion de procarbazina con

prednisona mejora la supervivencia a largo plazo comparandolo con los pacientes
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tratados solo con glucocorticoides. Ademas, observaron que los pacientes con
alteracion del estado mental y convulsiones tenian peor prondstico y que los
pacientes no tratados fallecian antes (hallazgos similares a los encontrados en el
estudios de Bateman & Parent); sin embargo, en contraposicion al estudio de Munana
& Luttgen, no encontraron una mayor supervivencia en lesiones focales
prosencefalicas. En este estudio ni la concentracion de proteinas ni el RTCN en el LCR

constituyeron factores pronostico que influyeran en el tiempo de supervivencia®®.

2008. Levine et al. Realizaron un estudio epidemioldgico en 60 Pugs con MEN. Sélo la
administracion de medicacion antiepiléptica (y no la administracion de farmacos
inmunosupresores) proporciond un mayor tiempo de supervivencia. Este hecho
posiblemente sea debido a la actividad neuroprotectora de estos farmacos y, sobre
todo, al hecho de que los propietarios, al observar una mayor la calidad de vida en los
perros tratados (por la disminucion en la frecuencia de las crisis), fueron
postponiendo la decision de eutanasia. Los autores exponen que puede existir un
“falso mal prondstico” en perros que presentan convulsiones y los propietarios

deciden realizar la eutanasia humanitaria sin iniciar ninguna terapia™*.

2008. Meanut el al. Estudiaron la combinacion de glucocorticoides con arabindsido de
citosina en el tratamiento de 11 pacientes con MOD y concluyeron que este protocolo

incrementa el tiempo de supervivencia®®.

2009. Smith et al. Compararon dos protocolos de tratamiento en 19 perros con MOD:
COP en 10 pacientes y glucocorticoides + arabindsido de citosina en 9. Observaron
que los pacientes que superan el primer mes generalmente sobreviven, al menos, un
ano y que los animales que sobreviven mas de un ano suelen prolongarlo hasta 2-3
anos. Por tanto, concluyeron que los animales que sobreviven el primer mes podrian

tener una mayor esperanza de vida a largo plazo™”.
2009. Young et al. Estudiaron los hallazgos caracteristicos de RM en 8o Pugs con MEN.

Corroboraron, al igual que el estudio de Von Praud et al., que la captacion de contraste

no es indicador prondstico™*.
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2010. Granger et al. Este meta-analisis reveld que el 15% de los pacientes fallecen
antes de iniciar el tratamiento y que el indicador pronostico negativo comun en la
mayoria de los articulos era la presencia de convulsiones y, sobre todo, el estatus

epiléptico®.

2013. Lowrie et al. Realizaron un estudio retrospectivo en 39 casos con MOD tratados
con glucocorticoides y arabindsido de citosina y analizaron los hallazgos de RM y
analisis de LCR como marcadores pronostico en mortalidad, recaida y resultados a
largo plazo. El diagnostico presuntivo de los pacientes con MOD se realizé siguiendo
la guia de Granger et al. y se excluyeron animales previamente tratados con
glucocorticoides. Se descartaron las enfermedades infecciosas endémicas vy
Neosporosis mediante serologia en todos los pacientes. Las RM y extraccion de LCR
se efectuaron en el momento del diagnostico y a los 3 meses post tratamiento;
cuando fue posible repitieron estas pruebas diagndsticas a los 12 meses. El analisis de
LCR se clasifico en normal o alterado. Los hallazgos de RM a estudio fueron la

presencia o no de:

= captacidn de contraste

= pérdida de surcos cerebrales

= herniacion a través de foramen magno
= herniacion transtentorial

= |esiones focales o multifocales

= efectomasa

= compromiso de la fosa rostral

= compromiso de la fosa caudal

Los resultados obtenidos fueron:

v’ El efecto masa estaba asociado con una mayor mortalidad.

v La pérdida de surcos cerebrales y la herniacion a través de foramen magno
incrementaban el riesgo relativo de muerte (2.7y 4.6, respectivamente) en los
primeros tres meses del diagndstico.

v" Los dos hallazgos anteriores se relacionaron con un peor prondstico en

pacientes que, ademas, presentaban aumento de PIC.
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v No encontraron un peor prondstico asociado a captacion de contraste (igual
que Von Praud et al., y Young et al.).

v Los resultados respecto a la presencia de lesiones focales vs multifocales no
fueron significativos.

v No encontraron mejor prondstico en pacientes con ausencia de convulsiones
(a diferencia de los estudios de Bateman & Parent y Coates et al.) ni con signos
focales (en contraposicion a MuAana & Luttgen).

v Los pacientes que sobrevivieron los tres primeros meses presentaron mejor
pronostico y mayor esperanza de vida (aunque con resultados de variables).
Este hallazgo es similar al encontrado por Smith et al.

v La ausencia de alteraciones en RMN y la presencia de LCR anormal a los tres
meses post-tratamiento estan asociados a una mayor incidencia de recaida.

v' La discontinuidad del tratamiento sin estar resueltas las lesiones observadas
en RM siempre conduce a una recaida de la enfermedad.

v' Los pacientes con alteraciones en RM y LCR presentaron un peor

prondstico®*.

2015. Zarfoss et al. Estudiaron la combinacion de glucocorticoides y arabindsido de
citosina en 10 pacientes con MOD. Sus resultados sugieren que las alteraciones en el

LCR no son indicadoras de prondstico ni reflejan la progresion de la enfermedad®®.

2016. Cornelis® et al. Analizaron la presentacién, hallazgos diagndsticos y
supervivencia a largo plazo en perros de raza grande con MOD y los compararon con
los encontrados en razas pequefias/medianas. Incluyen un total de 111 pacientes (de
los cuales solo 6 tenian confirmacion histopatoldgica MOD), 28 de raza grande (> 15
kg) y 83 de raza pequeiia/ mediana (< 15 kg), tratados con glucocorticoides =
arabindsido de citosina (80% de los casos en razas pequeias, 18% en grandes). No se
descarto enfermedad infecciosa en el 30% de los pacientes. Las variables a estudio

fueron:
o Resefa: edad, sexo.

o Duracién de los signos clinicos antes del diagndstico.

o Signos clinicos: presencia de ataques o estatus epiléptico.
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o Neurolocalizacion: encéfalo, tronco encefalico, vestibular central, alteracion
estado mental.

o Analitica sanguinea: recuento de glébulos blancos, neutrdfilos, linfocitos.

o Gasometria venosa: lactato

o Analisis de LCR: RTCN, proteinas totales.

o Hallazgos de RM: lesiones focales, lesiones multifocales, lesiones difusas,
lesiones en cerebro, lesiones en tronco encefalico, lesiones cerebelares,
efecto masa, herniacion cerebral, herniacion transtentorial caudal, herniacidn
foramen magno, desplazamiento de la linea media, pérdida de surcos y giros

cerebrales.

Los resultados obtenidos mostraron que los perros de raza grande tienen mas
predisposicion a padecer alteracion del estado mental, aunque no existen diferencias
significativas en el tiempo medio de supervivencia entre ambos grupos (281 dias en
razas pequefas vs 106 dias en grandes) y conlcuyen que, en ambos casos, el

215

prondstico es reservado

2016. Cornelis” et al. Este grupo de trabajo volvié a analizar los factores prondsticos en
116 perros con MOD, pero restringidos a una semana de supervivencia después del
diagndstico. Los criterios de inclusion de este estudio difieren de los convencionales
puesto que no incluia el descarte de enfermedades infecciosas. Se excluyeron del
estudio los pacientes con analisis de LCR y/o hallazgos de RM normales. Los
protocolos de tratamiento no estaban estandarizados y algunos pacientes recibieron
medicacion adicional como manitol o farmacos antiepilépticos; muchos pacientes ya
habian recibido tratamiento previo al diagndstico.

Incluyeron las mismas variables que en el anterior estudio y sumaron en cada una de

ellas:

o Resena: peso corporal.

o Neurolocalizacion: estupor.

o Analitica sanguinea: linfopenia.

o Gasometria venosa: glucosa.

o Analisis de LCR: no realizado por incremento de PIC, porcentaje de linfocitos,
porcentaje de neutrofilos, porcentaje monocitos/macrofagos.

o Hallazgos de RM: realce meningeo post-contraste, realce en parénquima.
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Y analizaron nuevas variables:

o Tratamiento previo con glucocorticoides antes del diagndstico.

o Tratamiento: dexametasona, prednisolona, arabindsido de citosina
(intrevenoso vs subcutaneo) y manitol.

o Mejoria después del tratamiento.

o Tiempo de demora (horas) desde el diagndstico hasta el inicio del tratamiento

con corticoides.

En el analisis univariable se observé que las variables asociadas a un peor pronostico
eran: peso corporal alto, signos clinicos recientes previos al diagndstico, disminucion
del estado mental, presencia de convulsiones o estatus epiléptico, incremento de las
concentraciones sanguineas de lactato en gasometria venosa, incremento en el RTCN
en el LCR, mayor porcentaje de neutrofilos en LCR, administracion de dexametasona
intravenosa y no administracion de arabindsido de citosina (con peores resultados si

se administraba de forma intravenosa).

Sin embargo, en el analisis de multivariables, solo se identificaron 3 variables
significativamente relacionadas con peor prondstico: disminucion del estado mental
en el momento del diagndstico (coincidiendo con Coates et al.), presencia de ataques
(como Bateman & Parent y Coates et al.) y aumento en el porcentaje de neutrdfilos en
el analisis de LCR (opuesto a lo descrito por Zarfoss et al. y Coates et al.). También
concluyeron que, a pesar de iniciar el tratamiento precozmente, alrededor del 25% de

los pacientes fallecian en la primera semana después del diagndstico®®.

e 2016. Oliphant et al. Realizaron un estudio retrospectivo de cohorte en 52 perros con
sospecha de MOD valorando la supervivencia en funciéon del desplazamiento de la
linea media en la RM. Sus resultados mostraron que desplazamientos de la linea
media de 0,04-0,3 cm no estan asociados con una menor supervivencia. Encontraron
una tendencia a una menor supervivencia en los perros con recuentos celulares
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elevados en LCR*".

Los distintos estudios relacionados con factores prondsticos se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resumen de los principales estudios relacionados con factores pronosticos

= = >5 Y5 8 =5 § S G 3 NS S8 SF¥ §°F
Convulsiones- estatus epiléptico v v v X X v
Alteracién estado mental v v v
Signos multifocales v X X X X
RM: efecto masa- desviacion linea media v X X X
RM: pérdida surcos cerebrales v X X
S 9 | RM: captacién contraste X X X X X
g g RM: herniacién foramen magno v X X
g £ | RM: aumento PIC X v X X
LCR anormal (aumento de RTCN) X X X N 4 4
LCR incremento neutrofilos X v
LCR: aumento de proteinas X X X X
LCR anormal 3 meses post tratamiento 4
No tratamiento v v v
o Supervivencia > 1-3 meses v v
Q2 0 - - -
% 2 | Tratamiento radioterapia 4
.g g‘_ Tratamiento GCC+ CIT v v v v v v
o Tratamiento anticonvulsisivante v

RM: resonancia magnética; PIC: presién intracraneal; LCR: liquido cefalorraquideo; RTCN: recuento total de células nucleadas; GCC: glucocorticoides; CIT: arabindsido de citosina; ¥ :presencia; x: ausencia.
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Como se puede observar en la Tabla 6, sélo los estudios de Cornelis et al., engloban la mayoria
de los parametros evaluados en el resto de los articulos. Esta ausencia de criterios uniformes
en la evaluacidon de los pacientes, unido a la falta de estandarizacidon del protocolo de
tratamiento, constituye una importante limitacion para definir factores prondsticos
concluyentes. Los resultados son contradictorios y solo parece haber una cierta uniformidad
en considerar que la alteracion del estado mental y la ausencia de tratamiento constituyen
factores prondsticos negativos. El resto de variables relacionadas con la supervivencia estan
supeditadas al tipo de tratamiento, observandose que es mayor en los pacientes tratados
conjuntamente con glucocorticoides y arabindsido de citosina. No obstante, este hallazgo no

puede considerarse un factor prondstico, sino como factor predictivo.

Es, por tanto, imprescindible, realizar mas estudios que clarifiquen los estudios previos. Lo
ideal seria estandarizar aun mas el protocolo diagnostico, ampliar el tamano muestral con
estudios multicéntricos, crear una escala comun validada de alteraciones neuroldgicas y
unificar los regimenes de tratamiento para conseguir el gold-standard. El estudio ideal seria un
estudio clinico prospectivo, randomizado, doble ciego con casos placebo-control. Pero, como
no es ético plantear un estudio con grupo placebo, ya que la negacién de tratamiento si esta
relacionada con un mal prondstico, seria necesario plantear otras alternativas. La realizacion
de estudios basados en biomarcadores caracteristicos de las MOD permitiria emitir un

pronostico mas objetivo y certero.
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3.4 BIOMARCADORES

3.4.1 Definicion y caracteristicas del biomarcador ideal

El término biomarcador se introdujo en 1989 en el Medical Subject Heading (MeSH) para
definir el «parametro bioldgico medible y cuantificable que sirve como indice de las
variaciones fisioldgicas o de salud, tales como el riesgo de una enfermedad, los trastornos
psiquiatricos, la exposicion ambiental y sus efectos, el diagndstico de una enfermedad, un
proceso metabdlico, la drogadiccion, el embarazo, el desarrollo de una linea celular, un
estudio epidemioldgico, etc.» (p. ej., concentracion enzimatica especifica, concentracion
hormonal especifica, distribucion fenotipica especifica de un gen en una poblacion, presencia

218

de una sustancia bioldgica)**.

En el afio 2001, un grupo de trabajo estadounidense estandarizé su definicion como «una
caracteristica que es medida y evaluada de forma objetiva como un indicador de procesos
biolégicos normales o patoldgicos, o respuestas farmacoldgicas a una intervencion

terapéutica»™.

Asimismo, se entiende por “criterio de valoracion” (endpoint) a la variable predefinida que
permite cuantificar el efecto de una intervencion. Un criterio de valoracion clinico seria una
caracteristica o variable que refleja la vivencia del paciente, su funcionamiento o su
supervivencia. Los criterios de valoracion clinicos son los mas empleados en la determinacion
de los riesgos y beneficios de las intervenciones terapéuticas en los ensayos clinicos
randomizados. Un criterio de valoracion clinico indirecto (surrogate endpoint) es un subtipo de
biomarcador que sustituye (con mayor o menor acierto) a un criterio de valoracion clinico y
permite predecir un beneficio clinico o un dafo (o su falta) sobre la base de datos cientificos

220,221

de caracter epidemioldgico, fisiopatologico, terapéutico, o de otro tipo

Existen diferentes clasificaciones de los biomarcadores; una de ellas se basa en la informacion

218,219,222 ,

que proporcionan

e De riesgo: informan sobre la predisposicion a padecer una patologia. Son importantes
para la identificacion de los individuos de una poblacion que pueden ser sensibles a
cierta dolencia. (p.ej: dimetilarginina simétrica (SDMA) en enfermedad renal crénica

en perros y gatos).
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e Diagndsticos: proporcionan informacion sobre si un paciente padece una enfermedad
o ha estado expuesto a algin tdoxico o patdgeno. (p.ej: el anticuerpo
antitransglutaminasa tisular es un biomarcador diagndstico de la enfermedad celiaca

en humana).

e Prondsticos: informan sobre la progresion de la enfermedad, es decir, si la enfermedad
mejora o empeora tras el tratamiento correspondiente (p.ej: el receptor de membrana

EphB4 es un biomarcador prondstico del cancer de colon en humana).
218,219,222

También pueden clasificarse segun su naturaleza

e Ohmicos: provienen del estudio de los genes (gendmica), de las proteinas (proteoma)

y de los metabolitos (metaboloma).

e Epigenéticos: provienen de los cambios epigenéticos que se producen en el ADN y que

tienen relacion con alguna patologia.

e Moléculas de microRNA: las moléculas de microRNA se expresan en cantidades

diferentes ya sea en células normales o cancerosas.

El biomarcador ideal debe proporcionar informacion diagndstica, prondstica y terapéutica y,

221-224 |

debe poseer, al menos, las siguientes caracteristicas quimicas, analiticas y clinicas
o Fiable, con una alta especificidad y sensibilidad.
e Facilidad de muestreo: se debe evitar, en lo posible, la recogida de muestras invasivas.

e Representatividad: los niveles del biomarcador en la muestra recogida deben ser

representativos del biomarcador en el organismo.
e Reproducible y cuantitativo.
e Sensible a los cambios de la enfermedad.
e Sedebe conocer la cinética de formacidn.
e Estabilidad.
e Eticamente aceptable.

e Econémico.
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Los biomarcadores tienen numerosas aplicaciones en la deteccion de enfermedades y la

monitorizacion del estado de salud **°:

e Herramienta diagnostica para la identificacion de pacientes con una enfermedad o
con una condicion anormal (p.ej: hiperglucemia en el diagndstico de diabetes
mellitus).

e Definicion del estadio clinico de la enfermedad (p.ej. medida del antigeno
carcinoembrionario-125 en distintas neoplasias, concentracion sanguinea del
antigeno prostatico especifico).

e Indicadores de prondstico de enfermedad.

e Uso para predecir y monitorizar la respuesta clinica a una intervenciéon (p.ej: las
concentraciones de colesterol sanguineo para la determinacion del riesgo de

enfermedad cardiaca).

Lo mas frecuente y sencillo es que el biomarcador sea un cambio medible en la concentracion
de una sustancia quimica o la simple presencia o ausencia de esa sustancia. ComUnmente se
llama biomarcador a esa sustancia quimica, aunque existen biomarcadores mas complejos,

219

como, por ejemplo, patrones moleculares de diferente indole

Para la adecuada seleccion de un biomarcador, primero se debe realizar un estudio en
profundidad de la patologia para evaluar qué parametros altera. A continuacion, se deben
seleccionar los que proporcionen la mayor informacion posible; y, por Ultimo, se procede a su
validacion. En general, la validacion consiste en relacionarle con el estado de salud del
paciente y que supere las correspondientes pruebas de calidad, de manera que se concluya

225

que se acerca a las caracteristicas idealesy que, por tanto, su analisis es viable

Existe una busqueda continua de nuevos biomarcadores que proporcionen informacion mas
completa sobre la enfermedad que los ya conocidos, o que puedan ser detectados mas
facilmente. Algunas de las enfermedades con mas incidencia en la actualidad, y en las que la
busqueda de biomarcadores ideales tiene un gran interés, son el cancer, las enfermedades

neurodegenerativas, inflamatorias y cardiovasculares.
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3.4.2 Biomarcadores en enfermedades neuroldgicas

En el dmbito de la neurologia, la busqueda de biomarcadores de riesgo y con fines prondstico
tiene una gran importancia, sobre todo en las enfermedades inflamatorias vy

neurodegenerativas. Los mas utilizados son los derivados de los metabolitos.

Los analisis sistematicos de identificacion de metabolitos se basan en la metabolomica que
representa los efectos sumatorios de diferentes procesos bioquimicos en el tiempo de
muestreo. En metaboldmica pueden emplearse numerosos tipos de muestras bioldgicas,
incluyendo fluidos como suero y plasma sanguineo, orina, LCR o saliva, asi como tejidos y
células, cada uno de los cuales posee un metaboloma caracteristico®*®. La metabolémica tiene
un papel importante en las enfermedades neuroldgicas debido a la particular “restriccion” que
hay para poder acceder de manera no invasiva al SNC. Ademas, los estudios postmortem
neuropatoldgicos presentan la limitacion de no poder conocer las caracteristicas de la

enfermedad en las fases iniciales, solo pudiendo tipificarlas en los pacientes fallecidos**.

La metaboldmica requiere metodologias reproducibles, con una elevada sensibilidad y
precision, y que permitan el analisis integral del metaboloma. Para ello, se han propuesto
numerosas plataformas analiticas, entre las que destacan la espectrometria de masas y la
resonancia magnética nuclear (RMN)***, En ambos casos, los datos obtenidos del analisis de
los metabolitos son un espectro de picos que permiten establecer una relacion entre los
niveles de metabolitos y la respuesta celular, lo que supone un poderoso medio para explorar
las consecuencias bioquimicas de la enfermedad*”. La principal ventaja de la RMN es su gran
capacidad cuantitativa. Cada metabolito tiene un pico en el espectro que posee un valor
integrable, el cual es directamente proporcional a la concentracion del metabolito, lo que
sucede en la espectrometria de masas. Sin embargo, ésta Ultima tiene una mayor sensibilidad
en la deteccion de metabolitos (picomolar comparado con micromolar), por lo que puede

detectar y analizar mas componentes.

La espectroscopia por RMN realizada a través de la determinacion del hidrogeno (*HNMR) es
una técnica no invasiva que permite determinar los protones que se encuentran en el cerebro
y LCR en condiciones normales y patoldgicas. Esto permite obtener un espectro metabdlico
del cerebro basado en que la diferencia en la composicion quimica de sus metabolitos se
refleja en una diferente frecuencia de resonancia. Parte de los resultados se muestran en una

gréfica de picos o espectros denominada espectrograma. Presenta dos modalidades™®:
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1) Espectroscopia “in vitro”: tiene como objetivo analizar la composicion de liquidos y
solidos.

2) Espectroscopia “in vivo": analiza la composicion de las lesiones que se detectan en
los érganos de un individuo. Todos los espectros aparecen colocados en la grafica del
espectrograma con un numero de orden invariable. Como punto cero se toma de
referencia, generalmente, el espectro del Tetra-metil-silano que nunca aparece en la

espectroscopia "in vivo" porque es una sustancia que no se encuentra en el organismo.

3.4.3 Biomarcadores en LCR

Existen diversas plataformas analiticas encargadas de caracterizar las anormalidades
metabdlicas presentes en LCR, un fluido de gran interés en el estudio de enfermedades

neuroldgicas®*®.

3.4.3.1 Lactato

El lactato es uno de los principales biomarcadores prondsticos empleado en numerosas
patologias y puede determinarse en tejidos y fluidos bioldgicos. El cerebro tiene una gran
actividad metabdlica y depende, en gran medida, del suministro eficiente de nutrientes, sobre
todo del aporte constante de glucosa y oxigeno. Las células del sistema nervioso ni almacenan
glucégeno ni realizan la gluconeogénesis. A medida que aumenta su actividad se requiere un
incremento de la energia metabdlica en las neuronas. En esta situacion, esta energia se
obtiene por medio de la oxidacion de la glucosa con la consecuente formacidn de piruvato y
lactato®*. Su produccidon puede considerarse una respuesta preventiva del organismo que
permite que persista la produccion de energia intracelular cuando el aporte de oxigeno por
parte del metabolismo aerdbico tisular es inadecuado. El aporte energético a la célula se
realiza por medio de tres procesos: glucdlisis (en el citosol), ciclo del acido citrico (Ciclo de
Krebs) y la fosforilacion oxidativa o cadena de transporte de electrones (estos dos Ultimos en
la mitocondria). El ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa requieren condiciones aerdbicas,
mientras que la glucdlisis puede producirse tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas.
La glucolisis, ademas, permite que la produccion de energia se produzca en condiciones de

relativa o absoluta hipoxia celular®®.
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La glucdlisis es el primer paso en el metabolismo de la glucosa y tiene como resultado final la
produccion de piruvato. Todas las células son capaces de realizar la glucdlisis, pero tiene una
mayor relevancia en 6rganos como el cerebro, corazén y musculo esquelético. El metabolismo
de la glucosa a piruvato origina la reduccion de la coenzima nicotinadenindinucledtido (NAD™)
a NADH vy la producciéon de 2 moléculas de adenosina trifosfato (ATP), principal fuente de

energia en los procesos celulares®".

En condiciones aerdbicas, el piruvato difunde al interior de la mitocondria y via Ciclo de Krebs
y fosforilacion oxidativa se originan 36 moléculas adicionales de ATP y el NADH se transforma
en NAD". En las células que no poseen mitocondrias (como los eritrocitos), el piruvato es
catalizado por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) a lactato. La conversion de lactato a
piruvato permite la oxidacion del NADH a NAD" y la continuidad de la glucdlisis ****# (Fig. 3a y
3b). Existen dos isomeros de la molécula de lactato: . lactato y -lactato. El p. lactato es
producido por algunas bacterias y el -lactato es el isomero producido por la enzima lactato

deshidrogenasa de los mamiferos y, por lo tanto, el que tiene mayor relevancia clinica®.
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Figura 3.a. Glucolisis aerdbica en el interior de la mitocondria Figura 3.b. Glucolisis anaerobica
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En periodos de hipoxia, los tejidos solo pueden emplear la glucdlisis como fuente de
produccion de energia. Es una via menos efectiva y el resultado energético es mucho menor,
pero se produce a mayor velocidad que el metabolismo aerdbico. Los hidrogeniones son
producidos por el uso continuo del ATP y la reduccion del NAD" a NADH. Estos hidrogeniones,
normalmente, se consumen en procesos de fosforilacion oxidativa y comienzan a acumularse
en exceso durante el metabolismo anaerdbico. Como consecuencia del incremento de las
concentraciones de piruvato, NADH e hidrogeniones, los procesos glucoliticos disminuyen.
Para que se mantengan y pueda perpetuarse la produccion de energia intracelular, interviene
la LDH que reacciona con el piruvato y NADH para que se conviertan en lactato; de esta forma
se consume el exceso del piruvato y los hidrogeniones y se regenera el NAD*. A medida que
los niveles intracelulares de lactato se incrementan, éste difunde a través de la membrana

celular al torrente sanguineo y puede llegar a producirse hiperlactatemia®*.

Una vez reestablecidas las condiciones aerdbicas, el lactato y los hidrogeniones son

consumidos y bien se metabolizan a glucosa o son oxidados a agua y diéxido de carbono®*.

El valor clinico del lactato se describio por primera vez hace mas de 5o afos, pero su aplicacion
en pacientes comenzo a determinarse hace 15-20 afios®. Su medicion es Util para valorar la
oxigenacion tisular; es un buen indicador de hipoperfusion ya que sus niveles aumentan de
forma significativa en estados de hipoxia celular. La hipoxia tisular puede estar originada por
una hipoxemia severa, perfusion inadecuada, incremento en la demanda de oxigeno,
disminucion en la concentracion de hemoglobina o por combinacion de estos factores®***. La
determinacion de lactato se ha evaluado en pacientes humanos en estado critico y es un
indicador muy fiable para establecer la severidad de la enfermedad, asi como para monitorizar

232

la respuesta al tratamiento™*.

En la bibliografia veterinaria, los estudios iniciales de evaluacion de lactato a nivel sanguineo

se realizaron, con fines prondstico, en caballos con célico®®

. Otros trabajos posteriores
siguieron esta linea de investigacion para intentar emitir un prondstico de supervivencia en

caballos con cdlico® y se ampliaron a rumiantes con sepsis®3®.

