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Al olmo viejo, hendido por el rayo
y en su mitad podrido,
con las lluvias de abril y el sol de mayo,
algunas hojas nuevas le han salido.

iEl olmo centenario en la colina
que lame el Duero! Un musgo amarillento
le mancha la corteza blanquecina
al tronco carcomido y polvoriento.

No sera, cual los &dlamos cantores
gue guardan el camino y la ribera,
habitado de pardos ruisefiores.

Ejército de hormigas en hilera
va trepando por él, y en sus entrafias
urden sus telas grises las arafias.

Antes que te derribe, olmo del Duero,
con su hacha el lefiador, y el carpintero
te convierta en melena de campana,
lanza de carro o yugo de carreta;
antes que rojo en el hogar, mafiana,
ardas de alguna misera caseta,
al borde de un camino;
antes que te descuajeun torbellino
y troncheel soplo de las sierras blancas;
antes que el rio hasta la mar te empuje
por valles y barrancas,
olmo, quiero anotar en mi cartera
la gracia de tu rama verdecida.

Mi corazén espera
también, hacia la luz y hacia la vida,
otro milagro de la primavera.

Antonio Machado (Campos de Castilla, 1912)
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Resumen/Abstract

RESUMEN

La tendencia actual en medicina humana y medicina veterinaria es la de encontrar
biomarcadores que puedan ser utilizados en la deteccion temprana de enfermedades.
Los biomarcadores son variantes funcionales o indices cuantitativos de un proceso
bioldgico, el cual estima la predisposicion de un determinado paciente a sufrir una
enfermedad, prediciendo su evolucion y su respuesta al tratamiento. En medicina
veterinaria disponemos de pocos estudios que establezcan rangos de referencia para
diferentes biomarcadores del metabolismo energético cerebral. Ademas, los estudios
publicados presentan una alta heterogeneidad en cuanto a protocolos anestésicos
utilizados, momento y lugar de extraccion de las muestras de liquido cefalorraquideo,

tratamientos previos administrados al animal, edades y razas incluidas.

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se escogieron perros de raza Beagle
sanos, a los que se someti6 a una primera anestesia general para extraer liquido
cefalorraquideo con el objetivo de medir niveles de lactato (1,189 mMJ/L), piruvato
(0,0577 mM/L) y ratio lactato/piruvato (44,247) en muestras extraidas en cisterna
cerebelomedular. Tras obtener los niveles basales de estos biomarcadores, evaluamos el
efecto de la suplementacion de la dieta con nutracéuticos. Para ello, los animales fueron
anestesiados en dos ocasiones, con una separacion de 50 dias, tiempo durante el cual
estuvieron tomando el suplemento nutricional. Obtenemos muestras de liquido
cefalorraquideo antes y después del tratamiento para medir proteinas totales (21 g/dL),
recuento de células nucleadas (< 5 células/uL), glucosa (59 mg/dL), sodio (151 mM/L),
cloro (132 mM/L), potasio (2,96 mM/L), lactato (1,53 mM/L), piruvato (0,028 mM/L) y
su ratio (16,2). Tras el tratamiento observamos que los niveles de sodio (160 mM/L) y
glucosa (73 mg/dL) aumentaron significativamente a la vez que disminuyeron los
valores de lactato (1,21 mM/L) y el ratio lactato/piruvato (9,9), poniendo de manifiesto

la mejoria en el estado oxidativo del encéfalo.

Para valorar el efecto de los agentes anestésicos y el tiempo de duracion de la
anestesia en los biomarcadores del metabolismo energético cerebral, sometimos a todos
los animales a dos anestesias, una exclusivamente con isofluorano y otra con propofol.
Medimos valores de lactato, piruvato, glutamato, glucosa, creatin kinasa, proteinas

totales y electrolitos en dos tiempos diferentes, una vez a los 15 minutos de la induccién
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anestésica (T0) y por segunda vez a las 3 horas de la induccién (T3). Observamos que
los valores de lactato en el grupo anestesiado con propofol fueron significativamente
mas bajos en T3 (1,02 mM/L) que en TO (1,4 mM/L). Sin embargo, en el grupo de
perros anestesiados exclusivamente con isofluorano, los valores de lactato en T3 (1,58
mM/L) mostraron una tendencia a aumentar con el tiempo anestésico (TO = 1,43
mM/L).

Finalmente, para valorar el efecto del lugar de extraccion del liquido
cefalorraquideo, llevamos a cabo la medicion de lactato en cisterna cerebelomedular y
cisterna lumbar. Para la extraccion de liquido cefalorraquideo empleamos el mismo
procedieminto anestésico descrito en el parrafo anterior. Observamos resultados
significativamente mayores de lactato en cisterna lumbar (1,58 mM/L) en comparacion
con los obtenidos en cisterna magna (1,44 mM/L). De esta forma se corrobora el flujo
rostrocaudal del liquido cefalorraquideo en el sistema nervioso central del perro, al igual

gue en humanos y en el caballo.