En el afo 1996, Lagutchik et al. publicaron un estudio en el cual determinaban la
concentracion de lactato sanguineo en 109 perros enfermos y en 20 clinicamente sanos. Los
perros clinicamente enfermos fueron divididos en dos grupos (supervivientes y no
supervivientes). La concentracion media de lactato sanguineo en el grupo de los no

supervivientes (incluidos animales eutanasiados) fue mayor que en los grupos supervivientes y
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en normales, y encontraron, por tanto, una correlacion positiva entre niveles elevados de
lactato y la no supervivencia **. El lactato es reconocido mundialmente como uno de los
mejores parametros de prediccion de la severidad de las lesiones y de la mortalidad individual

en distintas especies y situaciones que condicionan hipoxia tisular (sepsis, trauma, shock,

etc.)?3%239:240

La produccion de lactato en condiciones normales es de 15-30 mmol/kg/dia con niveles
sanguineos mantenidos entre o,5-1 mmol/L (equilibrio entre producciéon y consumo). El
cerebro, corazdn, piel, eritrocitos, sistema musculo-esquelético y gastrointestinal producen la
mayor parte del lactato. El higado y los rifiones son los responsables del aclaramiento del

241

lactato, metabolizando el 50% y el 20-30%, respectivamente**.

En el afo 1999, Hughes et al., establecieron los valores de referencia de lactato sanguineo en
60 perros sanos no anestesiados. Se consideran valores normales de lactato sanguineo los

242

comprendidos entre 0,3 —2,5 mmol/L***.

Con el incremento del uso del lactato como herramienta fundamental en el manejo de
pacientes criticos, los dispositivos de medicion se han modificado con el fin de mejorar
velocidad, precision y facilidad de la determinacién. Los dispositivos iniciales necesitaban
mayor cantidad de muestra y solamente estaban disponibles en grandes laboratorios de
referencia. El envio de la muestra a dichos centros demoraba el tiempo de obtencion de
resultados. Actualmente existen numerosos dispositivos portatiles validados que requieren
menor cantidad de muestra y el resultado se obtiene con gran precisiéon en menos de 60
segundos. Los métodos empleados en estos dispositivos son enzimaticos (métodos ampero y

232

espectrofotométricos)*”. La forma isomérica que determinan es -lactato®. El uso del
lactatimetro portatil Accutrend Lactate” ha sido probado y validado en la especie canina por
Stevenson et al., 2007, entre otros, y es considerado un método preciso para la determinacion

de lactato sanguineo™®,

La hiperlactatemia se define como un incremento de la concentracidon plasmatica de lactato
por encima de los valores de referencia en presencia de pH sanguineo normal (los sistemas
tampon funcionan adecuadamente)®*“. Se establecen tres niveles de hiperlactatemia en

pequenos animales (Tabla 7):
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Tabla 7. Clasificacion de la hiperlactatemia

Lactato (mmol/L) Clasificacion

<2,5 Normal

2,5-4,9 Media
5,0-7 Moderada

>7 Severa

Las principales causas de hiperlactatemia son***:

e Factores que incrementan el flujo glucolitico de glucosa a lactato (alcalosis
metabdlica, administracion de catecolaminas...).

e Factores que incrementan las concentraciones de piruvato (incremento en la
transaminacion de alanina a piruvato, disminucion de la actividad de la enzima
piruvato-deshidrogenasa).

e Pacientes con estados hipermetabdlicos (septicemia, quemaduras y traumas)

La acidosis lactica se define como la elevacion de la concentracion plasmatica de lactato
(generalmente > 5 mmol/L) que provoca una disminucion del pH sanguineo arterial a niveles
inferiores a 7,35 (los sistemas tampon son inefectivos). Las principales causas de acidosis

l[actica se describen en la Tabla 8 23235244245,
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Tabla 8. Causas de acidosis lactica

Tipo A (debida a hipoxia)

Tipo B (no debida a hipoxia)

Hipoperfusion sistémica

« Hipovolemia/ Shock hipovolémico

« Shock distributivo

. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémico,
septicemia, anafilaxis, shock neurogénico
«Shock cardiogénico

« Fallo miocardico, enfermedad valvular,
arritmias

« Shock obstructivo

. Taponamiento cardiaco, pneumotorax a
tension

Tipo B1 (enfermedad subyacente)

« Enfermedad hepatica severa
. Neoplasias

- Septicemia

. Feocromocitoma

. Diabetes mellitus

Hipoperfusion local

. Tromboembolismo pulmonar

« Dilatacion- torsion gastrica

. Torsidn mesentérica

. Areas de empleo de torniquete

Tipo B2 (farmacos y toxicos)

« Acetaminofeno «Insulina

. Catecolaminas « Metanol

. Cianidas « Morfina

. Epinefrina « Nitroprusiato
« Etanol . Salicilatos

. Etilenglicol . Terbutalina

« Glucosa

Alteracion transporte oxihemoglobina

« Intoxicacion por mondxido de carbono
« Metahemoglobinemia

Tipo B3 (defectos metabdlicos congénitos)

- Miopatia mitocondrial

Actividad muscular excesiva

« Ejercicio intenso
. Temblores
. Convulsiones

Miscelanea

«Hipoglucemia

« Alcalosis severa

« Hiperventilacion

« Acidosis D-Lactica

. Deficiencia de tiamina

Hipoxemia severa

Anemia severa
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En el ambito de medicina de pequefios animales, la valoracion de los niveles de lactato
sanguineo se ha evaluado en patologias como dilatacién- vélvulo gastrico™, peritonitis
séptica®’,  septicemias®®,  enfermedades  sistémicas®?,  anemias  hemoliticas
inmunomediadas®®, babesiosis**° y MOD**, tanto para emitir un prondstico inicial como para

intentar monitorizar la evolucidn de los pacientes.

La determinacion de niveles de lactato en otros fluidos organicos permite obtener
informacién de gran ayuda en numerosas patologias. En medicina veterinaria destaca su uso

en:

e Efusiones abdominales en pacientes con peritonitis séptica: un gradiente > 2 mmol/L
entre el lactato del liquido abdominal y el plasmatico es 100% especifico y sensible en
el diagnostico de peritonitis séptica®".

e Derrames pericardicos: su valor en liquido pericardico en perros con derrame
pericardico secundario a tumores cardiacos es significativamente mayor que en perros

sin tumores®>*.

Los niveles de lactato en LCR son aparentemente independientes de los niveles sanguineos. El
lactato sanguineo se encuentra en forma ionizada y, en rangos fisioldgicos de pH, su difusion a

través de la BHE es practicamente nula (Fig. 4).

INTERFAZ INTERFAZ BARRERA INTERFAZ
SANGRE-LCR LCR-CEREBRO HEMATOENCEFALICA LCR-SANGRE

Capilar Epéndima  Célylas

i Aracnoi :
Estroma ependimales Neuronas PIA acnoides  Craneo

Fig. 4. Localizacion del lactato en LCR en la BHE. Imagen modificada por Javier Sanz Duefas de Di

Terlizzi y Platt (2006) Vet. J., 172(3): 422—431
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Cualquier alteracion asociada con una oxigenacion escasa del cerebro, incremento de la
actividad metabdlica o aumento de PIC puede incrementar la concentracion de lactato en el
LCR *%. Se han descrito incrementos en los niveles de lactato en LCR durante cambios en el
metabolismo cerebral, en la actividad inmunoldgica y en muerte celular®*. En individuos
sanos, la BHE regula el transporte del lactato entre el LCR y la sangre®®. La BHE puede verse
alterada en numerosas enfermedades del SNC (hemorragias subaracnoideas, hidrocefalia,
hipoxia e isquemia cerebral, estatus epiléptico, procesos inflamatorios y defectos congénitos

metabdlicos entre otros) y la consecuencia es el incremento del lactato en LCR?®,

Los valores normales de lactato en LCR en humanos difieren con la edad, oscilando desde o,9
mmol/L en neonatos hasta 2,7 mmol/L en geriatricos®’. En medicina humana, la
determinacion de lactato en LCR es una herramienta fundamental en el diagndstico de
numerosas patologias del SNC, sobre todo para diferenciar meningitis bacterianas de las
asépticas®®*% también se emplea como como factor prondstico en pacientes con
traumatismos craneoencefalicos®®. Recientemente se ha publicado su uso en pacientes con
esclerosis multiple como predictor de severidad de la enfermedad. Su concentracion en
pacientes con esclerosis multiple recidivante fue mayor que en los individuos controles. Se
encontro una correlacion negativa entre los niveles de lactato y la duracidn de la enfermedad
y una correlacidn positiva significativa entre los niveles de lactato en LCR, proteina tau y la
proteina de neurofilamento de cadena ligera (estas Ultimas son biomarcadores

convencionales de esclerosis multiple)*®*.

En veterinaria, la existencia de estudios que evallUen las concentraciones de lactato en LCR en

perros sanos y enfermos es limitada:

e Lobert et al., 2003: midieron los niveles de lactato y piruvato tanto en sangre como
LCR en 104 perros con diferentes patologias del SNC, 20 animales neurolégicamente
sanos y 6 perros con colapso inducido por el ejercicio. Las concentraciones mas altas
de lactato se observaron en los perros con protusiones discales y enfermedades
inflamatorias del SNC. Concentraciones de lactato sanguineo > 9,5 mmol/L en LCRy >

3,7 mmol/L en sangre fueron sospechosas de mitocondriopatias®®*.

e Pugliese et al., 2005: evaluaron los niveles de lactato, piruvato y potasio (entre otros
parametros) en un grupo control de 11 perros sanos y en 14 perros diagnosticados de

disfuncion cognitiva leve y grave (modelo animal de demencia senil). Observaron un
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incremento significativo paralelo de los niveles de lactato, piruvato y potasio en perros
con disfuncion cognitiva severa. El grupo control presentaba valores de lactato 1,90 +
0,612 mmol/L, el grupo de demencia senil leve 2,14 + 0,42 mmol/L y el de demencia

senil grave 3,05 * 0,92 mmol/L>%.

Taggart & Maxwell, 2011: realizaron un estudio retrospectivo para evaluar los niveles
de lactato y glucosa en enfermedad discal aguda con el fin de poder correlacionarlos
con los signos clinicos y la recuperacion de la funcionalidad. En el estudio se
incluyeron 10 perros normales, 7 con enfermedad discal aguda y 11 con signos
neuroldgicos no relacionados con enfermedad discal aguda. Los valores de lactato
encontrados fueron de 1,66 + 0,22 mmol/L, 1,78 + 0,36 mmol/L y 1,61 + 0,31 mmol/L,

respectivamente, sin que existieran diferencias significativas entre los tres grupos>*.

Witsberger et al., 2012: determinaron valores de lactato, calcio, glucosa, proteina
basica de la mielina, CK, AST en perros con enfermedad discal toracolumbar aguda.
De todos los parametros anteriores, solo la CK y la proteina basica de la mielina
demostraron valor predictivo a largo plazo®®.

Galdn- Rodriguez et al. ®, 2013: establecieron posibles valores de referencia de
piruvato y lactato en 18 Beagles de experimentacion sanos mediante
espectrofotometria molecular de absorcion. Los valores medios de lactato fueron
1,189 mmol/L (0,416- 1,850 mmol/L) y los de piruvato 0,057 mmol/L (0,01-0,151

mmol/L)>*®.

Galdn- Rodriguez et al. ¥, 2013: Apoyados en su investigacion previa, realizaron un
estudio comparativo para la seleccion de marcadores bioquimicos en LCR en perros
sanos antes y después del tratamiento con nutraceuticos. Observaron un incremento
significativo de los niveles de sodio y glucosa y una disminucion de los niveles de

lactato después del tratamiento®®.

Caines et al, 2013: Evaluaron las concentraciones de lactato en sangre y LCR en 60
perros anestesiados con y sin patologia intracraneal, relacionandolos con una escala
de déficits neuroldgicos (39 sanos después de la induccion anestésica, 10 perros sanos

después de haber realizado RM y 11 perros con enfermedad intracraneal después de
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haberles realizado RM). No encontraron diferencias significativas en los niveles de
lactato en LCR entre los grupos; sin embargo, si encontraron diferencias significativas
en los valores conjuntos de lactato en sangre y en LCR entre los grupos, siendo
significativamente mas elevados en el grupo con patologia intracraneal (lactato LCR
2,1+ 0,8 mmol/L; lactato sangre 1,7+ 1,0 mmol/L) que en el resto (sanos post RM:
lactato LCR 1,6+ 0,4 y sangre 1,5+ 0,2 mmol/L; sanos post induccion anestésica:
lactato LCR 1,6% 0,2 y sangre 1,6+ 0,5 mmol/L). También encontraron diferencias
significativas entre déficits neuroldgicos severos y los niveles de lactato en LCR en el

grupo con patologias intracraneales®®®.

e Musteata et al., 2013: realizaron el primer estudio del perfil metabolémico del LCR en
10 perros sanos mediante espectroscopia por "HNMR comparandolo con los datos
previos disponibles en perros y el perfil obtenido en humanos. En este estudio los

valores de lactato encontrados fueron de 2,094 + 0,374 mmol/L>®.

Sin embargo, si existen numerosos estudios que evalUan la concentracion de lactato en LCR

en perros como modelo animal. Destacan:

e Nemoto et al., 1974: estudiaron el metabolismo y consumo del lactato en cerebro en
perros mestizos anestesiados con hipoglucemias e hiperlactatemias inducidas. El
consumo de lactato en situaciones de hipoglucemia puede reemplazar

aproximadamente un cuarto de la glucosa usada por el cerebro™°.

e Sugi et al., 1975: determinaron las concentraciones de lactato y piruvato asi como el
balance acido-basico en perros mestizos con hemorragia subaracnoidea e
intracerebral inducida. Demostraron que el incremento de sus niveles conjuntamente
con el incremento del indice lactato/ piruvato son unos excelentes indicadores de

hipoxia cerebral®”.

e Vaagenes et al., 1988: evaluaron los niveles de lactato, CK, AST y LDH como
marcadores de dafio tisular y factores prondsticos en perros mestizos con parada
cardiaca inducida y posterior reanimacion. Estos parametros se incrementan
notablemente a los pocos minutos del inicio de la parada cardiorrespiratoria y

comienzan a descender a las 6 horas posteriores a la reanimacion cardiopulmonar en
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3.4.3.2

las areas con peor dafio histoldgico (sustancia gris del neocortex, nucleo caudado,
hipocampo y cerebelo). La cuantificacion de estos parametros a distintos intervalos
de tiempo es un método factible de “biopsia quimica cerebral” con valor prondstico en

paradas cardiorrespiratorias®.

Bashar et al., 2008: valoraron los niveles de lactato sanguineo y en LCR en perros
mestizos después de la implantacion de stents adrticos. Existe una elevacion marcada
de los niveles de lactato en LCR 60 minutos después de la implantacion del stent,

asociado o no a signos neurolégicos*>.

Principales biomarcadores obtenidos mediante espectroscopia de ‘HNMR

Los diferentes grupos de moléculas que pueden ser observados mediante espectroscopia de

*HNMR son®?%;

1)

3)

4)

Grupos metil (CH3-) los cuales estan en el rango de 0-3,5 ppm. Entre ellos estan los
grupos metil terminales de los acidos grasos (0,9-1,2 ppm), el lactato (1,3 y 4,1 ppm),

el grupo metil del N-acetil- aspartato (NAA) (2,0 ppm) y la colina (Cho) (3,2 ppm).

Grupos metileno (-CH2-) de los acidos grasos (1,2-1,4 ppm), glutamato (Glu) y
glutamina (GIn) (2,05-2,46 ppm), acido y-amino butirico (2,2- 2,4 ppm), creatina (Cr)

(3,02 ppm) y glicina (3,55 ppm).

Grupos metino (H-C-OH) del alcohol encontrados en azucares como la glucosa (3.4-

3.8 ppm) o mioinositol (ml) (3,52- 3,61 ppm).

El grupo vinil o protones olefinicos de los acidos grasos insaturados (-C=C-H) (5,0-5,5

ppm).

Solo existe un articulo que identifique biomarcadores “in vitro” en LCR en perros

mediante®HNMR. Musteata et al. en el afio 2013 realizaron el analisis metaboldmico del LCR

en perros sanos mediante *HNMR identificando 13 metabolitos, comparandolos con otros

estudios previos mediante otras técnicas y con los valores de referencia en humanos. Los

valores se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Valores de referencia analisis metaboldmico LCR perros sanos

Metabolito Frecuencia RMN (ppm) Valores x DS (mmol/L)

Creatina 3,05 0,041, 0,004

o- hidroxibutirato 0,90 0,062+ 0,016
Valina 0,99V 1,05 0,027 + 0,006
Lactato 1,33 2,094 + 0,374
Alanina 1,48 0,072 * 0,010
Acido acético 1,92 0,036 * 0,007
Acetona 2,23 0,029 + 0,013
Piruvato 2,38 0,235 + 0,037
Glutamina 2,43 - 2,86 0,419 + 0,039
Citrato 2,54y 2,68 0,124 *+ 0,023
Mio-inositol 4,08 0,500 % 0,054
Acidoascérbico 4,52 0,255+ 0,041
Glucosa 5,25 3,988 £ 0,427

RMN: resonancia magnética nuclear; ppm: partes por millon; DS: desviacion estandar

No existe ningun estudio en el que se haya determinado estos biomacadores en LCR “in vitro”
en perros con patologias del SNC. Los datos de biomarcadores en enfermedaes del SNC en

perros son extrapolados de estudios “in vivo” mediante ‘HNMR.
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En general, de todos los biomarcadores, los mas relevantes son:

3.4.3.2.1 Lactato

Las caracteristicas de este biomarcador se han desarrollado en el apartado 4.3.1.

Presenta dos picos a 1,32, 4,1y 4,8 ppm, aunque, generalmente, el sequndo esta suprimido

por su cercania al agua.”.

Richter et al.,, en un estudio sobre el uso de radioterapia como tratamiento en MOD,
encontraron niveles de lactato elevados en dos pacientes en las areas afectadas en
comparacion con las dreas no afectadas™?. El lactato, en este caso, es fruto de la glucdlisis
anaerobia del cerebro o de la activacion de los macréfagos después de la ruptura de las

membranas celulares®>.

3.4.3.2.2 N- Acetil Aspartato (NAA)

En el espectrograma su pico principal se localiza en 2 ppm aunque pueden aparecer picos
menores en 2,6 y 2,7 ppm. Es un marcador bioquimico que se encuentra en las neuronas del

SNC, incluyendo también los axones, pero no se detecta en las células gliales*’“.

En 1954, Tallan evalud la concentracion de aminoacidos en distintos érganos abdominales y
cerebro en gatos y observo que el cerebro es el Unico 6rgano que presenta niveles elevados de
acido aspartico. En 1956, concluyo que se trataba de un aminoacido libre debido a la union del
aspartato y la acetil coenzima A; al descomponer su estructura lo denomino ‘N-acetil-L-

aspartato’”7°,

En la mitocondria de la neurona, la enzima L-aspartato-N-acetiltransferasa asocia aspartato
con acetil-coenzima A (que procede de la glucosa y de la biosintesis o degradacién de acidos
grasos o de aminoacidos) y produce NAA. Tras su sintesis se desplaza al citoplasma, en donde
otra enzima le agrega glutamato, con lo que se produce el N-Acetil-Aspartato—Glutamato. Los
aminoacidos mencionados para su sintesis se originan a partir del ciclo de Krebs. EI NAA se
desdobla en el oligodendrocito, de manera que se produce acetato y aspartato. Otra enzima,
la acetil-coenzima A sintetasa se une al acetato y produce acetil-coenzima A, con la cual se
elaboran lipidos y esteroides necesarios para la sintesis de la mielina en la etapa neonatal. El
aspartato difunde al espacio extracelular y, al regresar a las neuronas, se consume para

sintetizar NAA. La fraccion de acetato que no se emplea para elaborar mielina también
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regresa a las neuronas y se utiliza para producir acetil-coenzima A. El regreso del aspartato y
el acetato es vital para la sintesis del NAA y, en particular, para poder obtener acido citrico,
que permite al ciclo de Krebs reanudar o proseguir su actividad. Por este motivo se considera
que su sintesis es una manifestacion de normalidad del metabolismo energético cerebral ya
que es esencial en la regulacion y la sintesis de los lipidos y la mielina; por ello, se emplea

como marcador de viabilidad neuronal®*.

El NAA es el aminoacido libre/metabolito mas abundante del SNC, con una concentracion en
valores absolutos de 10-16 mmol/kg y un recambio del 100% a las 14-16h. Su alta
concentracion y rapido recambio la definen como una sustancia metabdlicamente muy activa.
Su concentracion es variable. Fuera de la membrana plasmatica neuronal, su proporcion en las
neuronas es elevada y mas estable: es 100-200 veces superior a la del espacio extracelular y
constituye el 3-4% de la osmolaridad cerebral y el 7% de la neuronal®*. Sus valores oscilan
entre 1,8-2,2 ppm. El gradiente descrito es una condicion esencial que le permite desarrollar
su circuito metabdlico. Las células que participan en su metabolismo son las neuronas, los
astrocitos fibrilares y los oligodendrocitos, por lo que recibe el nombre de metabolismo

tricelular®”’.

La Unica patologia en la que el pico de NAA aumenta es la enfermedad de Canavan en

humanos®.

Las causas de reduccion de NAA se pueden dividir en primarias o secundarias. Dentro de las
primarias destacan las afecciones gendmicas nucleares y mitocondriales, patologias que
tienen en comun dificultades en producir energia (citopatias mitocondriales)””®. Las
secundarias se producen, con frecuencia, por exceso de glutamato en el intersticio, que
activan receptores en las membranas de las neuronas, lo que provoca la entrada de gran

cantidad de calcio. El ejemplo tipico de este Ultimo grupo es la epilepsia®®.

Jacobson, en 1959, seiialo que el nivel de NAA es distinto en muestras de cerebros de jovenes
y adultos normales, siendo menor en los Ultimos. También compard el nivel en sujetos

normales y enfermos mentales y verificd que es menor en los patoldgicos™

Sus valores pueden estar disminuidos inespecificamente en todas aquellas situaciones
patoldgicas en las que hay destruccion parenquimatosa, difusa o focal como infartos,
encefalitis, abscesos, enfermedades degenerativas encefalicas (Alzheimer) y neoplasias

primarias o secundarias de cualquier tipo®’.
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Su disminucion en neoplasias pueden indicar dafio neuroaxonal, mientras que en casos de
MOD puede ser atribuible a una disfuncion neuronal como consecuencia de la perturbacion de
su sintesis, degradacion o incremento del volumen de las células inflamatorias en el tejido

afectado®”.

Un estudio reciente de espectroscopia *"HNMR “in vivo” en perros con shunt y encefalopatia
hepatica ha demostrado una disminucidon de los niveles de NAA (junto con otros

metabolitos)?®.

En otro estudio "in vivo” del mismo grupo de trabajo anterior y con la misma técnica, se
analizaron distintos biomarcadores en perros con MOD sometidos a radioterapia. Se
observaron niveles menores de NAA en areas cerebrales afectadas por la inflamacion en
comparacion con las no afectadas. Sus valores se normalizaron después del tratamiento
efectivo con radioterapia en las areas afectadas inicialmente, alcanzando valores similares a

los de las zonas no afectadas®®.

3.4.3.2.3 Creatina (Cr)

Se observa en el pico 3,02 ppm y en menor medida en 3,93 y 4,8 ppm. Esta compuesto
mayoritariamente por creatina y fosfocreatina, ambos implicados en el metabolismo
energético. La Cr es el nombre con el que se conoce al acido metilguanidinacético. Se
encuentra en gran cantidad en las células musculares y nerviosas en forma de acido
creatinfosforico. Circula en la sangre como transportador de energia. Atraviesa las
membranas celulares y reacciona en el citoplasma con grupos fosfatos de alta energia
provenientes del ATP mitocondrial, tranformandose en fosfocreatina. Por tanto, actua como
los acumuladores eléctricos, almacenando energia en los momentos en que desciende el
consumo celular y liberandola cuando aumenta. La sefial de Cr muestra variaciones regionales
muy marcadas, con niveles mas bajos en la sustancia blanca cerebral que en la gris, asi como
unos niveles muy altos en el cerebelo en comparacion con regiones supratentoriales**. Dado
que la Cr se sintetiza en el higado y rifidn y se transporta al cerebro, en hepatopatias cronicas

puede observarse una menor concentracion cerebral®®,

Pero como este biomarcador es sensible a cambios externos por su sintesis hepatica y renal,

asi como por cambios osmdticos, asociar directamente y sin pruebas paralelas una
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disminucion de su contenido total con un fallo del metabolismo energético no es correcto. De
la misma forma, asumir que el pico de la Cr se puede utilizar como referencia interna, al
considerar su concentracion constante o bien a que es la que menos varia, puede dar lugar a
errores. A pesar de todo, en la practica, una de las maneras mas habituales de expresar los
cambios en el espectro es mediante los cocientes de los demas respecto a ella (NAA/Cr,

Cho/Cr, NAA/mI)?%,

La Cr se ha sugerido como sustrato del metabolismo energético y como marcador de los
sistemas dependientes de energia de las células del SNC**. Su incremento est4 relacionado
con el aumento de la densidad celular en patologias como hiperosmolaridad, traumatismos y
edema vasogeénico (sobre todo de origen tumoral). Aumenta de manera fisioldgica con la
edad; esta disminuida en el tejido encefalico en jovenes y aumentada en adultos. Disminuye
en hipoxias, infartos, hiponatremias y encefalopatias®®***¥’. Se cree que los cambios en su
concentracion en enfermedades inflamatorias del SNC y tumores intracraneales pueden ser
debidos a cambios en el volumen celular y la disminucién del metabolismo energético®®. Las
células astrogliales del cerebro son capaces de sintetizar Cr y liberar intermediarios en su
sintesis mientras que las células tumorales, aparentemente, sintetizan pequenas cantidades.
Se ha sugerido que esta disminucion en su concentracion podria ser un indicador importante

de malignidad en tumores™®.

En un estudio “in vivo” mediante espectroscopia *HNMR en perros con tumores intracraneales
y MOD se observaron diferencias en su concentracion en ambos grupos. Comparando su
concentracion entre los grupos patoldgicos y el control, ésta es menor en los pacientes con
tumores intracraneales y MOD, aunque esta disminucion fue estadisticamente significativa

solo en el primer grupo™=.

3.4.3.2.4 Colina (Cho)

El pico de resonancia que aparece a 3,2 ppm denominada, de manera genérica, derivados de
colina, esta compuesta por diferentes metabolitos como la colina libre, fosforilcolina,
glicerofosforilcolina. La contribucion de la fosfatidilcolina es muy discutida, mientras que la de
otros metabolitos como la acetilcolina esta practicamente descartada debido a que su
concentracion esta por debajo del limite de deteccion de la metodologia. Su derivado

acetilico, la acetilcolina, es un neurotransmisor de las terminaciones nerviosas del sistema
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nervioso parasimpatico. La Cho también forma parte de las lipoproteinas (fosfatidilcolina) de
las membranas celulares, considerandose un marcador de membrana celular®®®. Esta es la
parte que mas interesa en espectroscopia del hidrégeno, porque es un indicador indirecto del
numero de células existentes en los tejidos analizados. El espectro de la Cho refleja la

concentracion de la acetilcolina y la fosfatidilcolina®°.

Aunque se ha asociado con la mielina, su concentracion en sustancia blanca es solo
ligeramente mas alta que en la sustancia gris. Se ha observado que esta sefial varia tanto en
procesos locales como sistémicos (incluidos los procesos osmoticos). Su incremento es el
reflejo de la existencia de productos de degradacion de la mielina, remielinizacion e

inflamacion®®,

Su concentracidn aumenta en numerosas condiciones y patologias como lesiones
desmielinizantes autonimunes inflamatorias, esclerosis multiple (por la desmielinizacion
aguda), enfermedades viricas (por la activacion glial) y tumores. En tumores malignos su
concentracion aumenta, pero permanece normal en el edema circundante. Es un indicador de
aumento del numero de células, pero no indica necesariamente que dicho aumento tenga un
caracter tumoral. De hecho, las neoplasias de bajo grado pueden mostrar unos espectros de
Cho completamente normales. Los trastornos no neopldsicos como las enfermedades
desmielinizantes, las encefalitis agudas infecciosas, algunos focos de gliosis cicatricial en la
enfermedad de Alzheimer, la encefalopatia multifocal progresiva, esclerosis multiple o los

227,291

estados depresivos también presentan, a veces, unos valores elevados Las
concentraciones altas suelen normalizarse durante la resolucion de la fase aguda de pacientes
con esclerosis multiple, pero persisten elevadas durante todo el proceso en pacientes con

enfermedades viricas®®*72%,

En medicina veterinaria, su incremento esta descrito en tumores intracraneales y MOD 7329,
Puede encontrarse disminucion de su concentracion en encefalopatias hepaticas cronicas,

infartos y disfuncion cognitiva .
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3.4.3.2.5 Mioinositol (ml)

Su pico de espectrograma se encuentra en 3,52- 3,61 ppm. Es un alcohol ciclico muy parecido
estructuralmente a las moléculas de glucosa. Forma parte de un tipo de lipidos, los
fosfatidilinositoles, pero también forma parte de un grupo de mensajeros intracelulares como
son los inositol polifosfatos*®. Los compuestos que dan lugar a esta resonancia son el ml y el
mioinositol-monofosfato. Esta presente en la sangre en concentraciones elevadas y traspasa
facilmente la membrana bicapa de las células del SNC. Se considera un indicador de
proliferacion de las células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia)®®.. Aunque
diversos trabajos lo han propuesto como marcador de degradacion de la mielina, no se puede
descartar que indique un funcionamiento anormal del metabolismo de los inositol-

polifosfatos®®.

Aumenta cuando se produce degradacion de las vainas de mielina en enfermedades
inflamatorias autoinmunes, como la esclerosis multiple, o en enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer. También puede estar aumentado en tumores

intracraneales, como los gliomas de bajo grado®®.

Richter et al. encontraron concentraciones bajas en pacientes con tumores intracraneales y
MOD en comparacion con el grupo control*”. En este mismo estudio, analizando de manera
conjunta el NAA, Cr, Cho y ml, observaron hallazgos similares de espectroscopia in vivo en
perros con tumores intracraneales y MOD: reduccion de los niveles de NAA, Cry ml e
incremento en Cho; los valores son mas extremos en el grupo de los tumores intracraneales.
Niveles de Cho > 2,7 mmol/L; NAA < 2,55 mmol/L y Cr < 4 mmol/L son sugerentes de la

presencia de neoplasia intracraneal®.

3.4.3.2.6 Lipidos

Su pico se produce entre los 0,9- 1,2 ppm, 3,8 ppm y 5,0-5,5 ppm. La presencia de lipidos en el
espectrograma es anormal, aunque pueden aparecer como artefactos por contaminacion
externa con tejido adiposo subcutaneo. En ausencia de contaminacion externa, su incremento
se debe a la ruptura de las membranas celulares que hace que los lipidos y las proteinas se
hagan espectroscopicamente visibles. Su incremento patoldgico es indicador de destruccion

de tejido cerebral y necrosis®®*. En humanos se han encontrado niveles altos en tumores
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intracraneales como astrocitomas y meningiomas, asi como en patologias inflamatorias que
afectan a la sustancia blanca. Los gliomas de bajo grado no suelen presentar cantidades
detectables, al contrario de lo que ocurre en los de alto grado y en los oligodendrogliomas
Histopatoldgicamente, la necrosis es el hallazgo mas caracteristico de malignidad en gliomas
y olgidendrogliomas, lo que parece estar directamente relacionado con la cantidad de lipidos

en el espectrograma®’’ %,

En perros se han descrito niveles altos en neoplasias de alto grado intra-axiales, meningomas
y MOD?**. Richter et al. detectaron concentraciones altas en 8 perros con neoplasias
(oligodendroma, glioblastoma, linfoma y meningioma). En tres pacientes que presentaban
astrocitomas de bajo grado no encontraron evidencia de lipidos en la sefial. En este mismo
estudio, también describieron concentraciones altas en 6 perros con MOD, 2 de ellos con MEN
confirmada histopatolégicamente. Los 4 perros restantes también eran altamente
sospechosos de MEN, pero no se disponia de confirmaciéon histopatoldgica. Entre las
conclusiones de este estudio, destaca que la presencia de lipidos en el espectro de pacientes
con MOD podria emplearse como marcador potencial en la diferenciaciéon de MEN de la MEG

y que también podriausarse para diferenciar neoplasias de alto grado y de bajo grado®”.

En el estudio de Beckmann et al., tres de los 6 perros diagnosticados de MOD vy tratados con
radioterapia y corticoides presentaban un pico sustancial de lipidos en el espectrograma que

202

desparecio después del tratamiento®®.

3.4.3.2.7 Alanina (Ala)

Tiene dos picos en el espectograma: 1,47 ppm (solapandose con el lactato) y 3,78 ppm
(solapandose con los lipidos). Es un aminoacido no esencial que esta presente en el cerebro de
los mamiferos a una concentracion menor de o,5 mM. Su funcidn no esta clara. Suele
incrementarse en ciertas lesiones del SNC como meningiomas, aunque no se ha establecido
de manera definitiva su utilidad para el diagnodstico ya que solo aparece en un 30-50% de los

301

caso0s*”?993% En medicina veterinaria, en el estudio mas extenso, que incluia 10 pacientes con

300

meningioma, no se encontrd ningun incremento en su concentracion®>.
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3.4.3.2.8 Glutamato (Glu) y Glutamina (Gln) - Complejo glutamato-glutamina

El Glu y la GIn originan una serie de sefales que se agrupan en dos regiones: 2,05-2,5 ppm y
3,6-3,8 ppm. Debido a las interacciones que se producen entre los nicleos a intensidades bajas
de campo, las dos sustancias son dificiles de separar, por lo que se suelen considerar como el
“conjunto glutamina- glutamato”. Esto hace que, aunque su concentracion en cerebro sea

mayor que la del NAA, su resolucién no sea buena®®>.

El glutamato es un aminoacido no esencial con multiples funciones en el cerebro. Es el
principal neurotransmisor excitatorio de los mamiferos. Ademas, es el precursor del principal
neurotransmisor inhibitorio, el acido gamma aminobutirico (GABA). Ademas de estas
funciones, es un componente importante en la sintesis de otros metabolitos de menor
tamafio (p.ej, glutation), asi como de grandes péptidos y proteinas®. Posee una concentracién
media de 6-12,5 mM con diferencias significativas entre la materia gris y blanca. Esta presente
en todos los tipos celulares cerebrales, pero con una concentracion mayor en las neuronas

glutamaninérgicas y menor en las neuronas GABAérgicas y astroglia.

La GIn también es un aminoacido que estd ubicado principalmente en los astrocitos a una
concentracion de 2,4 mM. El Glu se sintetiza en las neuronas a partir de la GIn que es
sintetizada por la astroglia. Ambos estan relacionados con el compartimento neuronal y el
glial, siendo la GIn considerada un marcador glial***3**3°. La funcion principal de GIn es la
desintoxicacion de amoniaco. Aumenta notablemente durante la hiperamonemia, por lo que

su concentracion cerebral es un buen indicador de encefalopatia hepatica™3*.

En humanos, las patologias que inducen incremento de los niveles de Glu son las encefalitis

agudas, las menigitis bacterianas®**3” y la epilepsia®**3®.

En perros, se observa incremento en epilepsia67 y en MEN, generalmente de manera conjunta
con la taurina (Tau)**. En algunos estudios no se evidencia este incremento conjunto, puesto
que la Tau puede prevenir la despolarizacién de membrana inducida por el glutamato y, por
tanto, reducir el dafio celular inducido por el Glu, inhibiendo el aumento del complejo

glutamato-glutamina®”3*,
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3.4.3.2.9 Taurina

A campos magnéticos altos muestra dos tripletes en 3,25y 3,42 ppm. A campos magnéticos
bajos, se superpone con los picos de la Cho y del ml, de tal manera que la deteccion precisa
requiere el uso de métodos de edicion®® La Tau es un aminoacido implicado en la
neurotransmision, osmoregulacion y el crecimiento. Ademas es antioxidante y regulador del

calcio®®.

Como ya se ha mencionado previamente, la Tau previene la despolarizacion de membrana
inducida por el glutamato y, por tanto, reduce el dafo celular inducido por el Glu, inhibiendo

el aumento del complejo glutamato-glutamina y la excitotoxicidad®33*.

Mas alla de su funcion como inhibidora de la neurotransmision, ejerce efectos citoprotectores
en el SNC. En condiciones patoldgicas, como edema cerebral, hipoxia e hipoglucemia, es
liberada por las neuronas y células gliales, originando un cambio en los iones y el paso del
agua intracelular al espacio extracelular previniendo el edema celular®**3**. También se han

detectado niveles altos en meduloblastomas en nifios y en gliomas de alto grado *%.

En perros se han descrito aumentos en glioblastomas y MOD*”*3%. En el estudio de Ritcher et
al., encontraron concentraciones elevadas de en 10 de los 15 perros con MOD y solo en 1 de
los 14 perros con neoplasia intracraneal (meduloblastoma). La razén de este incremento en
pacientes con MOD se desconoce; la hipotesis mas reconocida define que actia como
antioxidante para proteger las neuronas del dafio celular mediado por los radicales libres. La
Tau presenta altas concentraciones en células proinflamatorias y también después del dafio
celular®™. Este hipdtesis se ha confirmada en humanos con encefalopatias originadas por el

virus influenza3®.

3.4.3-2.10 Glucosa

Este metabolito ya se ha desarrollado previamente en el apartado 2.2. En el espectrograma
presenta dos picos de resonancias identificables in vivo a 3,43 ppm y 3,80 ppm, aunque el gran

solapamiento espectral en esa region limita la fiabilidad de la deteccion.

Los metabolitos descritos, sus frecuencias de resonancia, propiedades, aumento vy

disminucion de su concentracion se resumen en la Tabla 10y en la Fig. 5.
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TABLA 10. Metabolitos, frecuencias de resonancia, propiedades y significacion del aumento y disminucidon de su
concentracion

Metabolito RMN (ppm) Aumento Disminucion
Cambios en el metabolismo cerebral, en la

actividad inmunoldgica y en muerte celular

Propiedades

Producto del Hemorragias subaracnoideas, hidrocefalia, Pérdida o disfuncion neuronal
metabolismo hipoxia e isquemia cerebral, estatus
anaerobio epiléptico, enfermedades inflamatorias del
48 SNC (sobre todo bacterianas, en estudio en
MOD),defectos congénitos metabdlicos,
hernias de disco, esclerosis multiple,

demencia senil

13
Lactato 4,1

Destruccion parenquimatosa

2,0 Infartos, traumatismos
NAA 2,6-2,7 Marcador integridad Enfermedad de Canavan, craneales, enfermedades
neuronal hiperosmolaridad inflamatorias del SNC (MOD),
abscesos, enfermedades
degenerativas encefdlicas
(Alzheimer) y neoplasias
intracraneales
Aumento densidad neuronal
3,02 Sustrato
Cr 3,93 metabolismo Hiperosmolaridad, traumatismos, Hipoxias, infartos,
4,8 energético de enfermedades inflamatorias del SNC hiponatremias y encefalopatia
! neuronasy glia (MOD), tumores y edema vasogénico (sobre hepatica
todo de origen tumoral)
Inflamacion, desmielinizaciony
remielinizacion
Encefalopatias hepaticas
Cho 3,2 Marcador de Lesiones desmielinizantes autoinmunes cronicas, hipoxia y demencias
membrana celular inflamatorias, esclerosis multiple
(desmielinizacion aguda), enfermedades
viricas (activacion glial), enfermedades
inflamatorias del SNC (MOD), Alzheimer
(focos de gliosis), tumores
Proliferacion glial
mi 3,52-3,61 Marcador de glia Perros: MOD y tumores
y de receptores Esclerosis multiple, enfermedades intracraneales
neuronales neurodegenerativas (Alzheimer),
tumores (gliomas de bajo grado)
Ruptura de membranas celulares
Lipidos 0,9-1,2 Productos
3,8 destruccion tisular Tumores intracraneales (astrocitomas,
5,0-5,5 meningiomas), necrosis, enfermedades
inflamatorias SNC que afectan a sustancia
blanca (MOD)
1,47 Lesiones SNC
Ala 3,78 No claras
Meningiomas en humanos
Neurotoxicidad
Glu 2,05-2,5 Neurotransmisor Alzheimer (ocasionalmente)
3,6-3,8 excitatorio Enfermedades inflamatorias SNC
(bacterianas, MOD), epilepsia
GIn 2,05-2,5 Marcador glial Encefalopatia hepatica
316'318
Neurotransmision, Apoptosis celular y citoproteccion
osmoregulacion,
Tau 3,25 crecimiento, Edema cerebral, hipoxia, hipoglucemia,
3,42 antioxidante, tumores (meduloblastomas, gliomas de alto
! regulador del calcio grado y glioblastomas), enfermedades
inflamatorias del SNC (MOD, influenza)
Glucosa 3,43 Sustrato energético Hiperglucemias Meningitis bacterianas y
3,80 basico fungicas en humanos,

meningiomas difusos

RMN (ppm): frecuencia de resonancia en partes por millon.
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Obijetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es identificar los factores que puedan tener alguna
influencia en el pronostico y la supervivencia de perros con meningoencefalitis de origen

desconocido. Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Valorar la influencia de la raza, peso, sexo y edad.

e Evaluar los signos clinicos, hallazgos de resonancia magnética, analisis sanguineo,
analisis de liquido cefalorraquideo y tratamientos recibidos previos y posteriores al
diagndstico, y analizar su posible relacion con la evolucion de la enfermedad vy

supervivencia.

e Establecer si las concentraciones de lactato, tanto sanguineo como en liquido

cefalorraquideo, pueden ser determinantes en el pronostico.
e Identificar los principales biomarcadores en liquido cefalorraquideo mediante

espectroscopia por resonancia magnética nuclear realizada a través de la

determinacion del hidrégeno y estudiar su posible valor prondstico.
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Material y métodos

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, se ha disefiado un estudio clinico prospectivo
con perros diagnosticados de MOD en la consulta de Neurologia del Hospital Clinico
Veterinario Complutense (HCVC) entre marzo de 2010 y abril de 2017 (grupo MOD); para
comparar los resultados, se establecio un grupo control formado por perros diagnosticados de
epilepsia idiopatica en el HCVC entre marzo 2014 y mayo de 2016 (grupo El). Este estudio

conto con el consentimiento informado de todos los propietarios de los pacientes implicados.

5.1.CRITERIOS DE INCLUSION

Para que un paciente fuera incluido en el grupo MOD era necesario que cumpliese los criterios
diagndsticos basados en los datos de estudio aportados en el meta-analisis realizado por
Granger et al., en 2010%. De esta forma, para que un paciente fuera incluido en el estudio,

debia cumplir las siguientes condiciones:

1. Edad superior a 6 meses.

2. Exploracion fisica completa normal.

3. Exploracion neuroldgica completa (estado mental, marcha, propiocepcion, pares
craneales, reflejos espinales y palpacion de raquis) compatible con signos focales o
multifocales de alteracion del SNC.

4. Parametros analiticos sanguineos basicos (hemograma completo, niveles plasmaticos
de proteinas totales, urea, creatinina, alanina aminotransferasa y glucosa) dentro de
rango de referencia.

5. Ausencia de enfermedades infecciosas endémicas: Leishmania infantum y Ehrlichia
canis.

6. Presencia de alteraciones en el estudio de RM (intracraneal /cervical/ toracolumbar:
lesiones hiperintensas potenciadas en T2) y/o el analisis del LCR compatibles con
MOD.

7. Ausencia de agentes infecciosos en LCR: moquillo canino, Leishmania infantum,
Toxoplasma gondii'y Neospora caninum.

8. Poseer determinacion de concentracion de lactato en LCR.

9. Disponerde informacion de la evolucion del paciente al finalizar el estudio.

10. En los pacientes con confirmacidn histopatoldgica de MOD sdlo necesitan poseer

determinacion de lactato en LCR para ser incluidos en el estudio.
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Los criterios de inclusion del grupo El se basaron en el consenso de la International Veterinary

314317,

Epilepsy Task Force

1. Perros que hubieran sufrido su primera convulsion entre los 6 meses y los 6 afos.

2. Exploracion fisica completa normal.

3. Exploracion neuroldgica completa (estado mental, marcha, propiocepcion, pares
craneales, reflejos espinales y palpacidn de raquis) sin alteraciones

4. Parametros analiticos sanguineos (hemograma completo, niveles plasmaticos de
proteinas totales, urea, creatinina, alanina aminotransferasa, glucosa, colesterol,
sodio, cloro, potasio, calcio, acidos biliares, fosfatasa alcalina, T4t y TSH) dentro de
rango de referencia.

5. Ausencia de enfermedades infecciosas endémicas: Leishmania infantum y Ehrlichia
canis.

6. Ausencia de alteraciones en RM intracraneal y en el analisis de LCR.

7. Ausencia de agentes infecciosos en LCR: moquillo canino, Leishmania infantum,

Toxoplasma gondii y Neospora caninum.

5.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Los criterios de exclusion del estudio para el grupo MOD fueron:

1. Ausencia de seguimiento del paciente.

2. Presencia de otras enfermedades concomitantes.

Los criterios de exclusion en el grupo El fueron:

1. Presencia de convulsiones los 15 dias previos a la realizacion de la RM y analisis de
LCR.

2. Padecer cualquier otra patologia desde el diagnostico hasta la finalizacion del estudio.
3. No permanecer vivos al finalizar el estudio.
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5.3. PROTOCOLO DE TRABAJO

En los pacientes atendidos en la consulta de Neurologia del HCVC susceptibles de formar

parte del grupo MOD (o del grupo control) en base a los hallazgos clinicos y de la exploracion

neuroldgica se realizé el siguiente protocolo de trabajo:

5.3.1. Analitica sanguinea

El estudio analitico se realizo en el Servicio de Biopatologia Clinica del HCVC.

Hemograma: los parametros del hemograma se obtuvieron en un analizador
hematoldgico basado en la tecnologia de la citometria de flujo laser (ADVIA 1209,
Siemens Healthineers, Munich, Alemania). El recuento diferencial leucocitario se

realizo a partir de un frotis sanguineo.

Perfil bioquimico: La valoracion de la concentracion plasmatica de urea, creatinina,
glucosa, colesterol y alanino aminotransferasa (ALT) se realizd con técnicas de
quimica seca y espectrofotometria de reflectancia (Sistema Reflotron®, Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). Para determinar la concentracion sérica de calcio
y fosfatasa alcalina se emplearon técnicas de quimica liquida espectrofotométricas
(O-cresoftaleina complexona y p-nitrofenol fosfato cinético, respectivamente) en kits
comerciales (Randox, Crumlin, Irlanda). Los acidos biliares totales se valoraron
mediante la técnica enzimatica ciclica espectrofotométrica (técnica de acidos biliares
de 5@ generacién, Diazyme Lab, Poway, California) y las proteinas plasmaticas totales
(sélidos totales) por refractometria (Clinical refractometer® Atago, Tokyo, Japon). El
ionograma (sodio, potasio, cloro) se obtuvo en un analizador idnico selectivo
(Microlyte 3+2° ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). La
determinacidon de proteinas totales se realizd mediante quimica liquida (Técnica

Biuret).

Perfil Tiroideo: las concentraciones plasmaticas de tiroxina (T4 total) y tirotropina
(TSH) se determinaron mediante inmunoensayos quimioluminiscentes en el
analizador Immulite 1000® (Siemens Healthineers, Munich, Alemania) validados para

la especie canina.
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5.3.2. Estudio de inmunofluorescencia indirecta en plasma o suero para descartar

enfermedades endémicas (Leishmania infantum y Ehrlichia canis)

El estudio se realizo en el HCVC en el Servicio de Diagndstico de Ehrlichiosis y Leishmaniosis
Canina de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid. Para la
determinacion de E.canis las diluciones empleadas fueron 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 y para
L. infantum, 1:50, 1:100, 1:200 Yy 1:400. Los controles positivos de E. canis y L. infantum
procedian de la seroteca de dicho servicio. La lectura de se realizé empleando un microscopio
de epifluorescencia Olympus BH-2® (Olympus Imaging America Inc.,, Center Valley,
Pennsylvania, Estados Unidos) con filtro azul, empleando el objetivo de 40X aumentos. Se
consideraron positivos a leishmaniosis los animales con titulos de anticuerpos = 1/100, y

positivos a erlichiosis los titulos = 1/80.

5.3.3. Procedimiento anestésico

Para realizar el estudio de RM y la extraccion de LCR, los pacientes fueron anestesiados por el
equipo clinico del Servicio de Anestesiologia del HCVC. Para establecer el protocolo
anestésico, los pacientes se dividieron acorde a la clasificacion de la American Society of

Anesthesiologists (ASA)*® de esta forma:

= Pacientes ASA [-ll: premedicacion con medetomidina (0,005-0,01 mg/kg)
[Domtor” (xmg/ml. 10 ml), ESTEVE. Laboratorios Dr. Esteve, Barcelona] +
metadona (0,3 mg/kg) intramuscular [Metasedin® (zomg/ml. 1ml), ESTEVE.
Laboratorios Dr. Esteve, Barcelona]; induccion con propofol (1-3 mg/kg) [Vetofol®
(10 mg/ml. 5o ml), ESTEVE. Laboratorios Dr. Esteve, Barcelona] mantenimiento
con anestésico inhalatorio isofluorano (1-2%) [ISOFLO® (100% p/p. 250 ml),

ESTEVE. Laboratorios Dr. Esteve, Barcelona].
* Pacientes ASA llI-IV-V: premedicacion con metadona (0,3 mg/kg) y/o midazolam
(0,3 mg/kg) intramuscular [Dormicum® (15mg/3ml. 5 ml), Roche S.A., Barcelona];
induccién y mantenimiento como ASA I-I1.
Durante la anestesia, todos los pacientes recibieron oxigenoterapia al 100%, ventilacion

mecanica [Matrx” VMS, Midmark Animal Health, UK; Ventilador Hallowell® EMC Modelo
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2000], fluidoterapia con solucién Ringer Lactato (5-10 ml/kg/h) [Fisiovet® (sooml), BBraun,
VetCare S.A., Barcelona] y monitorizacion de frecuencia cardiaca, presion arterial no invasiva
[PetMap® Graphic Il, Ramsey Medical Inc., USA], pulsioximetria [Pulsioximetro Oxy 3 Gima] y

capnografia [Vamos®, Drager, Germany].

5.3.4. Protocolo de RM

La RM se realizaron en el equipo Panorama 0.23T° (Philips Medical Systems, Paises Bajos) del

Servicio de Diagndstico por la Imagen del HCVC. El protocolo empleado fue:

* Secuencia TSE - T2 (Turbo Spin Echo potenciada en T2) en plano sagital.

= Secuencia TSE - T2 (Turbo Spin Echo potenciada en T2) en plano transversal.

* Secuencia FLAIR (Fluid Attenuation Inversion Recovery) en plano transversal.

=  Secuencia FFE3D - T2* (Fast Field Echo tridimensional potenciada en T2%) en
plano transversal.

= Secuencia SE - T2 (Spin Echo potenciada en T1) en plano transversal.

= Secuencia SE - T1 (Spin Echo potenciada en T1) en plano dorsal.

= Postcontraste: Secuencia SE - Ti (Spin Echo potenciada en Ti1) en plano
transversal

= Postcontraste: Secuencia SE - T1 (Spin Echo potenciada en T1) en plano dorsal.

(Contraste con gadolinio [Gadoteridol. Prohance® (Sol. 279,3 mg/ml), Laboratorios

Rovi, Madrid] (0,2.mmol/Kg).

5.3.5. Toma de muestra de LCR

Después del estudio de RM, el personal de la Consulta de Neurologia del HCVC procedio a la
extraccion del LCR siguiendo siempre el mismo procedimiento. Con el paciente bajo anestesia
general inhalatoria y colocado en decubito lateral, se prepard asépticamente la region
atlanto-occipital (rasurado y lavados con clorhexidina +/- etanol). Se elevo la nariz del paciente
hasta situar el plano sagital del morro paralelo a la mesa, se flexioné completamente el cuello
y se estiraron los pabellones auriculares rostralmente. La insercion de la aguja se efectud en el

centro del triangulo delimitado por la protuberancia occipital y los puntos mas prominentes
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de las alas

del atlas (cisterna cerebelomedular)*'. La extraccion de la muestra se realizd con

aguja espinal de 21 gauge y media pulgada, recolectandose 1,5- 2 ml de LCR en tubos de

EDTA [EDTA 3K®, Aquisel K3E, BD Diagnostic Systems, Argentina] y alicuotas en criotubos

sin medio;

6.3,6.by6

durante todo el procedimiento, se mantuvieron condiciones de esterilidad (Fig.

.0).

e

Fig. 6a. Referencias anatdmicas para Fig. 6b. Guantes Fig. 6¢. Recoleccion de

la extracc

muestra de LCR en
tubo de EDTA.

ion de LCR. estériles y aguja espinal
de 21 gaugey V2

5.3.6. Analisis LCR

5.3.6.1.

Analisis basico LCR: el LCR fue procesado en el Laboratorio de Biopatologia
Clinica del HCVC en un intervalo nunca superior a 30 minutos desde su obtencion.
En cada muestra se realizo un recuento de células totales y RTCN en un
hemocitémetro (Neubauer improved®, Brand), asi como un recuento diferencial de
células nucleadas (neutrdfilos, linfocitos, linfoblastos, monocitos y eosindfilos) y un
estudio morfoldgico de las células a partir de una preparacion citoldgica. Para ello,
se depositd en citoconos el volumen de LCR necesario para obtener en un
portaobjetos una monocapa de 8o x 103 células, siempre que la concentracion de
células lo permitiera, con suero heterdlogo canino al 20%, centrifugandose
posteriormente a 800 rpm, 10 min (Cytospin3®, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)). Las preparaciones citoldgicas se tifleron con May-
Grinwald-Giemsa. La concentracion de proteinas totales se realizo mediante

técnica espectrofotométrica del Rojo de Pirogalol, Randox, Crumlin, Irlanda.
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5.3.6.2. Enfermedades infecciosas en LCR: se realizaron PCR en LCR de moquillo canino,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Leishmania infantum en el Laboratorio del
Grupo de Investigacion de la UCM “Epicontrol- Carnivoros” y en Laboratorio de

diagndstico clinico veterinario LABOKLIN GmBH & Co. KG (Alemania).

En el Laboratorio del Grupo de Investigacion de la UCM “Epicontrol- Carnivoros” se

empleo el siguiente protocolo:

* [Leishmania infantum: la extraccion de ADN se realizd6 mediante el kit
QlAamp DNA Mini Kit” (QIAGEN)  siguiendo los protocolos definidos por
el fabricante. Todos los productos de la PCR fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa D1 Low EEO al 1,5% en tampon TAE 1x
(Roche 10X). Para su visualizacion se empled SYBR 10000X (Invitrogen,
Espaia) y un transiluminador de Bio-RAD. Las muestras con un tamaio de

353 pb fueron consideradas positivas a ADN de Leishmania.

= Toxoplasma gondii: este estudio se llevé a cabo mediante la amplificacion
de una secuencia del gen B1 de T. gondii, repetido 35 veces en el genoma
del parasito y conservado en las diferentes cepas. Esta PCR consta de dos
amplificaciones consecutivas, en la segunda de las cuales se utiliza como
muestra el producto amplificado de la primera. Los productos de PCR se
analizaron tras una electroforesis en gel de agarosa (BIO-RAD) al 2% en
tampon TBE y al que se afiadié bromuro de etidio (10 mg/ml) en una cubeta
de electroforesis horizontal SUB-CELL°GT (BIO-RAD). Los productos asi
tefiidos se visualizaron con luz ultravioleta mediante el sistema Gel Doc

2000 (BIO-RAD) utilizando el programa Quantity One 4.4.0 (BIO-RAD).

»  Neospora caninum: |la deteccion del ADN se llevé a cabo mediante una PCR
anidada para la region del ITS1 de N. caninum. En todas las reacciones se
utilizaron como testigo positivo el ADN obtenido de taquizoitos de N.
caninum y como negativo agua ultrapura estéril. Los productos resultantes
de la sequnda amplificacion de la PCR anidada (210 pb), se visualizaron en
un gel de agarosa al 1,8-2% tefiido con bromuro de etidio (0,2 pg/ml). En

cada pocillo del gel se anadieron 15 pl del producto amplificado en solucion
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de carga para ADN. Como marcador de tamafio molecular se utilizd un
patron de ADN comercial (DNA Ladder 1Kb plus, Gibco-BRL o DNA Ladder

100 pb, Biotools). EI ADN se visualizé con luz ultravioleta.

Tanto para N. caninum como para T. gondii la presencia de un fragmento de 194 pb
en la primera PCR indicé un resultado positivo a confirmar en la segunda
amplificacion. La presencia de un fragmento de 214 pb indico la amplificacion del
control interno, correspondiente a la zona amplificada del gen 3.3 de la histona
felina. El producto amplificado en la segunda PCR se considerd positivo si aparecia

una banda de 97 pb.

En el Laboratorio de diagndstico clinico veterinario LABOKLIN GmBH & Co. KG se

empleo el siguiente protocolo:

= Virus mogquillo canino: Method: TagMan real time PCR; Target: N-protein
encoding gene

= Neospora caninum:Method: TagMan real time PCR; Target: Nc5 gene

= Toxoplasma gondii: Method: TagMan real time PCR; Target: 529-bp repeat

element gene

5.3.6.3. Determinacion de biomarcadores: se determinaron los siguientes biomarcadores:

* Lactato en sangre completa y en LCR: Inmediatamente después de la
extraccion de LCR, se obtuvo una muestra sanguinea de 1 ml por
venopuncion yugular. A continuacion, se determinaron los niveles de
lactato en LCR (L-LCR) y sangre completa (L-SANG) mediante un

Lactatimetro Accutrend Analyzer Roche” (Fig.7).

Fig 7. Accutrend Analyzer Roche . Determinacion de L-LCR y L-SANG

142



Material y métodos

= Alanina, colina, creatina, glucosa, glutamato, glutamina, lactato,
lipidos, mioinositol, N-acetil-aspartato, taurina mediante
espectroscopia “in vitro” de LCR *HNMR: Previo al analisis se dejo que las
muestras congeladas alcanzaran temperatura ambiente
(aproximadamente 20 min). Las muestras se prepararon poniendo en un
capilar de 3mm una alicuota de 120 pL de LCR y 6opL de una disolucion
0.1 mM de acido trimetilsilil propionato- TSP en deuterio20- D2o. Los
analisis de proton se realizaron en el CAl de RMN de la UCM en el equipo
Bruker AVs5oo equipado con una sonda de deteccion inversa TXI con
gradientes en z. Las muestras se registraron a 298K en capilares de
3mm. Los espectros fueron adquiridos y procesados utilizando el software
de Bruker Topspin 2.1 pL8. La secuencia de pulsos utilizada es la secuencia
de presaturacion de Bruker: noesyprad. Los principales parametros de
adquisicion son 256 acumulaciones, ventana espectral de 15 ppm con un

tiempo de relajacion de ss.

La base de datos empleada para identificar los metabolitos fue Biological

Magnetic Resonance Data Bank (http://bmrb.wisc.edu/)

El procesado de imagenes de espectros se realizd con el programa

NMRnotebook 2.80° 2000-2011 NMRTEC S.A.S.

5.4. TRATAMIENTO

En todos los pacientes en los que se instaurd tratamiento, el farmaco comun fue prednisona

via oral administrado segun el siguiente protocolo:

e 1,5-2mg/kg/24h durante 4 semanas.
e 1mg/kg/24h durante 4-6 semanas.

e 0,75 mg/kg/24h durante 4-6 semanas.
e 0,5 mg/kg/24h durante 4-6 semanas.
e 0,25 mg/kg/24h durante 4-6 semanas.
e 0,25 mg/kg/48h durante 4-6 semanas.

e 0,25 mg/kgf72h durante 4- 6 semanas.
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e 0,1 mg/kg/72h durante 4-6 semanas.

e Suspension.

La disminucion de la dosis se realizd siempre que fuera posible, si no habia empeoramiento de
los signos clinicos, hasta suspender la administracion del farmaco. Si el paciente presentaba
signos de recaida, tras una reduccion de la dosis, se reiniciaba el tratamiento con la dosis

inmediatamente anterior y se buscaba la dosis minima efectiva.
El tratamiento con prednisona se completd si era necesario con:

> Arabindsido de citosina [Citarabina®. Polvo y disolv. para sol. iny. 500 mg. Laboratorio
PFIZER] a una dosis de 50 mg/m?®/12h subcutanea durante 2 dias. Se realizaron 4 ciclos
cada 3 semanas para, posteriormente, ir espaciando los mismos a 4 ciclos cada 4

semanas, 4 ciclos cada 5 semanas, 4 ciclos cada 6 semanas y asi sucesivamente®®.

> Ciclosporina [Atopica’ 25 mg, capsulas; Laboratorio NOVARTIS] a razén de s
mg/kg/12h via oral Se realizé una reduccion paulatina de un 25% mensualmente hasta

suspender o alcanzar la dosis minima efectiva.

5.5. SEGUIMIENTO

En funcidn de la respuesta al tratamiento, los pacientes se clasificaron como curados (animal
libre de enfermedad sin tratamiento), estables con tratamiento (animal sin signos graves de
enfermedad, pero que necesita tratamiento médico crénico), sin respuesta al tratamiento

(ausencia de respuesta favorable en 1 mes).

Se registraron los pacientes que presentaron recaidas de la enfermedad por reaparicion de los

signos clinicos después de un periodo de mejoria.

Se analizo el tiempo de supervivencia de los pacientes a nivel global y a los 7 dias y se registré

si la causa de fallecimiento fue la MOD o debido a otras causas no relacionadas.

Todos los datos obtenidos de los pacientes y los resultados del plan de trabajo realizado se

registraron en una base de datos disefiada con el programa Microsoft Excel version
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14.0.7182.5000; Microsoft Office Professional Plus® 2010. Se elabord una base de datos con

los siguientes parametros:

» Paciente: raza, peso, sexo, edad en afos, peso en kg.

» Analitica sanguinea: antigledad inferior a 1 mes. Hematocrito (%), proteinas totales

(g/dl), leucocitos, (células/uL), neutrdfilos (células/uL), cayados (células/uL) y lactato

(mg/dl).

» Signos clinicos: presencia o ausencia de alteracion mental, alteracion del

comportamiento, convulsiones, signos multifocales, déficit visual, alteracion de otros

pares craneales, marchas en circulo, pressing, alteracion cerebelar, dolor cervical,

dolor en otros puntos de raquis, hemiparesia, paraparesia y/o tetraparesia; se registro,

ademas, la duracion de los signos clinicos previos al diagnoéstico en dias.

> Hallazgos de RM: presencia o ausencia de lesion focal, difusa o multifocal,

desplazamiento de la linea media, efecto masa, ventriculomegalia, lesion encefalica,

lesion en tronco encefalico, lesion cerebelar, lesion medular, herniacion cerebral,

herniacidn transtentorial, herniacion foramen magno, captacion de contraste lesional,

captacion de contraste meningeo, pérdida surcos cerebrales, afectacion de fosa

rostral, afectacion de fosa caudal, sindrome de Chiari, siringohidromielia, afectacion

de sustancia blanca, afectacion de sustancia gris y edema perilesional.

» Analisis de LCR:

O

Analisis basico: proteinas totales (mg/dl), RTCN (cél/ul), neutrdfilos (%),
neutrofilos degenerados (%), linfocitos (%), linfocitos activados (%),
linfoblastos (%), monocitos (%), monocitos activados (%), eosindfilos (%).

Biomarcadores: alanina, citrato, colina, creatina, glucosa, glutamato,

glutamina, lactato, N-acetilaspartato, mioinositol, lipidos, taurina, valina.

» Tratamiento:

O

Farmacos empleados (prednisona + arabindsido de citosina (grupo A);
prednisona +/- ciclosporina (grupo B); sin tratamiento (grupo C)).
Tratamiento previo al diagnostico.

Tratamiento corticoide previo al diagndstico.
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o Respuesta inicial al tratamiento (respuesta favorable en 48h).
o Presencia de recaida.
o Respuesta global al tratamiento: curado, estable con tratamiento y sin

respuesta al tratamiento.

» Supervivencia (dias).

» Causade la muerte: MOD o no relacionada.

Sélo en tres pacientes se pudo repetir la RM y analisis de LCR de control a los 8 meses del

diagndstico con el fin de suspender el tratamiento instaurado. En estos pacientes se realizo el

mismo protocolo que en el inicio del diagndstico y se analizaron las mismas variables.

5.6. EUTANASIA

En 6 pacientes se practicd la eutanasia humanitaria en funcién de los hallazgos de RM y
estado general del paciente. La eutanasia se realizd con Pentobarbital sodico 20 g [Dolethal®.
Laboratorio VETOQUINOL E.V.S.A.]. El andlisis de LCR en estos pacientes, previo
consentimiento informado de los propietarios, se llevd a cabo recién eutanasiados con una
demora nunca superior a 10 sequndos desde la parada cardiorrespiratoria de los pacientes. No
se realiz6 con los pacientes vivos para evitar complicaciones derivadas de la técnica. El analisis

de L-SANG en estos pacientes siempre se realizo con los pacientes vivos.

5.7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizo en el Centro de Calculo UCM (SITIO). El paquete estadistico
empleado fue Statistical Package for the Social Science (SPSS) version 22 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA)y SAS version g.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).

Se realizd un analisis descriptivo que incluye media, desviacion estandar (DS), maximo,

minimo y mediana de las variables cuantitativas (edad, tiempo de supervivencia, parametros
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sanguineos [hematocrito, lactato, proteinas totales plasmaticas, recuentos de gldbulos
blancos y cayados, lactato] y parametros en LCR [lactato, proteinas totales, RTCN y recuento
diferencial]).En el analisis descriptivo de las variables categodricas se evaluo la frecuencia y

porcentaje de:

» Signos clinicos y hallazgos de RM enumerados previamente.

» Tratamiento: tipo de tratamiento, tratamiento previo al diagndstico, tratamiento con
corticoides previo al diagndstico, respuesta favorable al tratamiento en 48h,
respuesta global al tratamiento (curado, estable con tratamiento y desfavorable).

» Recaidas.

» Vivo al finalizar el estudio.

» Muerte por MOD.

Las comparaciones entre variables se realizaron mediante el test de suma de rangos de
Wilcoxon, test Kruskall Wallis, test de Chi-cuadrado y el coeficiente de correlacion de
Spearman. En el test de Spearman se considera las siguientes correlaciones: fuerte-perfecta

(0,76-1,0), moderada-fuerte (o,51- 0,75), débil (0,26-0,5), escasa o nula (o- 0,25).

Se evalua el tiempo de supervivencia global y a los 7 dias con las correspondientes curvas de
Kaplan- Meier para todas las variables; en la variable L-LCR y L- SANG se realiza punto de

corte en 4 mmol/L, en proteinas totales en LCR en 30 mg/dl y en RTCN en 100 cel/pl.

En todos los casos, se consider6 que los resultados son estadisticamente significativos si p<

0,05.
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6 RESULTADOS
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Resultados

6.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

En el estudio se incluyen un total de 56 perros. 45 pertenecen al grupo objeto de estudio

(grupo MOD) y 11 al grupo control (grupo El).

6.1.1 Grupo El (N=11)

6.1.1.1

6.1.1.2

6.1.1.3

6.1.1.4

6.1.1.5

6.1.1.5.1

6.1.1.5.2

Reseia de los pacientes: Este grupo lo constituyen 10 machos y 1 hembra con
edades medias de 4,7+ 2,6 afos. El peso medio de los pacientes es de 23+ 9,48 kg.
Las razas incluidas en este grupo y sus porcentajes son: mestizo (37%), Labrador
retriever y Bulldog francés (18%) y Alaskan malamute, Perro de aguas y Pastor

aleman (9%).

Signos clinicos: el 100% de los pacientes presentaron convulsiones.

Hallazgos de RM: sin hallazgos en el 100% de los casos.

Analisis sanguineo: Las medias, DS, minimos y maximos de los parametros

sanguineos se resumen en la Tabla 11.

Analisis de LCR:

Anadlisis basico de LCR: las medias, DS, minimos y maximos de los parametros
estudiados se resumen en la Tabla 12.

*HNMR metabolitos: en todos los pacientes incluidos en este grupo se pudo
realizar esta técnica. Las frecuencias de resonancia de los espectros se muestran
en ppm en el eje X. Para facilitar la explicacion de los espectros, se ilustran de
manera conjunta con los espectros de referencia obtenidos de la Biological

Magnetic Resonance Data Bank (http://bmrb.wisc.edu/) junto con sus picos (Fig.

8). El espectro del etanol empleado en la desinfeccion del area de extraccion del
LCR se muestra en la Fig. 9 y también como parte de los espectros de referencia. El
resto de los espectros de resonancia de los pacientes del grupo El se muestran en

las Fig. 10-11
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6.1.1.6 Supervivencia: todos los pacientes permanecen vivos al finalizar el estudio (mayo

2017).

Tabla 11. Resultados analisis sanguineos grupo El

N Media DS Minimo Maximo
Htc (%) 11 42,6 7,08 35,1 55,2
PT (mg/dl) 11 6,35 1,01 4,5 7,6
SANGRE  Gldbulos blancos (cel/pl) 11 11.425 7.250 6.100 14.900
Segmentados (cel/ul) 11 8.850 2.050 4.270 11.560
Cayados (cel/ul) 11 o) 0 o) o
Lactato (mmol/L) 11 1,74 0,83 0,9 3,9

Htc: hematocrito; PT: proteinas totales; N: tamafio muestral; DS: desviacion estandar.

Tabla 12. Resultados analisis basico LCR grupo EI.

Media DS Minimo Maximo

Lactato (mmol/L) 11 2,78 0,57 2,10 3,8
PT (mg/dl) 11 24,56 6,43 14,3 30,7
RTCN (cel/ul) 11 0,72 0,78 o 2
Neutrofilos (%) 11 na na na na
LCR Linfocitos (%) 11 na na na na
Linfocitos activados (%) 11 na na na na
Linfoblastos (%) 11 na na na na
Monocitos (%) 11 na na na na
Monocitos activados (%) 11 na na na na
Eosinofilos (%) 11 na na na Na

PT: proteinas totales; RTCN: recuento total de células nucleadas; N: tamafio muestral; DS: desviacion estandar.
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6.1.2 Grupo MOD (N= 45)

6.1.2.1 Reseiia de los pacientes: Este grupo lo constituyen 20 hembras y 25 machos con

edades de 6,6 + 3,9 aiflos y un peso medio de 7,3 * 5,5 kg. Las razas incluidas en este

grupo y sus porcentajes se muestran en la Fig. 12.

Yorkshire
terrier
26,66%

Bichén frances _
Caniche
Pomerania

4, 44%

Bichén maltes

Carlino .
6,67% Mestizo
1

24,44%

Bulldog francés
13,33%

Fig. 12. Razas incluidas en el grupo MOD y sus porcentajes.
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6.1.2.2 Signos clinicos: los signos clinicos y sus porcentajes se muestran en la Fig. 13. La
duracion media de los signos clinicos previos al diagndstico varié de 1 a 450 dias con

una media de 10 dias.

%

5o
45
40
35
30
25
20
15
10

o

Fig. 13. Tipo y frecuencia de signos clinicos en el grupo MOD

En las Fig. 14- 31 se ilustran los signos clinicos estudiados (todas las imagenes y videos
corresponden a pacientes incluidos en el estudio). Para ver los videos ha de emplearse un

lector de cddigos bidi o QR:

Fig. 14. Sindrome vestibular central severo. Fig. 15. Estrabismo vestibular ventro- lateral
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Fig. 16. Video sindrome Fig. 17. Video nistagmo Fig. 18. Video marcha en
vestibular central severo vestibular vertical. circulos y pressing.

paciente Fig. 14.

[m] 3t

Fig. 19. Video dolor cervical. Fig. 20. Video alteracion del
estado mental (estupor).

Fig. 22. Video convulsiones Fig. 23. Video ceguera

tonico- clénicas generalizadas. bilateral y midriasis con
pupilas arreactivas.

Fig. 21. Video convulsiones
parciales.
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Fig. 24. Otros pares (paralisis bilateral del
trigémino).

Fig. 26. Video paparesia no
ambulatoria. Silla ruedas.

Fig. 29. Video tetraparesia

ambulatoria.

Fig. 27. Video alteracion
cerebelar (hipermetria).

Fig. 30. Video alteracion del
comportamiento.

Fig. 25. Otros pares (anisocoria).

[al-

Fig. 28. Video alteracion
cerebelar (temblor de
intencion).

Fig. 31. Video hemiparesia

izquierda.
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6.1.2.3 Hallazgos de RM: se realizd RM en 43 de los 45 pacientes. Los principales hallazgos

encontrados y sus porcentajes se esquematizan en las Fig. 32- 36.

difuso
14 % multifocal
44 %

blanca
R 56%

Fig. 32. RM: Distribucion de las lesiones. Fig. 33. RM: Afectacion de sustancia.

* fosa caudal

23%
medular

19% encéfalo

47%

fosarostral
tronco 77%
encefalico
25%

Fig. 34. RM Localizacion. Fig. 35. RM Afectacion de fosa.
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! ANANRE:

£

—

Fig. 36. RM: Caracteristicas y frecuencias de las lesiones.
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En las Fig. 37- 56 se ilustran las imagenes de los hallazgos de resonancia incluidos en el estudio

(todas las imagenes corresponden a pacientes incluidos en el estudio):

Fig. 37. Imdgenes de RM post contraste en secuencia Spin-Echo (SE) potenciadas en Tz (a) en plano

sagital y (b) en plano transversal. Lesiones multifocales en cerebro, cerebelo, tronco encefalico y
médula espinal.

Fig. 38. Imagen de RM postcontraste en secuencia Turbo
Spin-Echo (TSE) potenciada en T1 en plano sagital. Lesion
focal en encéfalo.

Fig. 39. Imagen de RM FLAIR en
plano transversal. Lesion difusa.
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Fig. 40. Imagen de RM TSE potenciada en T2 en Fig. 41. Imagen de RM TSE potenciada en
plano transversal. Afectacion sustancia blanca. T2 en plano transversal. Afectacion
sustancia gris.

Fig. 42. Imagen de RM FLAIR en plano
transversal. Lesion en cerebelo.

Fig. 43. Imagenes de RM (a) TSE potenciada en T2 en plano sagital; (b) FLAIR en plano transversal.

Lesion extensa en tronco encefalico con siringomielia obstructiva.
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Fig. 44. Imagen de RM post contraste TSE potenciada en Tz en plano sagital.
Lesion medular leve.

Fig. 45. Imagen de RM (a) TSE potenciada en T2 en plano sagital; (b) postcontraste TSE potenciada en
T1 en plano sagital. Lesion medular extensa.

Fig. 46. Imagenes de RM TSE potenciadas en T2 en secuencia transversal. (a) Sistema ventricular
normal y surcos cerebrales normales; (b) Pérdida de surcos cerebrales y dilatacion ventricular.
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Fig. 47. Imagenes de RM SE potenciada en T1 en secuencia transversal (a) precontraste; (b)
postcontraste. Captacion de contraste perilesional.

Fig. 48. Imagenes de RM SE potenciadas en T1 en secuencia transversal (a) precontraste; (b)

postcontraste. Contraste mem’ngeo.

Fig. 49. Imagenes de RM (a) postcontraste TSE potenciada en T1 en secuencia transversal. Lesion focal
con captacion de contraste; (b) TSE potenciada en T2 en secuencia transversal. Edema perilesional
severo.
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Fig. 50. Imagenes de RM TSE potenciadas en T2 en (a) secuencia sagital y transversal (b). Efecto masa,
herniacion cerebelar y siringomielia obstructiva asociada.

Fig. 51. Imagenes de RM TSE potenciadas en T2 en plano sagital. (a) Herniacion cerebral,
transtentorial y cerebelar; (b) Herniacion cerebelar.

Fig. 52. Imagen de RM en secuencia Fast Field- Echo

3D (FFE3D) potenciada en T2 en plano sagital.
Desplazamiento linea media.
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Fig. 53. Imadgenes de RM TSE potenciadas en T2 en plano sagital. (a) Siringomielia obstructiva leve y
severa (b).

Fig. 54. Imagen de RM FFE3D potenciada en T2 Fig. 55. Imagen de RM SE potenciada en T1

en plano sagital. Componente quistico. en secuencia transversal. Componente
hemorragico.

Fig. 56. Imagen de RM TSE potenciada en T2 en plano sagital.
Sindrome de Chiari y siringomielia.
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6.1.2.4 Analisis sanguineo: Aunque todos los animales incluidos en el grupo MOD
presentaron analitica sanguinea normal sélo se incluyeron el analisis estadistico los
valores sanguineos de las analiticas con una antigiedad inferior a 1 mes del
momento del diagnostico. Las medias, DS, minimos y maximos de los parametros se

resumen en las Tabla 13.

Tabla 13. Resultados analisis sanguineos del grupo MOD

DS Minimo Maximo

Htc (%) 27 47,10 5,41 36 61,40
PT (mg/dl) 25 6,71 0,65 5,40 8
SANGRE  Gldbulos blancos (cel/pl) 26 9.437,9  3.537,7 5.800 16.920
Segmentados (cel/ul) 23 6.659,2 2.150 3.465 11.954
Cayados (cel/ul) 23 29,14 61,34 0 196
Lactato (mmol/L) 41 2,77 2,43 o 13,20

Htc: hematocrito; PT: proteinas totales; N: tamafo muestral; DS: desviacion estandar.
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6.1.2.5 Analisis LCR:

6.1.2.5.1 Analisis bdsico: Las medias, DS, minimos y maximos de los parametros se
resumen en las Tabla 14.

Tabla 14. Resultados analisis basico LCR del grupo MOD.

N Media DS Minimo Maximo
Lactato (mmol/L) 45 4,10 2,31 1,80 13
PT (mg/dl) 40 57,80 38,12 17 174,70
RTCN(cel/pl) 43 114,91 318,04 o 1720
Neutrofilos (%) 43 7,43 14,80 0 61
Linfocitos (%) 43 15,35 22,89 0 86
LCR Linfocitos activados (%) 43 22,02 31,9 0 91
Linfoblastos (%) 43 2,62 3,58 0 13
Monocitos (%) 43 4,02 10,23 o 48
Monocitos activados (%) 43 28,091 28,091 o 81
Eosindfilos (%) 43 0,26 1,13 0 7

PT: proteinas totales, RTCN: recuento total de células nucleadas; N: tamafio muestral; DS: desviacion estandar.
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La pleocitosis mas frecuentemente observada en este estudio es la linfocitica (37% de
pacientes) (Fig. 58), seguida de monocitica (35%) (Fig. 59) y mixta (28%) (Fig. 60); (Fig. 57: LCR

sin alteraciones)

Fig. 57. LCR sin alteraciones. Presencia de
escasas células mononucleares sin activacion.

Fig. 58. Pleocitosis linfocitica. Fig. 59. Pleocitosis monocitica.

Fig. 60. Pleocitosis mixta.
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6.1.2.5.2 *HNMR metabolitos: en 30 de los 45 pacientes se pudo realizar esta técnica. El
espectro del eutanasico administrado (Dolethal®)se muestra en la Fig. 61. Los

espectros de los principales metabolitos en relacion con los espectros de referencia

se muestran en las Fig. 62-66 .

e () BIE
- 0,776

— 4,075
— 3,933

Fig. 61. Espectrograma del Dolethal.
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Fig. 62. Espectrogramas de pacientes grupo MOD (parte 1).
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Fig. 64. Espectrogramas de pacientes grupo MOD (parte 2).
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Fig. 65. Espectrogramas de pacientes grupo MOD (parte 3).
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Fig. 66. Espectrogramas de pacientes grupo MOD (parte 4).
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6.1.2.6 Tratamientos:

» Tratamientos recibidos previos al diagnostico en otros centros:
v El 37,21% de los pacientes recibieron tratamiento previo al diagnoéstico y de
ellos el 41,86% habia sido tratado con glucocorticoides sin disponer de un

diagnostico definitivo.

» Tratamientos instaurados una vez diagnosticados:
v El 56,41% (22/45) de los pacientes se trataron con prednisona + arabindsido de
citosina (grupo A).
v El 43,59% (17/45) con prednisona +/- ciclosporina (grupo B).
v El 13,33% (6/45) de los pacientes no recibieron tratamiento por realizarse la

eutanasia humanitaria en el momento del diagnoéstico (grupo C).

> EI 66,67% de los pacientes tratados tuvo una respuesta favorable en los primeros 7

dias independientemente del tipo de tratamiento administrado.
» Los niveles de L-SANG y L-LCR en los distintos grupos de tratamiento fueron (Tabla

15) (Fig. 67):

Tabla 15. Concentraciones de L-SANG y L-LCR (mmol/L) en funcién del

grupo del tratamiento.

Tratamiento N Variable Media DS Minimo Maximo

A 22 L-SANG 22 2,37 1,42 0,80 7,50
L-LCR 22 3,25 0,92 1,80 6,30
B 17 L-SANG 16 2,53 2,29 o 8,10
L-LCR 17 4,36 2,69 2,0 13,00
C 6 L-SANG 3 7,00 5,37 3,70 13,20
L-LCR 6 6,47 3,20 4,20 12,30

N: tamafio muestral; DS: desviacién estandar; L-SANG: lactato sanguineo; L-LCR: lactato
en liquido cefalorraquideo; A: prednisona + arabindsido de citosina; B: prednisona +
ciclosporing; C: sin tratamiento.
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ml SANG wlL LCR

Fig. 67. Esquema de las concentraciones medias de L-SANG y L-LCR (mmol/L)
segun el tipo de tratamiento. (A: prednisona + arabindsido de citosina; B: prednisona
+ ciclosporina; C: sin tratamiento.)

6.1.2.7 RM y analisis de LCR de control.

Sélo en tres pacientes, todos incluidos en el grupo B de tratamiento, se consiguio repetir RM y
analisis de LCR a los 8 meses del inicio del tratamiento. Los valores analiticos sanguineos,
analisis basico de LCR, signos clinicos y resumen de los hallazgos de RM en el momento del
diagndstico y en el control posttratamiento se resumen en las Tablas 16, 17y 18. Las imagenes

de RM en el diagndstico y control de cada paciente se muestran en las Fig. 68- 70.

Tabla 16. Resultados analisis sanguineos en el momento del diagnostico y en el control
posttratamiento

BOCA  BOCA

([6%9) c(tto)

Hic (%) 39,5 37,5 42,8 395 52,4
PT (mg/dl) 7,4 6,8 6,14 6,8 6,6
SANGRE Globulos blancos (cel/pl) 12,200 10,200 4,820 5,300 16,920
Segmentados (cel/pl) 5,734 5,340 3,465 3,650 ND
Cayados (cel/ul) 122 0 o o ND
Lactato (mmol/L) 1,8 1,7 1,3 1,2 o)

48

6,5
15,250
ND
ND

19

Htc: hematocrito; PT: proteinas totales; d(x): diagnéstico; c(tto): control postratamiento.
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Tabla 17. Resultados analisis basico LCR en el momento del diagndstico y en el control
postratamiento.

BOCA BOCA LOLA LOLA MUSA MUSA

d(x) c(tto) f[6%) c(tto) d(x) c(tto)

Lactato 4,1 34 3,7 3,5 2 1,9
PT (mg/dL) 119 31,5 49 ND 23,5 22
RTCN(cel/pl) 722 8 54 8 19 o
Neutrofilos (%) o o 2 6 34 o
LCR Linfocitos (%) o 8o o o o o
Linfocitos activados (%) 87 o) 91 73 15 o
Linfoblastos (%) o 0 2 6 0 0
Monocitos (%) o] o 5 o 2 0
Monocitos activados(%o) o 15 13 20 49 0
Eosindfilos ) 0 o o) 0 0

LCR: liguido cefalorraquideo; PT: proteinas totales; RTCN: recuento total de células nucleadas; d(x): diagnéstico;
c(tto): control posttratamiento.

Tabla 18. Signos clinicos y hallazgos de RM en el momento del diagnéstico y en el control
posttratamiento.

BOCA

c(tto)

Signos Déficit visual NO Déficit visual NO Dolor cervical NO
clinicos Otros pares Dolor otros raquis
Focal Multifocal Persisten,
Encéfalo Encéfalo pero en Dilatacion NO
RM Fosa rostral NO Fosa rostral menor ventricular
Contraste Sust. blanca grado
perilesional Sust. gris
Sust. Blanca

d(x): diagndstico; c(tto): control postratamiento; Sust: sustancia
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Fig. 68. BOCA. Imagenes de RM SE potenciada en T1 en plano sagital postcontraste (a) Diagndstico:
Neuritis Optica bilateral; (b) Control posttratamiento: normal.

Fig. 69. LOLA. Imagenes de RM TSE potenciadas en T2 en plano transversal. (a) Diagndstico: Cambios
multifocales con afeccion principalmente de la materia blanca y pérdida de surcos cerebrales. (b)
Control posttratamiento: la extension de los cambios de sefial es menor, mejor diferenciacion entre
materia gris y blanca y aumento de grosor de los surcos cerebrales.

Fig. 70. MUSA. Imagenes de RM TSE potenciadas en T2 en plano transversal (a) Diagndstico:

dilatacion ventricular. (b) Control posttratamiento: sistema ventricular normal.

179



Resultados

Los espectros obtenidos mediante *HNMR superpuestos con los espectros en el momento del

diagndstico se muestran en las Fig. 71-73.
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Fig. 71. BOCA. Espectros superpuestos diagnostico y control posttratamiento (8 meses).
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Fig. 72. LOLA. Espectros superpuestos diagnostico y control posttratamiento (8 meses).
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6.1.2.8 Evolucion de la enfermedad (Fig. 74):

> Enel 20% de los pacientes tratados se consiguio la curacion del proceso.
» El 44,44% permanecieron estables con tratamiento.

» El35,56% de los pacientes no presentaron respuesta favorable al tratamiento en el

primer mes.

curados
20%

desfavorable
35,56 %

estables
tratamiento

44, 44%

Fig. 74. Evolucion de la enfermedad.

El 24,44% de los pacientes estables sufrieron una recaida de la enfermedad.

6.1.2.9 Supervivencia: el tiempo de supervivencia oscild entre o y 2511 dias con un tiempo
medio de 579,33 dias, independientemente del tratamiento. 14 de los 45 pacientes
(31,21%) estaban vivos al finalizar el estudio. De los 31 pacientes fallecidos, 6
(19,35%) lo hicieron por causas ajenas a la MOD (atropello, ahogamiento en piscina,

enfermedad renal cronica, insuficiencia cardiaca y bronconeumonia).

Las medias, DS, minimos y maximos de los pardmetros sanguineos y de LCR en los

pacientes con supervivencia <7 dias o >7 dias se muestran en la Tablas 19y 20.
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Tabla 19. Analisis sanguineo en pacientes con supervivencia inferior o superior a 7
dias.

ANALISIS SANGUINEO DS Minimo Maximo

Supervivencia menor o igual a 7 dias (N=11)

Htc (%) 5 46,55 3,86 42,84 53
PT (mg/dI) 5 6,72 0,99 5,40 8
Globulos blancos (cel/ul) [ 10.060 3.305 5.500 13.900
Segmentados (cel/ul) 5  8.051,6 3.390 3.520 11.954
Cayados (cel/ul) 5 39,20 87,65 o 196
Lactato (mmol/L) 5 6,27 3,50 3,70 13,20

Supervivencia mayor de 7 dias (N=34)

Htc (%) 22 47,23 5,78 36 61,40
PT (mg/dl) 20 6,70 0,57 5,80 7,80
Globulos blancos (cel/ul) 21 9.289 3.652 5.800 16.920
Segmentados (cel/pl) 18  6.272,4 1.597,9 3.465 10.090
Cayados (cel/pl) 18 26,35 54,99 o) 186
Lactato (mmol/L) 34 2,05 1,35 o} 7,50

Htc: hematocrito; PT: proteinas totales; N: tamafio muestral; DS: desviacion estandar

182



Resultados

Tabla 20. Analisis basico de LCR en pacientes con supervivencia inferior o superioray
dias.

ANALISIS LCR N Media DS Minimo Maximo

Supervivencia menor o igual a 7 dias (N=11)

Lactato (mmol/L) 11 6,84 3,17 4,20 13
PT (mgy/dl) 9 72,23 53,89 27 174,70
RTCN(cel/pl) 10 127,40 337,04 o 1.085
Neutrofilos (%) 10 9,80 20,72 o 61
Linfocitos (%) 10 13,50 18,48 0 46
Linfocitos activados (%) 10 14,90 31,70 o 84
Linfoblastos (%) 10 2,10 2,69 o 7
Monocitos (%) 10 6 15,23 o} 48
Monocitos activados (%) 10 23,30 27,66 o} 75
Eosinofilos (%) 10 o o o o
Lactato (mmol/L) 34 3,21 0,88 1,8 6,30
PT (mg/dl) 33 53,61 32,15 17 119
RTCN(cel/pl) 33 111,12 317,40 o 1720
Neutrofilos (%) 33 6,71 12,83 o 54
Linfocitos (%) 33 15,91 24,30 o} 86
Linfocitos activados (%) 33 24,18 32,24 o 91
Linfoblastos (%) 33 2,77 3,83 o 13
Monocitos (%) 33 3,42 8,40 o} 40
Monocitos activados (%) 33 30,61 29,48 o} 81
Eosinofilos (%) 33 0,33 1,27 o 7

PT: proteinas totales; RTCN: recuento total de células nucleadas; N: tamafo muestral, DS: desviacién
estdandar.
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6.2 COMPARACION DE GRUPOS (MOD -El)

6.2.1 Resefna

Existen diferencias estadisticamente significativas (p<o,0001) en el peso de los pacientes,

presentando un peso mayor los pacientes del grupo El.

6.2.2 Analitica sanguinea

No se encontraron diferencias entre los grupos en ninguno de los parametros sanguineos

evaluados, incluyendo el lactato

6.2.3 Analisis de LCR

6.2.3.1 Analisis basico LCR

Los valores de proteinas totales, RTCN, neutrdfilos, linfocitos, linfocitos activados,
linfoblastos, monocitos activados y L-LCR, estan aumentadas en los pacientes del grupo MOD

con respecto al grupo El y este aumento es estadisticamente significativo (Tabla 21).

Tabla 21. Comparacion del analisis basico de LCR entre el grupo El y MOD

Parametro Grupo El Grupo MOD Valor de p

(media = DS) (media £ DS)

PT (mg/dl) 24,56 + 6,43 57,80 £ 38,12 p< 0,0007
RTCN (cél/ul) 0,72 0,78 114,91 + 318,04 p< 0,0001
Neutrofilos (cél/ul) 0 7,43 = 14,80 p<o0,01
Linfocitos (cél/ul) o) 15,35 + 22,89 p<o0,01
Linfocitos activados (cél/ul) o) 22,02 +31,9 p<o0,01
Linfoblastos (cél/ul) o) 2,62+3,58 p< 0,0047
Monocitos activados (cél/ul) o 28,91+ 28,01 p< 0,0009
Lactato (mmol/L) 2,78 £ 0,57 4,10 2,31 p< 0,01

PT: proteinas totales; RTCN: recuento total de células nucleadas; cél: células. DS: desviacion estdndar.

No existen diferencias en el recuento de monocitos ni eosinofilos.
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6.2.3.2 *HNMR metabolitos

No se encontraron diferencias entre los espectros del grupo El y MOD (Fig. 75). La grafica de
puntos no permite diferenciar los pacientes con epilepsia idiopatica de los pacientes con
MOD. La mayoria de los pacientes convergen en un punto que imposibilita la clasificacion de

los mismos en el grupo El o MOD.

Scores Plot
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Compaonant 1 { 36.7 %)

Fig. 75. Diagrama de puntos para espectros "HNMR: Pacientes grupo El y grupo MOD.
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6.3 CORRELACIONES Y COMPARATIVAS GRUPO MOD

6.3.1 Correlaciones entre las variables paramétricas

6.3.1.1 Resefia

Existe una correlacion positiva débil entre la edad y el L-LCR (S= 0,40394; p< 0,0059), asi como
entre el peso y L-LCR (S= 0,38529; p< 0,0090). Los pacientes con mas edad y de mayor peso

tienen L-LCR superiores.

6.3.1.2 Analitica sanguinea

Se ha encontrado una correlacion positiva fuerte-moderada entre el L-SANG y el L-LCR (S=
0,63557; p< 0,0001). Los pacientes con L-SANG elevado tienen también concentraciones

elevadas de L-LCR.

El hematocrito presenta una correlacion negativa débil con el L-LCR (S= -0,42442; p<0,0273).

A menor hematocrito, mayor concentracion de L-LCR.

6.3.1.3 Analisis de LCR

La concentracion de proteinas totales en LCR muestra una correlacion positiva débil con el L-

LCR (5=0,32495; p< 0,0408). Los pacientes con proteinas aumentadas presentan una

concentracion de L-LCR mayor.

6.3.1.4 Tiempo de supervivencia

Existe una correlacion negativa fuerte-moderada entre el tiempo de supervivencia y el L-LCR

(S= -0,50210; p< 0,0004) asi como una correlacion negativa débil entre el tiempo de

supervivencia y el L-SANG (S= -0,35685; p< 0,0220). A menor tiempo de supervivencia, mayor

concentracion de L-LCRy L-SANG
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No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas en el grupo MOD entre  L-
SANG y L-LCR con el resto de las variables paramétricas a estudio (proteinas totales, globulos
blancos, % segmentados y % cayados en sangre; RTCN, % neutrofilos, % linfocitos; %
linfocitos activados; % linfoblastos, % mononocitos, % monocitos activados, % eosindfilos en

LCR y duracion de los signos clinicos previos al diagndstico).

6.3.2 Comparativas de variables no paramétricas

Existen diferencias estadisticamente significativas entre el L-SANG y L-LCR en los pacientes
con respuesta favorable en 1 mes asi como en los que presentaron una evolucion
desfavorable. También se hallaron diferencias en las concentraciones de L-LCR en los
pacientes que permanecieron estables con tratamiento y los pacientes con recaidas (Tabla

21).

Tabla 22. Diferencias significativas encontradas entre L-LCR, L-SANG y variables

relacionadas con el tratamiento.

Variable L-LCR L-SANG
Respuesta favorable al tratamiento en 1 mes p< 0,0010
Estable con tratamiento p< 0,0013 p< 0,0037
Evolucion desfavorable p< 0,0497
Recaida p< 0,0356 p< 0,0004

L-LCR: lactato en liquido cefalorraquideo; L-SANG: lactato sanguineo.
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6.4 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA GRUPO MOD

Se analizo la supervivencia global y a los 7 dias en funcion de las siguientes variables:

6.4.1 Reseia paciente: la raza, sexo, edad y peso (< 15 kg; >15 kg) no influyeron en la

supervivencia de los pacientes.

6.4.2 Signos clinicos: los pacientes con alteracion del estado mental, exploracion
neuroldgica compatible con signos multifocales, alteracion de la visién, marcha en
circulos y alteracion del comportamiento presentaron una supervivencia global

estadisticamente significativa menor que el resto (Fig. 76- 80):

» Alteracion del estado mental (Fig. 76):

Funciones de supervivencia
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Fig. 76. Curva supervivencia en funcion de la presencia de
alteracion del estado mental. TS: tiempo de supervivencia.
Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 14,276 1 ,000%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 11,704 1 ,001*
Tarone-Ware 12,893 1 ,000%
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Al analizar la supervivencia a 7 dias, solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en este parametro (p<o,05). Los pacientes con alteracion del estado mental

son los que menos tiempo sobreviven.

» Signos multifocales (Fig. 77):

Funciones de supervivencia
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Fig. 77. Curva supervivencia en funcion de la presencia de signos
multifocales. TS: tiempo de supervivencia.
Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 5,206 1 ,023%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 5,384 1 ,020%
Tarone-Ware 5,654 1 ,017%
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» Déficit visual (Fig. 78):

Funciones de supervivencia

| DEFICIT
10 VISUAL
_IND
g
L = MNO-censurado
05 | — Sl-censurado
] | |—
o
© L
= ‘ T
£
3 06 | .
o
i)
o
c -+
2
-; I:I|4—
R
m ‘
f= N
3
v -H- + 4
02
0,07
T T T T T T T
0 500 1000 13500 2000 2500 3000

TS

Fig. 78. Curva supervivencia en funcion de la presencia de déficits
visuales. TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 4,355 1 ,037%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 3,108 1 ,078
Tarone-Ware 3,655 1 ,056%
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» Marcha en circulos (Fig. 79):

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia
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Fig. 79. Curva supervivencia en funcion de la presencia de marcha

en circulos. TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 6,156 1 ,013%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 8,467 1 ,004%
Tarone-Ware 7,807 1 ,005%
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» Alteracion del comportamiento (Fig. 80):

Funciones de supervivencia
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Fig. 8o. Curva supervivencia en funcion de la presencia de
alteracion del comportamiento. TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl P
Log Rank (Mantel-Cox) 7,959 1 ,oo0gF
Breslow (Generalized Wilcoxon) 6,417 1 ,012%
Tarone-Ware 7,144 1 ,on8%
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de pacientes
que presentaron convulsiones, mayor duracion signos clinicos previos al diagndstico,
alteracion de otros pares craneales, pressing, alteracion cerebelar, dolor cervical, dolor en

otros puntos de raquis, hemiparesia, paraparesia y/o tetraparesia.

6.4.3 Hallazgos de RM: los pacientes con evidencia de siringomielia, afectacion de la
sustancia gris y componente hemorragico en la RM presentaron una supervivencia

global estadisticamente significativa menor que el resto (Fig. 81- 83):

» Siringomielia (Fig. 81):

Funciones de supervivencia
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Fig. 81. Curva supervivencia en funcion de la presencia de
siringomielia. TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 5,474 1 ,019%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 5,398 1 ,020%
Tarone-Ware 5,589 1 ,018%*
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» Afectacion sustancia gris (Fig. 82):

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia

GRIS
1,0
N0
gl
e = MO-censurado
— Sl-censurado
0,8
x
DIE_ . . k Il I
0,4 L,
L + +
0,2= ‘
0,07
T T T T T T T
u} 500 1000 1500 2000 2500 3000

TS

Fig. 82. Curva supervivencia en funcion de la afectacion de

sustancia gris. TS: tiempo de supervivencia

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 3,618 1 ,057%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 2,918 1 ,088
Tarone-Ware 3,199 1 ,074
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Supervivencia acumulada

» Componente hemorrdgico (Fig.83):

Funciones de supervivencia
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Fig. 83. Curva supervivencia en funcion de la presencia de
componente hemorragico. TS: tiempo de supervivencia

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 14,371 1 ,000%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 14,075 1 ,000%
Tarone-Ware 14,235 1 ,000%

Al analizar la supervivencia a 7 dias, solo se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en este parametro (p< 0,01).
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No se observaron diferencias en la supervivencia global de los pacientes que presentaron:
lesiones multifocales, lesion focales, lesion difusa, desplazamiento de la linea media,
efecto masa, ventriculomegalia, lesion encefdlica, lesion en tronco encefalico, lesion
cerebelar, lesion medular, herniacion cerebral, herniacidn transtentorial, herniacion
foramen magno, pérdida surcos cerebrales, captacion de contraste lesional, captacion de
contraste meningeo, afectacion de fosa rostral, afectacion de fosa caudal, sindrome de

Chiari, afectacion de sustancia blancay edema perilesional.

6.4.4 Analitica sanguinea:

» Al analizar la supervivencia a 7 dias se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en L-SANG (p<0,0001). Los pacientes con L-SANG elevado sobreviven
menos. No se encontraron diferencias en el resto de los parametros sanguineos evaluados

(hematocrito, proteinas totales, recuento de glébulos blancos, segmentados y cayados).

» Para elaborar la curva de supervivencia segun los niveles de L-SANG se establecid el punto
de corte en 4 mmol/L. Este punto de corte se valoro acorde a la concentracion maxima
obtenida en el L-LCR en el grupo El con el fin de unificar el valor tanto para L-SANG como
para el L-LCR. Los pacientes con L-SANG > 4 mmol/L presentan una supervivencia menor
que el resto de los pacientes y estas diferencias son estadisticamente significativas (Fig.

84).

6.4.5 Analisis LCR:

» Al analizar la supervivencia a 7 dias se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el L-LCR (p<0,0001). Igual que para el L-SANG, los pacientes con L-

LCR elevado sobreviven menos.
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Se elaboraron curvas de supervivencia en funcion de las proteinas totales con punto de corte
en 30 mg/dl, RTCN en 100 células/pl (pleocitosis severa) y el L-LCR con punto de corte igual
que el L-SANG en 4 mmol/L. De todos los parametros analizados, sélo existen diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de L-LCR con una supervivencia menor

en los pacientes con L-LCR > 4 mmol/L (Fig. 85)
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Fig.84. Curva supervivencia para L-SANG <= 4 o > 4 mmol/L. TS:
tiempo de supervivencia
Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 4,662 1 ,031%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 8,174 1 ,004*
Tarone-Ware 6,447 1 ,011%
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Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia
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Fig. 85. Curva supervivencia para L-LCR <= 4 0 > 4 mmol/L. TS: tiempo

de supervivencia

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 6,787 1 ,009*
Breslow (Generalized Wilcoxon) 12,158 1 ,000%
Tarone-Ware 9,591 1 ,002%
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6.4.6 Tratamiento

6.4.6.1 Tratamiento previo al diagndstico.

> Los pacientes en los que se instaurd tratamiento sin un diagndstico adecuado

presentan una menor supervivencia (Fig.86)
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Fig. 86. Curva supervivencia en funcion de haber recibido
tratamiento previo. tto: tratamiento; TS: tiempo de supervivencia

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 4,889 1 ,027%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 3,388 1 ,066
Tarone-Ware 4,185 1 ,041%
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» Los pacientes con tratamiento glucocorticoide previo al diagndstico también

Supervivencia acumulada

presentan una supervivencia menor que el resto (Fig.87).

Funciones de supervivencia
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Fig. 87. Curva supervivencia en funcion de haber recibido
tratamiento previo con glucocorticoides. tto: tratamiento; GCC:
glucocorticoides; TS: tiempo de supervivencia
Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 6,887 1 ,009%
Breslow (Generalized Wilcoxon) 6,424 1 ,011%
Tarone-Ware 6,777 1 ,009%*
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6.4.6.2 Tratamiento instaurado después del diagndstico

» Existen diferencias estadisticamente significativas (p<o,001) en la supervivencia entre
los pacientes no tratados y los tratados. Los pacientes no tratados tienen una
supervivencia muy inferior a los tratados (Fig. 88). También existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) en la supervivencia a 7 dias entre los pacientes
del grupo de tratamiento A frente al B, con una mayor supervivencia en el grupo A.
Sin embargo, no existen diferencias significativas en la supervivencia global de los

pacientes entre los dos tratamientos administrados (A vs B) (Fig. 89).
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Fig. 88. Curva supervivencia en funcion de los tres grupos
tratamiento (A: prednisona + arabindsido de citosina; B
prednisona+/- ciclosporina; C: sin tratamiento). TS: tiempo de

supervivencia. c
Chi-cuadrado p Chi-cuadrado p Chi-cuadrado p
Log Rank A ,025 ,873 33,248 ,000%
(Mantel-Cox) B ,025 ,873 12,985 ,000%
C 33,248 ,000 12,985 ,000
Breslow A ,556 1456 31,479 ,000%
(Generalized B ,556 456 10,645 ,001%
Wilcoxon) C 31,479 ,000 10,645 ,001%
Tarone-Ware A ,211 ,646 32,363 ,000%
B ,211 ,646 11,750 ,001%
C 32,363 ,000% 11,750 ,001%
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Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia
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Fig. 89. Curva supervivencia en funcion de los dos protocolos de

tratamiento (A: prednisona + arabindsido de citosina; B:
prednisona+/- ciclosporina). TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) ,025 1 ,873
Breslow (Generalized Wilcoxon) ,556 1 ,456
Tarone-Ware ,211 1 ,646

TTO
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A-censurado
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6.4.6.3 Respuesta favorable al tratamiento en 7 dias

Los pacientes que presentan una respuesta favorable a los 7 dias de haber iniciado el

tratamiento adecuado presentan una mayor supervivencia (Fig. 9o).
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Fig. go. Curva supervivencia en funcion de la respuesta al
tratamiento en 7 dias. TS: tiempo de supervivencia.

Chi-cuadrado gl p
Log Rank (Mantel-Cox) 15,248 1 ,000
Breslow (Generalized Wilcoxon) 25,188 1 ,000
Tarone-Ware 21,624 1 ,000
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6.5 ANALISIS METABOLITOS MEDIANTE *HNMR

En el analisis de los espectros de los pacientes no se encuentran diferencias entre el grupo Ely
el grupo MOD (Fig. 75). Por este motivo, se procede a realizar nuevos analisis en funcion de la
supervivencia. Se comparan los pacientes con MOD con supervivencia < 1 mes con el grupo El
sin obtener diferencias (Fig. 100). Tampoco se encuentran difrencias en los pacientes del
grupo MOD con supervivencia < 1 mes y el resto de pacientes del grupo MOD (Fig. 101). Sin
embargo, si existen diferencias entre los 3 pacientes del grupo MOD en el momento del

diagndstico y su control posttratamiento a los 8 meses (Fig. 102)
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Fig. 91. Diagrama de puntos. Pacientes grupo El y grupo MOD con
supervivencia menor de 1 mes.
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Component 2 ( 12.3 %)
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Fig. 92. Diagrama de puntos. Pacientes grupo MOD y grupo

MOD con supervivencia menor de 1 mes.
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Fig. 93. Diagrama de puntos. Pacientes grupo MOD en el

momento del diagnédstico y en el control.
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Los espectros ampliados de estos 3 pacientes en el momento del diagndstico y en el control
posttratamiento (8 meses), comparandolos con un paciente del grupo El y con los metabolitos
de referencia, asi como, los espectros superpuestos ampliados (diagndstico y control

posttratamiento ) de cada uno de estos pacientes se muestran en las Fig.94- 114 .
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Fig. 94. Lola 1. El pico del lactato desciende levemente en el control posttratamiento con respecto al diagndstico y se
asemeja al paciente del grupo El; el ml aumenta en el control y también se asemeja al grupo El; la Cr en este

espectrograma no se puede evaluar adecuadamente.
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Fig. 95. Lola 2. Aumento de los picos de glucosa y ml en el control posttratamiento similares al paciente El; |
modificacion de la GIn, Glu y Tau no es valorable por superposicion con otros picos y con el etanol
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Fig. 96. Lola 3. Ausencia de pico de Cho y Ala; leve disminucion en el pico de la Cr y leve incremento en el NAA en el
control posttratamiento (poco apreciable sin ampliar (Ver Fig. 100). Aumento de los picos de glucosa y ml en el control

posttratamiento similares al paciente El; la modificacion de la GIn, GIn y Tau no es valorable por superposicion con otros
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Fig. 97. Lola 4. Espectros del control posttratamiento y del momento del diagndstico superpuestos.
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Fig. 98. Lola 5. Disminucion del pico de lactato, aumento del mly leve disminucion de la Cr en el control posttratamiento.
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Fig. 99. Lola 6. Incremento de los picos de glucosa y del ml en el control posttratamiento; la Glu, GIn y Tau no son
valorables por superposicion con otros espectros.
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Fig. 100. Lola 7. Ausencia de pico valorable en la region de la Cho y Ala; leve disminucion en el pico de la Cr y aumento del
NAA en el control posttratamiento.
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Fig. 101. Boca 1. El pico del lactato es similar en el control posttratamiento con respecto al momento del diagnéstico y se
asemejan ambos al paciente del grupo El; el mly la Cr aumentan en el control posttratamiento y también se asemejan al
grupo EL
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Fig. 102. Boca 2. Aumento de los picos de glucosa y ml en el grupo control posttratamiento; la modificacion de la GIn, GIn'y

Tau no es valorable por superposicion con otros picos y con el etanol.
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Fig. 103. Boca 3. Ausencia de pico de Cho y Alg; incremento de la Cry el NAA en control posttratamiento que se asemejan al

pico del grupo El.
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Fig. 104. Boca 4. Espectros del control posttratamiento y del momento del diagndstico superpuestos.
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Fig. 105. Boca 5. Pico de lactato similar en el control posttratamiento y en el momento del diagnéstico; aumento del mly

muy leve incremento de la Cr en el control posttratamiento.
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Fig. 106. Boca 6. Incremento de los picos de glucosa y del ml en el control; la Glu, GIny Tau no son valorables por
superposicion con otros espectros.
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Fig. 107. Boca 7. Ausencia de pico valorable en la regién de la Cho y Ala; leve incremento en el pico de la Cr y notable
aumento del NAA en el control posttratamiento sobre todo en 1,6 ppm.
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Fig. 108. Musa 1. El pico del lactato disminuye en el control posttratamiento con respecto al diagndstico; el ml en esta
frecuencia de resonancia parece presentar una leve disminucion en el control; la Cr disminuye levemente.
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Fig. 109. Musa 2. Incremento muy leve de los picos de glucosa y ml en el grupo. El ml se superpone en esta frecuencia de
resonancia con el etanol por lo que no puede ser evaluado adecuadamente en esta region; la modificacion de la Gin, GIny Tau
no es valorable por superposicion con otros picos y con el etanol.
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Fig. 110. Musa 3. Ausencia de pico de Cho y Ala; disminucion de la Cry aumento del NAA en el control posttratamiento que se

asemejan al pico del grupo EI.
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Fig. 111. Musa 4. Espectros del control posttratamiento y del momento del diagndstico superpuestos.
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Fig. 112. Musa 5. Disminucion del pico de lactato, mly Cr en el grupo control posttratamiento.
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Fig. 113. Musa 6. El control posttratamiento presenta un incremento de los picos de glucosa; el ml en frecuencias 3,4 y 3,2 ppm
presenta incrementos, pero en la frecuencia 3,6 ppm se observa un disminucion que no puede ser evaluada adecuadamente
por superposicion con el espectro del etanol. La Glu, GIn y Tau no son valorables por superposicion con otros espectros.
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Fig. 114. Musa 7. Ausencia de pico valorable en la region de la Cho y Alg; leve disminucion en el pico de la Cry notable aumento
del NAA en el control posttratamiento sobre todo en la frecuencia 1,92 ppm.
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En la Tabla 23. se resumen los metabolitos estudiados en los espectrogramas, sus
propiedades y principales frecuencias de resonancia en ppm, asi como su variacion esperada
en los pacientes con MOD. También se incluyen en esta misma tabla las modificaciones de los

metabolitos observados en los 3 pacientes en el control posttratamiento.

Tabla 23. Resumen de los metabolitos en LCR, frecuencias de resonancia (ppm) y propiedades.

Modificaciones de los metabolitos en los LCR del control posttratamiento.

Metabolito ppm Propiedades MOD Lola  Boca Musa
Lactato 1,3 Producto del mefcabolismo 2~ ¢ ¢ J
4,1 anaerobio
NAA 2,0 Marcador integridad neuronal N 0 0 N
2,6-2,7
Cr 3,02 Sustrato metabolismo energético
3,93 de neuronasy glia
48 N NZ N NZ
Cho 3,2 Marcador de membrana celular ™ NO NO NO
mi 3,5-3,6 Marcador de glia y de receptores v N 0 0
neuronales
0,9-1,2
Lipidos 3,8 Productos destruccion tisular 2~ Sp <p Sp
5,0-5,5
Ala 1,47 No claras NZ NO NO NO
3,78
Glu 2,05-2,5 Neurotransmisor excitatorio 0 SP SP SP
316'318
Gln 2,05-2,5 Marcador glial N2 SP SP SP
316'318
Neurotransmision, N SP SP SP
3,25 osmoregulacion, crecimiento,
Tau o
3,42 antioxidante,
regulador del calcio
Glucosa 3,43 Sustrato energético basico v N N v
3,80

ppm: partes por millon; MOD: variacién de los metabolitos en pacientes con meningoencefalitis de origen desconocido;

SP: no detectable por superposicion.
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6.6 NECROPSIAS

Sélo se pudo relizar necropsia en 3 de los 45 pacientes del grupo MOD. Los resultados

obtenidos fueron:

> Meningoencefalitis granulomatosa multifocal en un mestizo hembra> 15 kg, de 13
anos con enfermedad estable en tratamiento durante 5 afios.

» Meningoencefalitis necrotizante en un Bulldog inglés hembra de 8 afios eutanasiada
en el momento del diagndstico por el mal estado general.

» Meningoencefalitis necrotizante en un Bulldog inglés macho de 8 afios con respuesta

desfavorable al mes de tratamiento.
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A continuacion se valoran los resultados obtenidos en el presente trabajo en base a la raza,
sexo, edad, peso, signos clinicos, hallazgos de RM, analisis sanguineo, analisis basico de LCR,
tratamientos, evolucion de los pacientes, tiempo de supervivencia y analisis del LCR mediante

*HNMR, asi como las limitaciones del estudio.

7.1 RAZA

En nuestro estudio las principales razas afectadas por MOD son, por orden, Yorkshire terrier,
mestizos toys y Bulldog francés (Fig.12) (pag. 156). Granger et al., en su meta-analisis de 457
pacientes incluye a la raza Yorkshire terrier como una de las de mayor incidencia; sin
embargo, el Bulldog francés no se encuentra como raza referenciada y no evaluaron
mestizos®. Lowrie et al., en su estudio con 39 pacientes, si incluyeron mestizos que resultaron
ser los mas afectados, lo que coincide con nuestros resultados. En este Ultimo estudio, no se
incluyd ningun Yorkshire terrier y el Bulldog francés fue la raza menos frecuente®®. La
variabilidad de razas que se observa entre todos los estudios es, atribuible a la diferente
localizacion geografica y a la popularidad de determinadas razas en un momento temporal.
No hay ninguna referencia bibliografica que evalue la incidencia de MOD en las distintas razas
en Espaina. Actualmente, en nuestro pais y, en particular, en las areas urbanas (localizacion
donde se encuentra el centro hospitalario del que proceden los pacientes de este estudio) hay
una gran poblacidn de Yorkshire terrier y Bulldog francés, lo que explica que estas dos razas
sean las de mayor incidencia en nuestro estudio. La mayoria de los mestizos incluidos en el
presente trabajo (73%) son cruces de Yorkshire Terrier, Chihuahua, Bichon, Caniche y Shih-
tzu, todas ellas razas susceptibles de padecer MOD*. No se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia en funcion de las razas mayoritarias de este

estudio (Yorkshire terrier y mestizos).

7.2 SEXO

Segun nuestros resultados, no existe predisposicion sexual para desarrollar MOD. El 55% de
los pacientes son machos y el 45% hembras, lo que coincide con los estudios de Granger et al.,

y Cornelis et al.****
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No existen diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia en funcion del sexo
del paciente. Tampoco en otros estudios se describe que exista una relacion entre ambos

parametros®.

73 EDAD

La edad media de presentacion de la enfermedad es de 6,4 afios, con un rango entre los 6

meses y 14 afios. Los principales estudios®>*°®**s describen también este rango de edad.

No se han hallado diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de los

215,216

animales en funcion de la edad, al igual que en la bibliografia consultada

7.4 PESO

Aunque el rango de peso de los pacientes con MOD en nuestro estudio varia entre 1,2 y 25 kg,
el peso medio es de 5 kg, debido a la alta incidencia de la enfermedad en las razas toy. En el
estudio de Granger et al., el mayor porcentaje de pacientes pesaban <10 kg, seguidos de > 20
kg y 10-20 kg®. Cornelis et al., establecen un punto de corte en 15 kg; el 75% eran perros < 15
kg 'y el 25% > 15kg **°. Si se distribuyen a los pacientes de nuestro estudio segun los grupos de

peso de las dos publicaciones mencionadas, se obtienen los siguientes resultados (Fig. 115):

>20kg .. >15kg

Fig. 115. Distribucion de los pacientes en funcion del peso.
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De esta forma, podemos comprobar que nuestros resultados coinciden completamente con

los descritos por Cornelis et al., (mayor porcentaje de perros < 15kg)>*®

, aunque el porcentaje
de perros < 15 kg es todavia mayor. También muestran coincidencias con los de Granger et al.
en que la mayor incidencia se produce en perros de peso < 10 kg; sin embargo, el porcentaje
se invierte para el peso 10-20 kg y >20 kg. Posiblemente esta discrepancia puede atribuirse a

las diferencias en la distribucion de razas segun la geografia.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de los
pacientes < 15 kg y > 15 kg, al igual de lo que ocurre en el estudio de Cornelis et al.**®. El hecho
de que solo el 6,66% de los pacientes incluidos en nuestro estudio pese mas deis kg (frente al
25% del estudio de Cornelis et al.) impide que se pueda valorar adecuadamente este grupo de

216

pacientes por un tamafio muestral insuficiente™.

7.5 SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos mas frecuentes observados en este estudio en la exploracion neuroldgica
de los pacientes con MOD son los multifocales (48,88%), lo que coincide con la mayoria de los
estudios consultados, donde describen porcentajes superiores al 40%: Granger et al. (40%),
Cornelis et al. (57%), Coates et al. (84%) y Menaut et al. (87%) **9**°****_ Sin embargo, en el
estudio de Murnana & Luttgen, los signos multifocales y focales se presentan en el mismo
porcentaje (50%)%°. Es ldgico que esta presentacion sea la mas frecuente, ya que en MENy
LEN las lesiones suelen ser multifocales y la presentacion multifocal de la MEG es la mas
habitual. Estos signos clinicos multifocales, como se discutira mas tarde, se confirman en la

distribucion de lesiones en RM, ya que la localizacion multifocal es, también, la mas frecuente

(44,19%).

La supervivencia de los pacientes con signos multifocales es significativamente inferior
(p<0,023) a la que presentan los pacientes con signos focales. Solo en el estudio de Muriana &
Luttgen*® se describe un resultado similar, ya que en el resto no encontraron

191,208,215,216

diferencias . La presentacion de signos multifocales implica que las lesiones suelen
ser mas severas, lo que justifica que este hallazgo constituya un factor pronostico negativo

(Fig. 77) (pag.189).

Los signos vestibulares (46,51%), sequidos de marcha en circulos (39,53%) y dolor cervical

(34%) son los siguientes en frecuencia. Sélo en el estudio de Meanut et al. se analizan estos
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signos, con porcentajes similares a los nuestros, excepto por la salvedad de que la marcha en
circulos y la alteracion del estado mental presentan la misma incidencia (37%)°. Coates et al.

191

también evalUan signos vestibulares con idénticos resultados que en nuestro estudio™. En la
MEN, LEN y MEG (sobre todo la forma focal) es habitual la afectacion de los hemisferios
cerebrales, talamo y tronco encefalico lo que justifica la elevada incidencia, tanto de los signos
vestibulares como centrales (p.ej. marcha en circulos). El dolor cervical también es un signo
frecuente. Como la afectacidn meningea es poco habitual en los distintos subtipos de MOD,
excepto la forma multifocal de la MEG, es poco probable que ésta sea la causa del dolor
cervical. Consideramos que su origen podria estar en otras causas, entre las que destacamos la

propia inflamacion, el edema asociado, el efecto masa, la afectacion del tronco encefalico, la

ventriculomegalia, la siringomielia y/o herniaciones de distinto tipo.

La supervivencia de los pacientes que presentan marcha en circulos es significativamente
menor (p< 0,013) y, por tanto, su presencia debe considerarse factor prondstico negativo (Fig.
79) (pag. 191). No hemos encontrado referencias que evallen este parametro. La marcha en
circulos suele estar asociada a alteracion del estado mental y, en muchas ocasiones, a lesiones

prosencefalicas severas que condicionan la supervivencia®™.

La alteracion del estado mental, presencia de convulsiones y déficit visual y alteracion de
otros pares craneales se presentan cada uno en un 23-25% de los pacientes. Menaut et al. y
Cornelis et al. describen porcentajes similares en la frecuencia de las convulsiones (25-27%),
pero, sin embargo, el porcentaje de pacientes con estado mental alterado es muy superior al
de nuestra poblacidn (56%)*°***°. Esta diferencia en el porcentaje de alteracion del estado
mental puede atribuirse a la tendencia a remitir a los pacientes a centros de referencia
especializados. En Espana este acto es poco habitual y, posiblemente, sea la causa de que los
pacientes con alteracion del estado mental como Unico signo clinico no sean remitidos a
nuestro centro, lo que disminuye el porcentaje. Por otro lado, Coates et al. describen una
incidencia mucho mayor de convulsiones (57%), posiblemente porque en su estudio sélo se
incluyen pacientes con MEG, que es el subtipo de MOD que cursa mas frecuentemente con

este signo clinico™".

Tanto el déficit visual como la alteracion del estado mental pueden considerarse factores
pronostico negativos, ya que la supervivencia es significativamente menor (p<0,037 y p<0,001,
respectivamente) cuando el paciente presenta estos signos clinicos (Fig. 78 y 80) (pag.190 y
192). Ademas, cuando se analiza la supervivencia a 7 dias en los pacientes que presentan

alteracion del estado mental, es también, estadisticamente significativa menor (p<o,005).
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Todos los estudios que han evaluado la influencia del estado mental alterado en la
supervivencia coinciden en considerarlo factor prondstico negativo*®>**5**. Un déficit de
estado mental sugiere, en general, una lesion intracraneal severa/moderada que afecta a los
hemisferios cerebrales y/o tronco encefalico y, por tanto, determina un peor prondstico®. En
nuestro estudio, el 60% de los pacientes que sobrevivieron menos de 7 dias presentaron
alteracion mental en contraposicion al 23% de los que sobrevivieron mas de 7 dias. Por lo
tanto, los pacientes que presenten estado mental alterado tendran un peor prondstico, con

supervivencias, en algunos casos, menores a 7 dias.

El déficit visual no se ha analizado en otros estudios. Este signo es el principal en el curso de
la forma ocular de la MEG, aunque también puede observarse en la forma focal y en la MEN y
LEN. Generalmente, excepto en la forma ocular de la MEG, la pérdida de vision suele ser
cronica y si los pacientes solo presentan este signo clinico, pasa desapercibido para los
propietarios hasta que no conduce a pérdida visual bilateral. Este hecho implica que el

diagndstico se produzca de forma tardia y, por tanto, se reduzca la esperanza de vida.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de
pacientes que presentan convulsiones. La influencia de este signo en la supervivencia es
controvertida, ya que numerosos articulos concluyen que no constituye un factor

60,191,214,215
1

prondstico mientras que otros consideran que si influye negativamente en la

208,216

supervivencia . El estudio que incluye mas pacientes con convulsiones es el de Coates et
al., y en él no se encontro relacion con la supervivencia, al igual que en nuestro estudio. Los
estudios a este respecto del equipo de Cornelis et al, (uno de los principales equipos
especializados en epilepsia) son igualmente, contradictorios en sus distintas publicaciones. De
esta forma, en uno de sus estudios hallaron una supervivencia menor a los 7 dias en pacientes
>15 kg con MOD y convulsiones™; sin embargo, en otro de sus estudios no encontraron
diferencias significativas al comparar los pacientes < 15 kg con MOD y convulsiones con los
>15 kg**. Esta variacion entre los estudios posiblemente sea debida a los propietarios. La
repercusion psicoldgica de las crisis epilépticas de las mascotas en los propietarios es muy
individual. En ocasiones, la decision de no continuar con el tratamiento en este tipo de

pacientes es un condicionante psicoldgico del propietario mas que una evolucion

desfavorable, ya que asocia crisis epilépticas con sufrimiento de su mascota.

Otros signos clinicos menos frecuentes son paraparesia y dolor en otras regiones de raquis
(13,95%), pressing y alteracion cerebelar (11,63%), tetraparesia y alteracion del

comportamiento (9,30%) y hemiparesia (4,65%). La afectacion medular es inusual, de ahi que
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signos como paraparesia, dolor en otras regiones de raquis, tetraparesia y hemiparesia estén

60,191,206

entre los signos menos frecuentes lo que coincide con el resto de los estudios

El pressing y la alteracidon del comportamiento son signos tipicos de afectacion cortical, igual
que la alteracion del estado mental y la marcha en circulos; sin embargo, las primeras no
alcanzan el mismo porcentaje que las segundas. En el estudio de Meanut et al., los cambios de
comportamiento tienen la misma incidencia que en nuestro estudio (9%)>°. Es posible que los
pacientes que presenten alteracion del comportamiento (p.ej. agresividad) como Unico signo
de la MOD se diagnostiquen como problema etoldgico puro y nunca acudan a un centro de
referencia neuroldgico. Los pacientes que presentan pressing, habitualmente, se encuentran
en fases avanzadas de la enfermedad y con una calidad de vida mermada, pero, muchas veces
puede confundirse con disfuncion cognitiva severa, lo que puede condicionar que sea un signo

clinico subestimado.

Los pacientes con alteracion del comportamiento en nuestro estudio tienen una supervivencia
menor estadisticamente significativa (p<o,011) (Fig. 80) (pag.192). Ningun otro estudio ha
valorado este parametro. El comportamiento es requlado por el sistema limbico que esta
formado por partes del talamo, hipotalamo, amigdala, cuerpo calloso, septo y mesencéfalo.
Las lesiones talamicas e hipotalamicas suelen tener repercusiones graves, lo que implica una

menor supervivencia®*.

Meanut et al., encontraron un porcentaje similar al nuestro en la alteracidn cerebelar (9%)>*°.

Sin embargo, en el estudio de Granger et al., el porcentaje es inferior (4%)*. La afectacion
cerebelar es poco habitual en las MOD, ya que es practicamente exclusiva de la forma focal de

la MEG, que es la menos frecuente.

7.6  HALLAZGOS DE RM

La distribucion de las lesiones mas frecuente es la multifocal, sequida de focal y difusa. En un
11,6% de los pacientes no se detectaron lesiones en el estudio de RM (Fig. 32) (pag.160);
Granger et al. también describen que un porcentaje bajo de pacientes (7%) con MOD

presentan una RM normal®.

La localizacion mas habitual de las lesiones es la encefalica, sequida del tronco encefalico. En

menor porcentaje la localizacion es medular y cerebelar (Fig. 34) (pag. 160). Estos resultados
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condicionan que la alteracion de la fosa rostral sea mucho mayor que la caudal. Por otro lado,
la afectacion de la sustancia blanca es mayor que la gris (Fig. 33) (pag. 160), ya que la primera

es la principal afectada en todos los subtipos de MOD (sobre todo en LEN y MEN).

Acorde a estos resultados, en nuestro estudio, los pacientes con MOD presentan,
generalmente, lesiones multifocales con afectacion encefalica y de tronco encefalico (fosa
rostral), sobre todo en la sustancia blanca. Estos hallazgos de RM explican que los signos
clinicos neuroldgicos mas frecuentes sean multifocales, alteraciones vestibulares, marcha en

circulos y dolor cervical.

Nuestro estudio coincide, tanto en la distribucion como en la localizacion de las lesiones, con

el de Cornelis et al.**®

y con el de Mufiana et al. en relacion a la localizacion®® . Sin embargo, en
el meta-analisis de Granger et al. y el estudio de Coates et al., aunque la distribucion multifocal
es la mas frecuente, la afectacion del tronco encefalico es superior a la encefdlica. Las
localizaciones medular y cerebelar en estos dos Ultimos estudios también son las menos

60,191

frecuentes

Aunque si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de los
pacientes con signos multifocales con una supervivencia menor (Fig. 77) (pag.189), este
resultado no se produce cuando se evalua la distribucion multifocal en RM. Es posible que no
se hayan podido identificar adecuadamente todas las lesiones que realmente existen debido

al equipo de RM de bajo campo que se ha empleado en este estudio.

Lowrie et al. analizan la afectacion de la fosa rostral y caudal en la supervivencia de los
pacientes, sin encontrar diferencias en la supervivencia, al igual que ocurre en nuestro

estudio®®; sin embargo, cabe destacar que no mencionan qué fosa esta mas afectada

Los pacientes que presentan lesiones que afectan a la sustancia gris tienen una supervivencia
significativamente menor (Fig. 82) (pag.194). La sustancia gris se encuentra, sobre todo, a
nivel cortical, aunque también se identifica en tdlamo e hipotalamo. Los principales signos
asociados a estas localizaciones son convulsiones, marcha en circulos, alteracion del estado
mental y del comportamiento. En nuestro estudio, estos tres Ultimos signos estan asociados
también a una menor supervivencia. Tanto en la MEG como en la MEN se afecta la sustancia
gris, ademas de la blanca. La MEG multifocal es la forma de presentacion mas frecuente vy,
aunque suele estar afectada la sustancia blanca cerebral, tronco encefalico caudal, cerebelo y

medula cervical, en la presentacion aguda pueden encontrarse lesiones vasculares en
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sustancia gris, leptomeninges y plexos coroideos. En estos casos esta descrito que la

|121,154

progresion es muy rapida y fata

En la MEN el infiltrado inflamatorio se extiende hacia la corteza cerebral, ocupa la sustancia
gris y se introduce en la sustancia blanca subyacente. Las lesiones mas severas se observan en
talamo e hipocampo™. Las lesiones crdonicas derivan en una necrosis extensiva o malacia,
sobre todo en la corteza cerebral y nicleos talamicos™®. Cuando ya hay afectacion de talamo
(predominantemente sustancia gris) y/o existen areas de malacia (también en areas de
sustancia gris) el estadio de la enfermedad es muy avanzado y, por tanto, la supervivencia es

menor.

En cuanto al resto de hallazgos de RM evaluados, la captacion de contraste perilesional es un
hallazgo frecuente (46,34%) en comparacion con el realce meningeo (14,63%). La afectacion
meningea es practicamente exclusiva de la forma multifocal de la MEG y, aunque puede
también observarse en MEN, es infrecuente. Aunque Lowrie et al. analizan la captacion de
contraste perilesional con fines pronosticos, no indican su incidencia **®. Los estudios de
Cornelis et al., no coinciden con el nuestro, ya que muestran contraste perilesional en el 70% y
meningeo en el 68%. Estas diferencias posiblemente sean debidas al distinto tamano
muestral y a la diferencia de campo entre nuestro equipo de RM (bajo campo: 0,23 T) y el
suyo (alto campo: 1,5 T). La mayoria de los pacientes son de raza toy, y la identificacion de
pequefias alteraciones, como un leve realce meningeo, puede pasar desapercibida con

nuestro equipo.

Igual que en el resto de la bibliografia consultada, no existen diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia de los pacientes que presentan captacion de contraste

peri|esiona|161,167,208,215,216

La pérdida de surcos cerebrales es frecuente (39,53%), al igual que se describe en los estudios

208,216

de Cornelis et al. (36%) y Lowrie et al. (46%) . Este hallazgo es consecuencia de la
inflamacion y degeneracion crénica y progresiva de la enfermedad. En nuestro estudio no se
ha encontrado relacion entre la pérdida de surcos cerebrales y la supervivencia, coincidiendo
con los resultados de de Cornelis et al.**>**; por el contrario Lowrie et al., si encontraron una
asociacion estadisticamente significativa®*®. Uno de los criterios de exclusion del estudio de
Lowrie et al.,, es haber recibido tratamiento previo con glucocorticoides. Cornelis et al., no
mencionan este hecho en sus criterios y en nuestro estudio no es un criterio de exclusion. Es
posible, que tanto en nuestro estudio como en el de Cornelis et al., haya un sesgo en este

parametro como consecuencia de la inclusion de pacientes que hayan recibido tratamiento
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previo con glucocorticoides, ya que la inflamacidon puede estar enmascarada por el

208,216

tratamiento

La dilatacion ventricular también es un hallazgo frecuente en nuestro estudio, con la misma
incidencia que la pérdida de surcos cerebrales. Este pardmetro no se analiza en ningun otro
estudio. Este hallazgo es infrecuente en la MEG, variable en la LEN y frecuente en la MEN y
debe valorarse con precaucion en ciertas razas como el Pug y Bulldog en los que no hay
estudios sobre el volumen ventricular normal y en los que se han encontrado asimetrias
ventriculares como variantes anatdmicas normales*®. En nuestro estudio, el 20% de los
pacientes (9) pertenecen a estas razas y, de ellos, el 33,33% presentan ventriculomegalia (3
pacientes); por ello, la dilatacion ventricular observada en nuestro estudio, excepto en los 3
pacientes indicados, puede atribuirse a la propia enfermedad como consecuencia de un

hidrocéfalo ex vacuo secundario a la pérdida de sustancia blanca™:.

El edema perilesional observado en RM se debe, fundamentalmente, al aumento de
permeabilidad de la BHE por la inflamacion y, posteriormente, a la lesidon citotdxica de
arteriolas y vénulas (edema vasogénico). No existen diferencias en la supervivencia de estos
pacientes. El edema cerebral tiene también un componente transependimario favorecido por
el aumento de presion del LCR con el consecuente aumento de PIC. Como el principal criterio
de inclusidn en nuestro estudio es que dispongamos de analisis de LCR, los pacientes con
aumento marcado de PIC no estan incluidos, ya que la extraccion de LCR esta contraindicada.
Posiblemente, este sesgo condicione que no se hayan encontrado diferencias significativas.

En ninguno de los estudios consultados se analiza este hallazgo.

El efecto masa estd presente en el 30,23% de los casos, porcentaje inferior que en los estudios
de Lowrie et al. (66%) y Cornelis et al. (57%)*°***°. E| efecto masa puede ser el resultado de una
lesion focal Unica que ocupa espacio, multiples lesiones multifocales o edema perilesional; de
ahi que su porcentaje sea similar a este Ultimo. Este hallazgo es levemente superior en
porcentaje al desplazamiento de la linea media (23,26%), que es una de las principales
consecuencias del efecto masa. El desplazamiento de la linea media también puede
observarse en pacientes con asimetrias ventriculares severas. Esta relacion también es similar
en el estudio de Cornelis et al. (efecto masa 57%; desplazamiento de linea media 33,33%)>*°. En
nuestro estudio no existen diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de
pacientes con desplazamiento de linea media y/o efecto masa. Sélo el estudio de Lowrie et al.,

las describe®*®. El sesgo de nuestro estudio de no incluir pacientes con aumento marcado de
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PIC puede ser un determinante, también, para no encontrar diferencias estadisticamente

significativas en la supervivencia en este parametro.

El 27,91% de los pacientes presentan siringomielia. La siringomielia es el acimulo patoldgico
de LCR en el canal central de la médula espinal y se puede producir por cualquier patologia
que curse con una obstruccion del flujo del LCR (meningoencefalomielitis infecciosa, MOD,

320

malformacion de Chiari tipo |, ependimitis, neoplasias ...)**°. Del 27,91%, de los pacientes con
siringomielia solo el 6,98% presentan sindrome de Chiari y siringomielia; por lo que en el
porcentaje restante (20,9%) este signo es el resultado de la obstruccion de flujo de LCR por la
propia inflamacion y es factor prondstico negativo para la supervivencia (p< 0,02) (Fig. 82)

(pag. 193). No existe ningun estudio que haya valorado estos parametros en MOD.

La herniacion a través foramen magno, transtentorial y cerebral son infrecuentes en este
estudio (4,65-9,3%) y no influyen en la supervivencia. Estos hallazgos pueden estar sesgados,
una vez mas, por el andlisis del LCR como criterio de inclusion, ya que suele estar
contraindicado en la mayoria de las herniaciones. Estos porcentajes son mayores en el estudio
de Cornelis et al. (24,56-38,58%), aunque el 18% de los pacientes no poseen analisis de LCR
por contraindicacién y estan incluidos en el estudio®®. Sin embargo, tampoco encontraron
diferencias en la supervivencia, a diferencia de lo que describe Lowrie et al., en el caso de la

herniacién de foramen magno como consecuencia del aumento de PIC*®,

La presencia de lesiones quisticas o cavitarias en pacientes con MOD es infrecuente y ningun
otro estudio lo ha valorado. Estas lesiones son la consecuencia de la necrosis y la cronicidad de
la enfermedad. Pueden observarse en la forma cronica de LEN, y suelen ser lesiones
multifocales extensas necrdticas y quisticas en la sustancia blanca mas profunda del cerebroy

158

en talamo™**". No presenta relacion con la supervivencia.

Por Ultimo, el componente hemorragico también se encuentra entre los hallazgos menos
frecuentes. Este pardmetro tampoco se ha evaluado en ningun otro estudio. La hemorragia es
el resultado de la alteracion severa de la BHE, inflamacidn extrema y necrosis que conlleva a
un peor prondstico. Este hecho se evidencia en nuestro estudio al observar diferencias
estadisticamente muy significativas en la curva de supervivencia para esta variable (p< 0,000)

(Fig. 83) (pag. 195) y también al analizar la supervivencia a 7 dias (p< 0,02).
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7.7 ANALISIS SANGUINEO

No se observaron anormalidades en los parametros sanguineos evaluados en los pacientes del
grupo MOD, excepto en los niveles de L-SANG (Tabla 13) (pag. 168). Los valores de L-SANG
fueron de 2,77 + 2,43 mmol/L (valores de referencia descritos para la especie canina <2,5
mmol/L), mostrando una lactatemia superior en comparacion con el grupo control El que
presentd 1,75 + o,57 mmol/L, aunque las diferencias entre los grupos no llegan a ser
estadisticamente significativas. Cuando se analizan de manera independiente los valores de
L-SANG en los perros que se eutanasian en el momento del diagndstico (habitualmente por
presentar un grado mas severo de la enfermedad), la hiperlactatemia es severa, y alcanzé
valores medios de 7 + 5,37 mmol/L (Fig. 67) (pag.177). Por otra parte, existe una correlacion
negativa débil pero estadisticamente significativa entre el tiempo de supervivencia y L-SANG
(S=-0,35685; p<0,0220). Solo el grupo de Cornelis et al. incluyen en su analisis los parametros
sanguineos, asi como L-SANG, aunque solo lo determinan en 49 de 116 perros. Sus niveles
medios son de 2,12 mmol/L en el grupo que sobrevive menos de 7 dias y 1,4 mmol/L en los que
sobreviven mas de 7 dias y las diferencias son estadisticamente significativas (p<0,026). En
nuestro estudio también se han encontrado diferencias estadisticamente muy significativas
para supervivencia < o > a 7 dias (p< 0,0001) en relacion al valor de L-SANG; sin embargo,
nuestros niveles medios son de 6,27 mmol/L en el grupo que sobrevive menos de 7 dias
(bastante superiores a los de Cornelis et al.) y 2,05 mmol/L en los que sobreviven mas de 7 dias.
Esta variacion en el valor medio de L-SANG y en la significacion estadistica entre el estudio de
Cornelis et al., y el nuestro en los pacientes con supervivencia menor a 7 dias posiblemente sea
debida a que en el estudio de Cornelis et al. solo lo analizaron en el 42% de los pacientes,
mientras que en nuestro estudio se ha analizado en el 87% vy, por ello, nuestro trabajo

presenta un mayor significacion estadistica y por tanto una mayor fiabilidad®*.

La hiperlactatemia observada en los pacientes con menor supervivencia, puede ser debida a
un estado hipermetabdlico y/o hipoxia tisular como consecuencia de la lesion inflamatoria del
SNC caracteristica de la MOD. El cerebro tiene una gran actividad metabdlica y depende del
suministro eficiente de nutrientes, sobre todo del aporte constante de glucosa y oxigeno. Las
células del sistema nervioso no almacenan glucégeno ni realizan la gluconeogénesis. A
medida que aumenta la actividad del sistema nervioso se requiere un incremento de la energia

metabdlica en las neuronas*°.
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La produccion de lactato es una respuesta preventiva del organismo para que persista la
produccion de energia intracelular cuando el metabolismo aerdbico es inadecuado. El lactato
es uno de los mejores parametros de prediccion de la severidad de las lesiones y de la
mortalidad individual en situaciones que implican hipoxia tisular**. Sin embargo, en nuestro
estudio, la correlacidn negativa estadisticamente significativa (p<0,0220) entre L-SANG vy
supervivencia es débil, por lo que no se puede emplear este pardmetro como Unico factor
pronostico en pacientes con MOD que sobrevivan mas de 7 dias. No obstante, aunque la
correlacion es débil, cuando se analiza la supervivencia de los pacientes al establecer un punto
de corte para el L-SANG en 4 mmol/L si que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0,031) (Fig. 84) (pag. 197). Valores elevados de L-SANG, por tanto, deben considerarse
como marcador prondstico negativo sobre todo en pacientes con una concentracion superior
a 4 mmol/L. Hiperlactatemias inferiores a 4 mmol/L aisladas probablemente no tengan

significacion.

7.8 ANALISIS BASICO DE LCR

En el analisis de LCR la media de todos los valores esta fuera del rango de la normalidad (Tabla

14) (pag. 169).

7.8.1  Recuento total de células nucleadas y proteinas totales

Existen diferencias estadisticamente significativas en el RTCN, en el porcentaje de
neutrofilos, linfocitos, linfocitos activados, linfoblastos y monocitos activados y en el valor de
proteinas totales entre el grupo MOD y El. Sin embargo, no se observan diferencias en los
porcentajes de monocitos en reposo ni en el de los eosinofilos. Las células que pueden
encontrarse en un LCR normal deben ser linfocitos y monocitos con escasa activacion. Todas
las células con activacion intensa, linfoblastos y eosindfilos se consideran patoldgicas. Aunque
no esta clara la etiologia de las MOD, la fisiopatologia de esta enfermedad parece indicar que
el incremento del recuento de células nucleadas en LCR se puede explicar por dos causas: por
un lado, por la reaccidn inflamatoria sistémica cronica y, por otro, por la produccion local del

sistema fagocitico del SNC*™; por lo tanto es ldgico encontrar diferencias en el RTCN
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(p< 0,0001) al igual que proteinas totales > 30 mg/dl (p< 0,0007). En el grupo El, las proteinas
totales son de 24,56+ 6,43 mg/dl, un valor muy inferior al de 57,80+ 38,12 mg/dl que presenta

el grupo MOD.

Los valores medios de proteinas totales y RTCN en el grupo MOD coinciden con los definidos
en la mayoria de los estudios. La pleocitosis mas frecuentemente observada en este estudio
es la linfocitica (37% de pacientes), sequida de monocitica (35%) y mixta (28%), igual que en

[ 60,206,216

los estudios de Gragner et al., Meanut et al., y Cornelis et a ; sin embargo, en los

estudios de Coates et al. y Zarfoss et al., la pleocitosis monocitica es la mas frecuente™*®.
Estas diferencias en los tipos de pleocitosis evidencian la gran variabilidad de las MOD, ya que

pueden cursar con cualquiera de estos patrones.

La relacion entre el RTCN y la supervivencia es controvertida. Cornelis et al., encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia en funcién del RTCN y del
porcentaje de neutrdfilos para pacientes con supervivencia menor de 7 dias>*®. Oliphant et al.
también encontraron diferencias, pero solo para el RTCN*”. Sin embargo, ni en el resto de

191,205,208,215

estudios ni en el nuestro se observa esta relacion

Los valores tan extremos que se han obtenido en nuestro estudio en el RTCN (o-1720
células/pl; con una media y DS de 114,91+ 318,04 células/pl), podrian ser los responsables de
no haber encontrado significacion estadistica. No obstante, el hecho de analizar la
supervivencia global y a 7 dias para estas variables (RTCN y proteinas totales) en nuestro
estudio y no encontrar diferencias estadisticamente significativas nos lleva a postular que el
RTCN vy las proteinas totales no puedan considerarse buenos indicadores prondsticos de

supervivencia.

En nuestro estudio, el 17% de los pacientes presentaron LCR normal. Este porcentaje es
similar al presentado en otras referencias, que varian del 14-22%. Un hallazgo importante a
tener en cuenta en nuestro estudio es que el 75% de los pacientes que presentaron LCR
normal habian recibido tratamiento previo con corticoides. Aunque esta administracion se
habia suspendido previamente a la extraccion de LCR, no podemos descartar que la influencia
del tratamiento se mantenga en el tiempo y, por tanto, que este porcentaje represente falsos
negativos. En otros estudios no indican si los pacientes con MOD y LCR normal habian

recibido este tipo de tratamiento.
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7.8.2 Lactatoen LCR

7.8.2.12 L-LCRengrupo MOD y El

La media de la concentracion de L-LCR en el grupo MOD es 4,10 + 2,31 mmol/L. Existen
escasas publicaciones que evalUen los niveles de L-LCR en perros sanos, por lo que los valores

de referencia no estan claramente establecidos: 1,90 + 0,62 mmol/L*%; 1,66 + 0,22 mmol/L>*;
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1,189 mmol/L (0,416- 1,850 mmol/L)**; 1,6+ 0,4 mmol/L**%; 2,094 + 0,374 mmol/L*®.

En nuestro estudio no disponemos de datos de L-LCR en un grupo compuesto de animales
sanos, por el dilema ético que supone someter a animales sanos a una técnica invasiva de
riesgo sin causa justificada; en consecuencia, nuestro grupo control lo constituyen perros que
padecen epilepsia idiopatica, aunque el analisis se realizd siempre en ausencia de crisis
durante los 15 dias previos. Los valores de L-LCR en nuestro grupo El son levemente
superiores a los descritos en la bibliografia para animales sanos (2,78 + 0,57 mmol/L). No
existen referencias bibliograficas, en conocimiento de la autora, que evalten lo niveles de

L-LCR en perros epilépticos sin crisis recientes.

No obstante, el hecho de que encontremos diferencias estadisticamente significativas en los
valores de L-LCR entre nuestros dos grupos MOD vy El (p<o,01), implica que podemos concluir
que la elevacion de este parametro esta asociada al desarrollo de MOD, ya que podemos
asumir que, en una comparativa con animales sanos, estas diferencias estadisticamente

significativas se mantendrian e incluso podrian ser superiores.

Existe una correlacion positiva moderada-fuerte entre L-SANG y L-LCR en el grupo MOD
(S= 0,63557) (p<0,0001), que, sin embargo, no se observa en el grupo El (p<o,2370). Estos
resultados indican que los pacientes con MOD presentan una alteracion evidente de la BHE, lo
que no sucede en pacientes con epilepsia idiopatica sin crisis recientes y tampoco en animales
sanos. Lobert et al., determinaron niveles de L-LCR en animales sanos y epilépticos, entre
otros. Los valores de L-LCR de ambos grupos fueron similares®®*. En individuos sanos, los
niveles de L-LCR deberian ser independientes de los niveles sanguineos. La BHE regula el
transporte del lactato entre el LCR y la sangre. EI L-SANG se encuentra en forma ionizada y,
en rangos fisioldgicos de pH, su difusion a través de la BHE es practicamente nula®*®. Cualquier
alteracion asociada con una oxigenacion escasa del cerebro, incremento de la actividad

metabdlica o aumento de PIC (situaciones frecuentes en MOD), puede incrementar la
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concentracion de L-LCR*3, ya que el mantenimiento de la homeostasis se realiza gracias a la
regulacion del balance idnico y al flujo de entrada y salida de componentes®. Se han descrito
incrementos en los niveles de L-LCR durante cambios en el metabolismo cerebral, en Ia
actividad inmunoldgica y en muerte celular como consecuencia de la alteracion de la BHE**.
Por tanto, en base a nuestros resultados que revelan niveles aumentados de L-LCR en
pacientes con MOD, podemos considerar que el L-LCR constituye un biomarcador de

alteracion de la BHE en esta patologia.

7.8.2.2 L-LCRyedad

Se observa una correlacion positiva débil estadisticamente significativa entre el L-LCR y la
edad del paciente (S= 0,40394; p<0,0059) que no se observa en el grupo control (S= -0,35617;
p<0,2823). Cabe destacar que en este Ultimo, la edad media de los animales es menor
(4,7+2.64 frente a 6,64+3,90 en el grupo MOD), lo cual, quizas pueda tener alguna diferencia

entre grupos.

No existen valores de referencia de L-LCR en funcion de la edad en perros sanos. El Unico
estudio que lo analiza, lo evalla comparando animales sanos con edades comprendidas entre
1y 11 afios con un grupo de pacientes con disfuncidn cognitiva leve (8-15 afos) y otro severa
(14-16 anos). En este estudio se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los 3 grupos, pero las atribuyen al grado de la disfuncién cognitiva *%.

En medicina humana tampoco existen estudios a este respecto, porque no seria ético someter
a pacientes sanos a una prueba invasiva como la extraccion de LCR. Uno de los estudios mas
amplios (9036 muestras) evalla pacientes postquirirgicos neuroldgicos y de UCI con shunt
ventriculares. Las concentraciones de L-LCR se incrementan progresivamente con la edad
(sobre todo, a partir de los 40 afios), variando de 0,9-2,2 mmol/L en nifios menores de 1 afo
hasta 1,4-2,7 mmol/L en mayores de 8o afios. En este articulo no indican la patologia que

presenta cada paciente ni si existe deterioro cognitivo®’.

7.8.2.3 L-LCRYy peso

Se ha hallado una correlacion positiva débil estadisticamente significativa entre el peso y L-

LCR (S=0,38529; p<0,0090) que no se encuentra en el grupo El (5=0,17163; p<0,6139). Cornelis
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et al., describen una menor supervivencia a 7 dias en pacientes con MOD con peso superior a

216

15 kg No se puede comparar este resultado con el estudio de Cornelis et al., puesto que
nuestro estudio solo presenta dos pacientes > 15 kg. Quizas al aumentar el tamafo muestral

se pueda contrastar mejor estos resultados.

7.8.2.4 L-LCRy hematocrito sanguineo

Existe una correlacion débil negativa entre el L-LCR y el hematocrito sanguineo (5=0,42442;
p< 0,0273), que no se encuentra en el grupo El (S= -0,100; p<0.8729). En periodos de hipoxia,
los tejidos solo pueden emplear la glucdlisis como fuente de produccion de energia cuyos
productos finales son hidrogeniones y lactato. Es una via menos efectiva y el resultado
energético es mucho menor, pero se produce a mayor velocidad que el metabolismo
aerdbico®*. La medicion de lactato es Util para valorar la oxigenacion tisular ya que es un buen
indicador de hipoperfusion porque sus niveles aumentan de forma significativa en estados de
hipoxia celular’®. Esta correlacion negativa confirma que, en situaciones de hipoxia, las
células del SNC producen mayor cantidad de lactato, e ilustra la gran sensibilidad del SNC a la
hipoxia asociada a disminucion del hematocrito sanguineo. Esta sensibilidad del SNC es muy
superior a la de otros tejidos, como parece demostrar el hecho de que esta correlacion no se

produce con los niveles de L-SANG (S= - 0,216416; p<0,4330).

7.8.2.5 L-LCRy proteina totales en LCR

Se observa una correlacion positiva débil entre el L-LCR y las proteinas totales en LCR
(5=0,32495; p<0,0408), que no existe en el grupo El (S= -0,48607; p<0,12). Durante la
inflamacion, las células inflamatorias migran dentro del parénquima del SNCy al LCR, lo que
produce una alteracion de las concentraciones de proteinas en el LCR*°. Un aumento en las
proteinas es un indicador inespecifico de daio en el SNC e implica la alteracion de la BHE, o
bien que se ha producido un incremento local en la produccion de Ig G. Estos hallazgos son
frecuentes en enfermedades inflamatorias del SNC, entre las que se incluyen las MOD?¥. Por
tanto, este resultado confirma, de nuevo, la utilidad del L-LCR como biomarcador de

alteracion de la BHE.
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7.9 TRATAMIENTOS, EVOLUCION DE LOS PACIENTES Y TIEMPO DE
SUPERVIVENCIA

Los pacientes que recibieron tratamiento inadecuado previo al diagnodstico y, sobre todo,
tratamiento glucocorticoide, presentan una supervivencia menor estadisticamente
significativa (p<0,027 y p<o,009, respectivamente) (Fig. 86 y 87) (pag. 199 y 200). En los
procesos inmunomediados como las MOD, el tratamiento inicial debe ser correcto y lo mas
agresivo posible para evitar su cronificacion y la presentacion de recidivas de la enfermedad.
Ninguno de los pacientes tratados con glucocorticoides antes del diagnostico, recibieron dosis
inmunosupresoras. En las MOD, el empleo de dosis antiinflamatorias empiricas de
glucocorticoides mejora inicialmente los signos clinicos, por lo que se demora el diagndstico

adecuado de la enfermedad y, por tanto, condiciona la supervivencia del paciente.

Hemos observado que existen diferencias significativas (p<o0,001) en la supervivencia entre los
pacientes tratados y no tratados (Fig. 88) (pag. 201), lo cual parece obvio. No obstante, estas
diferencias hay que interpretarlas con precaucion, ya que los pacientes no tratados coinciden
con los eutanasiados en el momento del diagndstico o al dia posterior por su mal estado, por
lo que, realmente, no han contribuido a valorar su evolucidon a corto-medio plazo sin
tratamiento. Desde el punto de vista ético no se puede negar el tratamiento a un paciente con
una enfermedad tan grave como la MOD, por lo que resulta imposible incluir un grupo de

pacientes diagnosticados de MOD sin tratamiento para determinar su supervivencia.

Los niveles medios de L-LCR (6,47 mmol/L) y L-SANG (7 mmol/L) son significativamente
mayores (p<0,0048) en los animales no tratados por practicar la eutanasia humanitaria en el
momento del diagndstico que en los grupos en tratamiento (grupo A: L-SANG 2,37 mmol/Ly
L-LCR 3,25 mmol/L; grupo B: L-SANG 2,53 mmol/L y L-LCR 4,36 mmol/L;) (Fig. 67) (pag. 177).
Ademas el L-SANG y L-LCR en los pacientes que sobreviven menos de 7 dias (6,27 y 6,84
mmol/L) son significativamente mayores que los que sobreviven mas de 7 dias (2,05 y 3,21
mmol/L). Consideramos que estos hallazgos son muy significativos y que confirman que el
L-LCR es un excelente indicador de alteracion de la BHE y de prondstico de la enfermedad que
la produce. De la misma forma, el L-SANG sirve como marcador de un estado
hipermetabodlico y/o hipoxia tisular consecutiva a la lesion inflamatoria del SNC. Los pacientes

eutanasiados en el momento del diagnéstico o con supervivencia menor de 7 dias presentan
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una enfermedad mucho més avanzada y severa, que se refleja en niveles elevados de L-LCR y
L-SANG. Por tanto, la determinacion de estas variables podrian ser empleadas como criterio
para emitir un prondstico en casos de MOD y discriminar qué pacientes podrian beneficiarse

del tratamiento.

Aunque en la bibliografia consultada hay variaciones en el tiempo de supervivencia entre los

101,185,186,196,200,204—211

distintos protocolos terapeuticos , en este estudio no se han encontrado
estadisticamente significativas en la supervivencia global en funcion del protocolo
administrado: prednisona + arabidosido de citosina o prednisona +/- ciclosporina. En base a
estos resultados, se podria concluir que ambas opciones son validas para tratar a los pacientes

con MOD

Sin embargo, al analizar la supervivencia a 7 dias, si que se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre el uso de ambos protocolos de tratamiento (p< 0,01).
Ningun paciente del grupo de tratamiento A (prednisona + arabindsido de citosina) ha
sobrevivido menos de 7 dias. El arabindsido de citosina tiene una farmacocinética similar por
via intravenosa y subcutanea. Su capacidad para atravesar la BHE es muy elevada, con un pico
maximo de concentracién en LCR entre 57 +/- 13 minutos tras su administracion®®. Sin
embargo, la ciclosporina tiene una pobre absorcion tras su administracion via oral y su
biodisponibilidad es variable entre los pacientes (23-45%); ademds, su capacidad para
atravesar la BHE es practicamente nula®™®. Mientras que con el arabindsido de citosina se
obtiene una respuesta al tratamiento practicamente inmediata, con la ciclosporina es
necesario esperar varios dias para que alcance concentraciones terapéuticas. Estos motivos,
juntos con los resultados obtenidos en nuestro estudio, nos llevan a recomendar el empleo de

prednisona + arabindsido de citosina en pacientes con peor pronostico.

Tras el tratamiento, el 20% de los pacientes mejoraron de forma definitiva (curacion), el
44,44% permanecieron estables con tratamiento crénico y el 35,56% tuvo una evolucion
desfavorable. En resumen, el 64,44% tuvo una evolucion favorable y el 35,56% desfavorable.
El 24,44% de los pacientes estables presentd una recaida, pero ésta no estuvo asociada,
necesariamente, a un mal prondstico. Del total de los pacientes que presentaron una recaida,
el 28% permanecen vivos y su tiempo medio de supervivencia es de 811 dias. No existen
suficientes referencias bibliograficas para contrastar estos hallazgos sobre evolucion y
supervivencia a largo plazo, ya que tan solo Cornelis et al. han evaluado la evolucion de la

enfermedad, pero sélo a 7 dias™®.
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En nuestro estudio, los pacientes que no evolucionan favorablemente tras una semana de
tratamiento presentan una supervivencia significativamente inferior (p<o,000) (Fig. 90) (pag.
203). En el 33,33% de los pacientes, la administracion de tratamiento no obtuvo una respuesta
favorable en 7 dias de tratamiento, porcentaje que coincide completamente con el de Cornelis
et al.(31%)>*°. El porcentaje de pacientes con evolucidn desfavorable (35%) es similar a los que
no sobreviven mas de 7 dias (25%). Consideramos que este hallazgo es muy relevante ya que
implica que si un paciente con MOD no responde en los primeros 7 dias de tratamiento, su

prondstico es muy malo.

El 64,44% de los pacientes que tuvieron una evolucion favorable con el tratamiento mostraron
diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de L-SANG (p<0,0037) y
L-LCR (p<0,0010) respecto a los que evolucionaron desfavorablemente. Por tanto, ambos
parametros, L-SANG y L-LCR, son buenos marcadores para predecir la evolucidon de los

pacientes, de forma que, a menor concentracion de L-SANG y L-LCR, mejor evolucion.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el L-SANG y L-LCR
con la curacion del paciente. En el caso de los pacientes con evolucion desfavorable, tanto el
L-LCR (p< 0,0497) como el L-SANG (p< 0,0004) presentan diferencias significativas. Sin
embargo, las concentraciones independientes de L-LCR sodlo son estadisticamente
significativas para los pacientes estables con tratamiento (p< 0,0013) y los que presentan

recaidas (p< 0,0356).

Por tanto, el L-LCR y L-SANG pueden emplearse de manera conjunta como indicadores de
pronostico favorable (concentraciones normales) o desfavorable (incremento de la
concentracion). Asi mismo, el L-LCR aislado puede usarse como indicador de respuesta
favorable al tratamiento (normal), desfavorable y de recaidas (incrementado). Este hallazgo
se apoya en la correlacion moderada-fuerte negativa entre el L-LCR y el tiempo de
supervivencia (S -0,50210; p< 0,0004) Y la correlacion débil-negativa entre el L-SANG vy la

supervivencia (S= -0,35685; p<0,0220).

El tiempo de supervivencia de los pacientes oscilé entre o y 2511 dias con un tiempo medio de
579,33 dias, independientemente del tratamiento. 14 de los 45 pacientes (31,11%) seguian
vivos al finalizar el estudio. De los 31 pacientes fallecidos, 6 lo hicieron por causas ajenas a la

MOD, con lo cual el porcentaje de mortalidad a causa de la enfermedad asciende a un 55%.

Si analizamos el tiempo de supervivencia en funcion del tratamiento, los pacientes del grupo

tratamiento A (prednisona + arabindsido de citosina) tuvieron un tiempo de supervivencia
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entre 13-2511 dias con un promedio de 727 dias, muy superior a lo descrito en la bibliografia

200,204~

(335-531 dias) %9 La diferencia observada en el tiempo de supervivencia puede ser
debida a las variaciones en el protocolo de tratamiento en pacientes que sobreviven mas de
un afno, periodo a partir del cual no se ha definido un consenso terapéutico. Lowrie et al.,
mantienen su protocolo de prednisona hasta los 8 meses y el de arabindsido de citosina (ciclos
cada 6 semanas) hasta los 18 meses, pero no especifican si contintan o no con el tratamiento
en los pacientes que sobreviven este periodo. En nuestro estudio, ambos farmacos se han
mantenido en el tiempo, por encima de los 18 meses, llegando incluso a administrar de
manera cronica pequeias dosis de prednisona (p.ej: 0,2 mg/kg/72h) y ciclos de arabindsido de
citosina cada 16-20 semanas. Este tratamiento cronico se mantuvo en pacientes que
continuaban con signos clinicos, pacientes sin signos clinicos pero con alteraciones en la RM
ylo LCR de control posttratamiento o en pacientes sin signos en los que por motivos

econdmicos no se pudieron repetir las pruebas. La elevada tasa de supervivencia en nuestro

estudio, por tanto, podria atribuirse a nuestro protocolo de tratamiento cronico.

El grupo tratado con prednisona +/- ciclosporina tuvo un tiempo de supervivencia de 0-2271
dias con un promedio de 592 dias, similar a lo descrito en la bibliografia

185,186,196,210,211

(240-930 dias) . Sin embargo, como se ha indicado previamente, no existen
diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia global entre los dos grupos

(Fig. 89) (pag. 202).

Existe una correlacion moderada-fuerte negativa entre el L-LCR y el tiempo de supervivencia
(S -0,50210; p<0,0004). A mayor concentracion de L-LCR, menor supervivencia de los
pacientes. En el curso de las MOD, como ya se ha indicado previamente, hay un aumento
marcado de la permeabilidad de la BHE, que permite la difusion de sustancias y metabolitos
que, en condiciones normales, no lo harian. Ademas, cualquier alteracion asociada con una
pobre oxigenacion cerebral, incremento de la actividad metabdlica e inmunoldgica y/o
aumento de PIC pueden incrementar la concentracion L-LCR***>*. Todas estas alteraciones
son frecuentes en pacientes con MOD. De esta forma, cuanto mas severas sean, la
concentracion de L-LCR sera mayor y menor el tiempo de supervivencia. Este hallazgo se
confirma en el analisis de supervivencia que es significativamente menor en los pacientes con
L-LCR >4 mmol/L (p<o,009) (Fig. 85) (pag. 198). De esta forma, podemos concluir que niveles

de L-LCR >4 mmol/L implican dafio neuronal severo y, por tanto, una menor supervivencia.

Lobert et al., encontraron concentraciones elevadas de L-LCR en pacientes con enfermedades

inflamatorias del SNC (sin diferenciar infecciosas de no infecciosas); sin embargo, no
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analizaron la supervivencia de los pacientes”. Esta tesis doctoral es la primera en analizar los

niveles de L-LCR en pacientes con MOD y su correlacion con la supervivencia.

En el ambito clinico, la medicina veterinaria ha experimentado un avance muy importante en
los Ultimos afos, haciendo posibles algunos tratamientos y niveles de cuidados impensables
hace poco tiempo. No obstante, la cuestion econémica siempre es un problema cuando se
tratan pacientes en estado grave. Tal y como ocurriera en medicina humana en su momento,
el objetivo actual de la medicina veterinaria es permitir que mas pacientes puedan recibir un
tratamiento adecuado, pero optimizando los recursos y aumentando la eficacia terapéutica,
para, de esta forma, reducir los costes de ingreso de los animales graves. Este concepto
general es de maxima prioridad en el campo de la neurologia veterinaria, especialidad que
requiere un elevado desembolso econdmico (tanto en pruebas como en tratamientos) que
muchos propietarios no pueden permitirse. Por tanto, la busqueda de parametros sencillos de
realizar e interpretar y que permitan emitir un prondstico fiable para poder determinar qué

pacientes se pueden beneficiar de un tratamiento es prioritaria.

Los resultados de este trabajo muestran que la determinacion de L-SANG vy, sobre todo,
L-LCR en pacientes con MOD debe considerarse una herramienta esencial en el diagndstico
de esta patologia ya que sirven de apoyo al prondstico y, por tanto, permiten, de forma fiable,
proporcionar un asesoramiento adecuado a los propietarios que les ayude a tomar decisiones

referentes a sus mascotas.

7.20 ANALISIS DE LCR MEDIANTE *HNMR

Las MOD son patologias inmunomediadas y, por lo tanto, son muy variables de un individuo a

otro, ya que el sistema inmune reacciona de manera completamente individual.

No se han encontrado diferencias a nivel metabdlico en el SNC entre el grupo El y el grupo
MOD (Fig. 75) (pag. 185), lo que puede explicarse por la gran variabilidad de la enfermedad y al
hecho de que cada paciente se encuentra en un estadio distinto de la enfermedad. No
descartamos, por lo tanto, que una seleccion de pacientes mas homogénea permitiera

establecer un perfil metabdlico significativo.

Otro punto a tener en cuenta en la evaluacién de los espectros es que presentan dos

contaminaciones. Una es el etanol empleado en la limpieza estéril del area de extraccion de
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LCR. Este compuesto genera 3 picos en el espectrograma a 1,2, 3,6 y 4,8 ppm, que se solapan
con numerosos metabolitos, sobre todo el lactato, Cr, Glu, GIn y lipidos. La otra
contaminacion es la originada por el eutanasico empleado en 6 pacientes que fueron
sacrificados inmediatamente antes de la obtencion del LCR y que, por lo tanto, fueron
incluidos en el grupo con menor supervivencia. El eutanasico presenta picos en el
espectrograma en 0,77-1, 1,2, 2, 3,4-3,6 Y 3,9-4 ppm; el de 1,2 ppm es el mas intenso e
interfiere notablemente con el pico del lactato (2,3 ppm). El eutanasico, por tanto, se solapa

con la mayoria de los metabolitos estudiados.

Aunque en el analisis y procesamiento de datos de *HNMR se ha intentado suprimir ambas
sefales, su presencia no se ha podido evitar por completo y este hecho puede contribuir a que
no se hayan encontrado diferencias entre el grupo El y MOD en general (Fig. 75) (pag. 185) , ni
tampoco entre el grupo El y los pacientes del grupo MOD con supervivencia < 1 mes, ni entre

el grupo MOD con supervivencia < 1 mes con el resto de pacientes del grupo MOD (Fig. 91y

92) (pag. 204 y 205).

Seria necesario eliminar estos dos factores por completo para determinar si la ausencia de
diferencias puede ser atribuida a ellos. Por tanto, se deberia emplear otro compuesto igual de
efectivo en la asepsia que el etanol, que no interfiera en los espectros de LCR de "HNMR, pero
que, a su vez, permita el procesamiento adecuado de la muestra para su estudio citoldgico.
Por otro lado, en los pacientes que se vayan a eutanasiar, previo consentimiento informado de

los propietarios, se deberia realizar la extraccion de LCR con el paciente vivo.

Sin embargo, si se observan diferencias en los espectros de los 3 pacientes en los que se pudo
realizar un control a los 8 meses del diagndstico (Fig. 93) (pag. 205).En este caso no se
encuentra la interferencia del eutanasico y al comparar un mismo animal, la variabilidad de la
gravedad y curso de la enfermedad entre los distintos pacientes tampoco existe. Si persiste la
influencia del etanol, pero al comparar un mismo paciente, el efecto que tiene en el
espectrograma no es limitante. Aunque el tamafio muestral es muy limitado, consideramos

que las conclusiones que pueden extraerse de este estudio preliminar son muy significativas.

Los hallazgos que hemos valorado en los picos del espectrograma de estos tres pacientes son

los siguientes:
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7.10.1 Lactato

Se observa una disminucidn en los picos del espectrograma del lactato en todos los pacientes
en el control posttratamiento al cabo de 8 meses (siendo mas evidente en dos de ellos) que,
ademas, se corresponde con los resultados de la determinacion con el lactatimetro portatil. La
disminucion de los niveles de L-LCR es, probablemente, el producto de reestablecer las
condiciones aerdbicas y, por tanto, del correcto metabolismo cerebral (Fig. 98, 105 y 112)
(pag. 208, 212 y 216). Una vez que el proceso inflamatorio estd en remision, disminuye el
incremento energético necesario para mantener la gran actividad metabdlica (sobre todo
aporte de glucosa y oxigeno) derivada de la inflamacion y se reduce la hipoxia. El ciclo de
Krebs y la fosforilacion oxidativa se reestablecen como rutas metabdlicas y la glucdlisis
disminuye. El lactato y los hidrogeniones son consumidos y se metabolizan a glucosa o son

oxidados a agua y dioxido de carbono®*.

Aunque no se han analizado las muestras sanguineas de estos pacientes mediante *"HNMR, los
niveles de L-SANG medidos con el lactatimetro portatil no muestran esta disminucion (Tabla.
16) (pag. 177). Por tanto, la disminucion de los niveles L-LCR en estos pacientes, asociado a
una resolucion de los signos clinicos y a los hallazgos de RM, refuerzan el uso este parametro
como biomarcador prondstico de supervivencia y de evolucion favorable del tratamiento en

MOD.

7-10.2 NAA

El NAA es un marcador de integridad neuronal y, por tanto, se encuentra disminuido en
pacientes con MOD debido a la disfuncién neuronal como consecuencia de la alteracion de su
sintesis, degradacidon o incremento del volumen de las células inflamatorias en el tejido

afectado™.

Los tres pacientes en el estudio control tras el tratamiento, presentan mayores
concentraciones de NAA que en el momento del diagndstico, y es mas evidente en la
frecuencia 2 ppm que en 2,6-2,7 ppm (Fig. 100, 107 y 114) (pag. 209, 213 y 217). Este aumento
de la sintesis en pacientes estables en tratamiento manifiesta la normalizacion del
metabolismo energético cerebral, ya que es esencial en la regulacion y la sintesis de los lipidos
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y la mielina®*. Ademas, los aminoacidos implicados en la sintesis de NAA se originan a partir
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del ciclo de Krebs, por lo que un aumento de los niveles de NAA supone la integridad de este

cicloy, por tanto, del metabolismo aerdbico.

Aunque nuestro estudio es el primero que analiza LCR “in vitro” en pacientes caninos con
MOD mediante "HNMR, Beckmann et al. encontraron resultados similares en su estudio “in
vivo". Observaron niveles menores de NAA en areas cerebrales afectadas por la inflamacion
en comparacion con las no afectadas. Sus valores se normalizaron después del tratamiento
con radioterapia en las areas afectadas inicialmente, alcanzando valores similares a los de las

zonas no afectadas®®.

En lasimagenes de los espectros de nuestro estudio donde se comparan la muestra de LCR en
el momento del diagndstico y la del control posttratamiento junto con una muestra de LCR de
un paciente del grupo El, puede observarse que el pico de la NAA de la muestra control
posttratamiento es similar a la del paciente El (Fig. 96, 103 y 110) (pag.207, 211y 215). Aunque
puede originarse aumento de la concentracion de NAA en pacientes epilépticos por exceso de
glutamato con la consecuente entrada de calcio intracelular, esto parece ocurrir sélo si las
crisis son recientes*®. El grupo El de nuestro estudio no habia padecido crisis recientes previas
a la extraccion de LCR, por lo que las concentraciones de NAA deberian ser similares a un

paciente sano.

Por tanto, el incremento del pico del NAA en la muestra control posttratamiento puede
considerarse un indicador de viabilidad neuronal y de respuesta favorable al tratamiento

instaurado.

7-10.3 Cr

Dos de los tres pacientes presentan una muy leve disminucion del pico de Cr en el control
posttratamiento, mientras que en el tercero se observa un discreto incremento (Fig. 100, 107y

114 respectivamente) (pag. 209, 213y 217)

La Cr es parte del sustrato del metabolismo energético y marcador de los sistemas

)*%. Es sensible a cambios

dependientes de energia de las células del SNC (neuronas y glia
externos por su sintesis hepdtica y renal, asi como por cambios osmdticos, por lo que su
disminucion, considerada de forma aislada, no indica un fallo del metabolismo energético. Se

cree que los cambios en su concentracion en enfermedades inflamatorias del SNC pueden ser
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debidos a cambios en el volumen celular, edema vasogénico y la disminuciéon del metabolismo

energético*®**%

. La disminucion del pico observada en dos de los pacientes puede ser
atribuida a la mejoria de la inflamacion. Una disminucion de la inflamacion supone una menor
densidad celular y, por tanto, menor volumen. Sin embargo, el paciente BOCA presenta un
leve aumento del pico con respecto al diagnostico. Aunque no presentaba signos clinicos y los
hallazgos de la RM fueron normales, mantiene anomalias leves en su analisis de LCR. En este
paciente se suspendio el tratamiento 4 meses antes del control. Por tanto, podemos
considerar que la Cr no disminuye en este paciente porque persiste cierto grado de
inflamacion en el LCR. Sin embargo, en el paciente LOLA, en la que persisten lesiones leves en
la RM e inflamacidon en el LCR, la Cr disminuye. Este hallazgo, como se ha indicado
previamente, avala la teoria de que la evaluacion aislada de este metabolito debe realizarse
con precaucion. Posiblemente en este caso, al estar en tratamiento en el momento del
control, la reaccion inflamatoria sea menor que en el caso del otro paciente y, por tanto,

disminuye la Cr y se acompaiia del resto de cambios en los metabolitos que indican un mejoria

de la inflamacion.

En un estudio “in vivo"” mediante espectroscopia "HNMR en perros con tumores intracraneales
y MOD se observaron diferencias en su concentracion en ambos grupos (Cr menor); sin

embargo esta disminucion solo fue estadisticamente significativa en el grupo tumoral®.

7.10.4 ml

Aunque se han encontrado concentraciones altas de ml en personas, asociadas a la
degradacion de las vainas de mielina y a la activacion glial y de los astrocitos en el curso de
enfermedades inflamatorias autoinmunes como la esclerosis multiple >, en MOD las
concentraciones son bajas. Un estudio experimental en ratas ha demostrado una menor
concentracion de ml en el curso del dafio oxidativo inducido en cultivos celulares de
astrocitos®**. Este hecho, junto con la baja incidencia de desmielinizacion, podria ser la
explicacidn de niveles menores de ml en pacientes con MOD, ya que es una patologia con un

gran estrés oxidativo.

En nuestro estudio los tres pacientes muestran una elevacion marcada del pico del ml en las
muestras control posttratamiento (Fig. 99, 106 y 113) (pag. 209, 213 y 217). Uno de ellos

(MUSA) presenta un pico claro de elevacion en la frecuencia 2,6 ppm; sin embargo, a otras
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frecuencias esta elevacion no esta clara, posiblemente por superposicion con el etanol, la

glucosa, GIn, Gluy Tau.

Nuestro estudio coincide con el de Richter et al., en el que encontraron reduccién de los
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niveles de NAA y ml *” en pacientes en tratamiento.

Los picos de ml en los controles son similares a los observados en los pacientes del grupo El.
Por lo tanto, un incremento en el pico del ml en los controles posttratamiento puede implicar
un menor estrés oxidativo y el retorno a un metabolismo y funcionalidad neuronal normal,

como ocurre con otros metabolitos.

7.10.5 Glu-Gln

En los tres pacientes se ha observado un incremento de sus picos en el control
posttratamiento (Fig. 99, 106 y 113) (pag. 209, 213 y 217). Las dos sustancias son dificiles de
separar y, aunque su concentracion en cerebro sea mayor que la del NAA, su resolucion no es
buena. Ademas, los picos de estos metabolitos son dificiles de evaluar por la gran
superposicion que presentan con la glucosa y el metanol, entre otros. Parece una
incongruencia que los niveles estén incrementados respecto al momento del diagndstico en
pacientes con mejoria clinica, sobre todo el de Glu (principal neurotransmisor excitatorio). En
los tres pacientes también se incrementa en el control posttratamiento la concentracion de
glucosa como se va explicar posteriormente. Por tanto, es posible que el incremento del

complejo Glu- GIn sea por superposicidn con la glucosa.

Aunque en perros se ha descrito un incremento del Glu y la GIn en MEN de manera conjunta
con la Tau*”, no siempre se produce esta asociacion, ya que la Tau puede prevenir la
despolarizacion de membrana inducida por el Glu y, por tanto, reducir su dafo celular

inhibiendo el aumento del complejo glutamato-glutamina®33*.

En nuestro estudio no hemos podido evaluar adecuadamente los picos de la Tau por

superposicion con el resto de los metabolitos.
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7.10.6 Glucosa

Aunque la glucosa no es un metabolito que se analice de rutina en LCR en veterinaria a
excepcion de las meningoencefalitis bacterianas y fungicas, en nuestro estudio se observa un
aumento de su concentracion en dos de los tres pacientes en el control posttratamiento con
respecto a la muestra del momento del diagnodstico; no obstante, el gran solapamiento

espectral en esa region limita la fiabilidad de la deteccion.

A pesar de ello, parece logico observar una mayor concentracion de glucosa en el grupo
control posttratamiento (similar al grupo El) (Fig. 95, 102 y 109) (pag. 207, 211y 215), asociada
a una disminucion de los niveles de L-LCR, Cr y ml y a un aumento del NAA como

consecuencia de la restauracion de un adecuado metabolismo en el SNC.

La leve disminucion que se observa en un paciente posiblemente sea debida a solapamiento

con otros metabolitos que interfieren en su determinacion.

7.10.7 Ala

No se observa ningun pico en la frecuencia de RMN de la Ala (Fig. 96, 103 y 110) (pag. 207, 211
y 215) puesto que su incremento parece estar asociado con la presencia de meningiomas y no

esta descrito en MOD.

7.10.8 Cho

No se observa ningun pico en la frecuencia de resonancia en ninguno de los tres pacientes ni
en el momento del diagnostico ni en el control posttratamiento (Fig. 96, 103 y 110) (pag. 207,

211Y 215).

Su concentracion suele elevarse en MOD. En medicina humana, aumenta en el curso agudo de
enfermedades autoinmunes, como la esclerosis multiple, y suele normalizarse durante la
resolucidn de la fase aguda. Es posible que en nuestro estudio no se detecte el pico de este

metabolito porque ninguno de los pacientes se encontraba en fase aguda de la enfermedad.
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7.10.9 Lipidosy Tau

Estos metabolitos no pueden ser analizados correctamente en este estudio por superposicion

con otros metabolitos en el caso de la Tau y con el etanol en el caso de los lipidos.

Todos estas variaciones en los metabolitos del LCR reflejan el cambio metabdlico que sufre el
SNC durante la inflamacion y la posterior recuperacion de la misma, es decir, el paso de una
situacion de pérdida de integridad celular con aumento del volumen celular por la propia
inflamacion y el edema, hipermetabolismo, hipoxia (glucdlisis en detrimento del Ciclo de
Krebs) y estrés oxidativo a una situacion de reduccion de la inflamacion y, por tanto, la vuelta
a la integridad celular, metabolismo cerebral normal, ausencia de hipoxia (Ciclo de Krebs) y

cese del estrés oxidativo.

Las conclusiones del estudio realizado al analizar “in vitro” el LCR mediante *"HNMR es que los
espectros obtenidos no permiten diferenciar los pacientes con MOD de los epilépticos sanos,
es decir, no son Utiles para el diagndstico de la enfermedad; sin embargo, los resultados
preliminares obtenidos en los tres pacientes tratados permiten considerarlo como una
herramienta muy adecuada para valorar la evolucion de los pacientes en tratamiento y podria,
por tanto, considerarse como un marcador de la necesidad de continuar o no el tratamiento

establecido.
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711 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Como todos los trabajos de investigacion, este estudio presenta algunas limitaciones. La
principal limitacion, como en la mayoria de los estudios relacionados con las MOD es la falta
de confirmacién histopatoldgica de las mismas (disponible solo en 3 pacientes). Por este
motivo, los criterios de inclusion del grupo MOD fueron tan estrictos (ausencia de otras
enfermedades concomitantes y de agentes infecciosos en LCR en todos los pacientes,
informacion de la evolucion de todos los pacientes al finalizar el estudio...). Estos criterios de
inclusion limitaron notablemente el numero de casos, que finalmente fueron 45. Veintiun
pacientes no pudieron ser incluidos en el estudio por no poder contactar con el propietario
tras la instauracion del tratamiento para evaluar la evolucion de la enfermedad, presentar
otras patologias cronicas (p.ej: enfermedad renal crdnica) o por no disponer de muestra para
descartar enfermedades infecciosas (bien por muestra insuficiente como consecuencia del
tamafo del paciente o por malas condiciones de conservacion). De la misma forma los
criterios de inclusion del grupo El, en concreto, no haber presentado crisis epilépticas los 15
dias previos a la RM y no padecer otras enfermedades concomitantes, también limitaron el
tamano muestral. No obstante, la mayoria de los estudios clinicos publicados en veterinaria
sobre MOD cuentan con un numero similar o incluso inferior de pacientes y ninguno de ellos
descartan en el 100% de los pacientes enfermedades infecciosas endémicas en LCR en
pacientes sin confirmacion histopatoldgica, hecho que si se ha realizado en nuestro estudio.
En el estudio de Lowrie et al., en el que incluyen 39 pacientes solo realizan serologia sanguinea
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de Neospora caninum®>. El trabajo de Cornelis et al., es uno de los que posee mayor tamafio

muestral (111 pacientes); sin embargo, sélo analizaron enfermedades infecciosas endémicas
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en 78 pacientes, no indicando en cuadntos pacientes realizan serologia o PCR en LCR

Otra limitacion importante del estudio es el hecho de que todos los pacientes posean analisis
de LCR como criterio de inclusion. Esto posiblemente haya generado un sesgo en el estudio,
ya que no ha sido posible evaluar la incidencia del aumento de PIC en la supervivencia porque
la extraccion de LCR en pacientes en esta situacion esta contraindicada. Por el mismo motivo,
tampoco se ha podido analizar adecuadamente los distintos tipos de herniaciones. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos, hubiese sido interesante valorar en estos pacientes las

concentraciones de L-SANG como biomarcador pronostico.

Hasta que no se analizaron los LCR mediante "HNMR se desconocia la gran contaminacion y

superposicion de espectros que originan el etanol y el eutanasico. Aunque una vez analizados
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los primeros, se evitd el uso de etanol en la desinfeccion de la zona de extraccion de LCR, la
mayoria de las muestras incluidas en el estudio son muestras conservadas en congelacion
contaminadas con etanol. Para solventar esta complicacion se intentd suprimir la sefal del
etanol a la hora de elaborar los diagramas de puntos y cuando se evaluaron los espectros de

manera individual siempre se incluyd el espectro del etanol de manera conjunta.

Dentro del analisis de los metabolitos del LCR mediante *HNMR cabe resaltar que no se
dispone de un grupo control sano. El grupo control de este estudio son pacientes con epilepsia
idiopatica. Aunque se excluyeron los pacientes que presentaron convulsiones los 15 dias
previos no se puede considerar una muestra control estricta. La bibliografia consultada
muestra alteraciones en metabolitos como el Glu y el NAA en pacientes epilépticos con crisis
recientes, pero no se han encontrado referencias al respecto en pacientes epilépticos con
ausencia de crisis. Aunque hubiera sido ideal poder incluir animales sanos en el grupo control,
esto genera un gran dilema ético, ya que la extraccion de LCR es un procedimiento invasivo

que, ademas, requiere anestesia general y que, por tanto, no estd exento de riesgo.

El bajo campo magnético del equipo de RM empleado es otro factor a tener en cuenta, sobre
todo, en pacientes de razas toy. La mayoria de los articulos consultados en la bibliografia
emplean RM de alto campo y es posible que muchos de los hallazgos descritos en sus estudios
no sean apreciables en nuestros estudios de RM. Seria interesante en un futuro poder emplear

RM de alto campo.
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Los pacientes afectados por meningoencefalitis de origen desconocido en nuestra
area geografica son, fundamentalmente, perros de raza Yorkshire terrier, mestizos
toys y Bulldog francés, sin predisposicion sexual, y con edades y peso medio de 6,6
afnos y 5 kg, respectivamente. Los signos clinicos mas habituales son multifocales,
vestibulares, marcha en circulos y dolor cervical. La distribucion mayoritaria de las
lesiones en resonancia magnética es multifocal y afectan a la fosa rostral (encéfalo) y
a la sustancia blanca; en su mayoria captan contraste y se acomparian de pérdida de

surcos cerebrales asociada a dilatacion ventricular.

Pueden considerarse factores prondsticos negativos la presencia de los siguientes
signos: a nivel clinico, multifocalidad y/o déficit visual y/o alteracion del estado mental
y/o alteracion del comportamiento y/o marcha en circulo; en hallazgos de resonancia
magnética, la afectacion de sustancia gris y/o siringomielia y/o componente

hemorragico.

La alteracion del estado mental y/o la observacion de componente hemorragico en la
resonancia magnética se asocian a un prondstico negativo a corto plazo

(supervivencia inferior a 7 dias).

Los pacientes que presentan una respuesta favorable a los 7 dias de tratamiento
tienen mejor pronodstico. En el conjunto de la poblacion estudiada, un 20% de los
pacientes alcanzan la curacion, el 44% permanecen estables con tratamiento crénico

y el 36% evoluciona desfavorablemente.

Los pacientes que han recibido tratamiento empirico previo al diagnéstico y, sobre
todo, glucocorticoides a dosis no inmunosupresoras, alcanzan una menor

supervivencia.

La combinacion de prednisona y arabindsido de citosina debe considerarse como

tratamiento de eleccion en los pacientes con peor prondstico.

La determinacidn conjunta de lactato en liquido cefalorraquideo y en sangre puede
emplearse como indicador prondstico favorable (concentraciones dentro del rango de
referencia) o desfavorable (incremento de la concentracion). Concentraciones de
lactato superiores a 4 mmol/L, tanto en liquido cefalorraquideo como en sangre, se

asocian a una menor supervivencia.
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10.

El lactato en liquido cefalorraquideo puede considerarse un factor predictivo de la
respuesta a tratamiento, ya que una concentracion normal se asocia a una respuesta
favorable, mientras que su elevacion , probablemente consecutiva a una alteracion

severa de la BHE, esindicativa de evolucion desfavorable y de recaidas.

El andlisis del liquido cefalorraquideo mediante espectroscopia por resonancia
magnética nuclear realizada a través de la determinacion del hidrégeno parece ser
una herramienta muy prometedora para valorar la evolucion de los pacientes en
tratamiento y podria considerarse como un marcador de la necesidad de continuar o

no la terapia; no obstante son necesarios mas estudios a este respecto.

De todos los pardmetros valorados en este estudio (analisis sanguineo y de LCR,
signos clinicos, hallazgos de resonancia magnética y espectroscopia por resonancia
magnética nuclear realizada a través de la determinacion del hidrogeno), la
determinacion de lactato en sangre y liquido cefalorraquideo puede considerarse el
marcador pronostico mas importante en pacientes con meningoencefalitis de origen
desconocido. Ademas, su medicion es sencilla, rapida y poco costosa, por lo que

deberia incluirse en los analisis basicos en cualquier paciente sospechoso.
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10 ABREVIATURAS
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Abreviaturas

AJ: uniones adherentes o de anclaje

Ala: alanina

APCs: células presentadoras de antigenos

AQ: cociente albumina

AST: aspartato amino transferasa

ATP: adenosina trifosfato

BHE: barrera hemato-encefalica

BMVEC: células del endotelio microvascular del cerebro
CCNU: lomustina

Cho: colina

CK: creatin kinasa

Cr: creatina

DLA II: antigeno canino leucocitario clase |l
DS: desviacion estandar

El: epilepsia idiopatica

FFE 3D: Fast Field Echo 3D

FLAIR: secuencias de anulacidn de fluido (Fluid Attenuated Inversion Recovery)
FNT: Factor Necrosis Tumoral

GABA: acido gamma aminobutirico

Glu: glutamato

GIn: glutamina

*H NMR: resonancia magnética nuclear realizada a través de la determinacion del hidrégeno
IFN: interferdn

Ig: inmunoglobulina

IL: interleukina

LCR: liquido cefalorraquideo

LDH: lactato deshidrogenasa

LEN: leucoencefalitis necrotizante

LPS: lipopolisacaridos

L-SANG: lactato sanguineo

L-LCR: lactato liquido cefalorraquideo

MBP: proteina basica de mielina

MEG: meningoencefalomielitis granulomatosa
MEN: meningoencefalitis necrotizante

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
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Abreviaturas

ml: mioinositol

MOD: meningoencefalomielitis de origen desconocido
NAA: N-acetil aspartato

NK: Natural Killers

NO: dxido nitrico

PAM: presion arterial media

PET-TC: tomografia por emision de positrones
PIC: presion intracraneal

PPC: presion de perfusion cerebral

PPM: partes por millon

PGE2: prostaglandina E2

RM: resonancia magnética

RMN: resonancia magnética nuclear

RTCN: recuento total de células nucleadas

SE: Spin- Echo

SNA: sistema nervioso autonomo

SNC: sistema nervioso central

SRMA: meningitis arteritis que responden a esteroides
TC: tomografia axial computerizada

TCRs: receptores de células T

Tc: células T citotdxicas

Th: células T-helper

TJ: tight unions o uniones estrechas

TSE: Turbo Spin- Echo

UNV: unidad neurovascular
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