Los datos obtenidos en nuestro estudio ponen de manifiesto la importancia de la
medicion de los valores de determinados biomarcadores bajo condiciones controladas
de anestesia, tiempos de duracion previos a la extraccion de la muestra y lugar de
extraccion. Los estudios publicados hasta la fecha no establecen rangos de referencia
bajo condiciones similares a las de nuestro estudio. La falta de determinacién de rangos
fisiolégicos puede conllevar al veterinario clinico a errores en la interpretacion de los
resultados, dando lugar a errores diagnosticos. Por ello, conocer la influencia de los
agentes anestésicos, el tiempo y lugar de extraccion y el posible tratamiento previo de
los animales resulta fundamental para la correcta interpretacion analitica de los

biomarcadores del metabolismo energético cerebral.
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ABSTRACT:

The current trend in both human and veterinary medicine is to find biomarkers that can
be used in the early detection of diseases. Biomarkers are functional variants or
quantitative indices of a biological process, which estimates the predisposition of a
certain patient to suffer from a disease, predicting its evolution and response to
treatment. In veterinary medicine, we have few studies that establish reference ranges
for different biomarkers of brain energetic metabolism. In addition, the studies
published so far show a marked heterogeneity in terms of the anesthetic protocols used,
time and place of extraction of the cerebrospinal fluid samples, previous treatments

administered to the animal, ages and breeds included.

For the development of this doctoral dissertation, healthy Beagle breed dogs
were chosen, which underwent a first general anesthesia to extract cerebrospinal fluid in
order to measure lactate levels (1,189 mM/L), pyruvate levels (0,0577 mM/L), and
lactate/pyruvate ratio (44,247) in samples extracted from cerebellomedullary cistern.
After obtaining the basal levels of these biomarkers, we evaluated the effect of
supplementing the diet with nutraceuticals. For this, the animals were anesthetized
twice, 50 days apart, during which they were taking the nutritional supplement. We
obtained samples of cerebrospinal fluid before and after treatment to measure total
proteins (21 g / dL), nucleated cell count (<5 cells / pL), glucose (59 mg / dL), sodium
(151 mM / L), chlorine (132 mM / L), potassium (2.96 mM / L), lactate (1.53 mM / L),
pyruvate (0.028 mM / L), and their ratio (16.2). After treatment, a significant increase in
the levels of sodium (160 mM/L) and glucose (73 mg/dL) was noticed, whereas a
decrease in the lactate value (1,21 mM/L) and lactate/pyruvate ratio (9,9) was observed,

showing an improvement in the oxidative state of the brain.

To assess the effect of the anesthetic agents and the duration of anesthesia on the
biomarkers of brain energy metabolism, all the animals were anesthetized in two
periods, one of them exclusively with isoflurane, and the other, also exclusively with
propofol. Values of lactate, pyruvate, glutamate, glucose, creatine kinase, total proteins,
and electrolytes were measured at two different times, the first one, 15 minutes after
anesthetic induction (T0), and the second one, 3 hours after induction (T3). It was

observed that lactate values within the group of dogs anesthetized with propofol were
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significantly lower in T3 (1,02 mM/L) than in TO (1,4 mM/L). However, in the group of
dogs anesthetized exclusively with isoflurane, lactate values in T3 (1,58 mM/L) showed
a tendency to increase with anesthetic time (TO = 1,43 mM/L).

Finally, in order to assess the effect of the cerebrospinal fluid extraction site,
lactate values were measured in cerebellomedullary cistern as well as lumbar cistern.
For the cerebrospinal fluid extraction, the same anesthetic procedure as described in the
previous paragraph was used. Significantly higher lactate values were observed in the
lumbar cistern (1,58 mM/L) compared to those obtained in cerebellomedullary cistern
(1,44 mM/L). In this way, the rostro-caudal flow of cerebrospinal fluid in the central

nervous system of dogs is corroborated, as it was in humans and horses.

The data obtained in our study evidence the importance of measuring the values
of certain biomarkers under controlled conditions of anesthesia, duration times prior to
sample extraction, and extraction site. The studies published to date do not establish
reference ranges under conditions which are similar to those of our study. The lack of
determination of physiological ranges can lead the clinical veterinarian to make
mistakes in the interpretation of the results, giving rise to diagnostic errors. For this
reason, knowing the influence of anesthetic agents, the time and place of extraction, as
well as the possible previous treatment of the animals is essential for the correct

analytical interpretation of biomarkers of brain energetic metabolism.
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Introduccion

En la actualidad, tanto en medicina humana como en medicina veterinaria, se investiga
constantemente con el fin de encontrar nuevas técnicas diagndsticas y nuevos
marcadores que sirvan como indicador prondstico de la evolucion de una enfermedad.
De esta manera, conociendo en profundidad la fisiopatologia de una enfermedad, se
podra conseguir un diagnostico mas precoz y en consiguiente, un tratamiento mas

efectivo para la misma.

En el caso concreto de las enfermedades que afectan al sistema nervioso central
(SNC), la obtencion de muestras para el diagndstico es complicada. EI SNC se compone
del parénquima nervioso, las meninges y el liquido cefalorraquideo (LCR). Este Gltimo
es un liquido resultante del filtrado del plasma y de la secrecion membranosa, por lo que
su composicion difiere de la del plasma. En condiciones fisioldgicas se trata de un
fluido transparente con muy poca celularidad y baja concentracion de proteinas. EI LCR
mantiene un contacto estrecho con el parénguima nervioso, por lo que las alteraciones
que se producen en el tejido neuronal pueden verse reflejadas en la composicion del
LCR. Su obtencion se lleva a cabo mediante puncion en cisterna cerebelomedular o en

espacio lumbosacro, para lo cual es necesaria la anestesia general del paciente.

Una de las tendencias actuales en medicina humana se centra en buscar
biomarcadores en LCR que reflejen cambios en el ratio metabdlico cerebral que puedan
ser justificados por determinadas patologias. Estudios como el de Parnetti y col. (2000)
o el de Liguori y col. (2015) encuentran niveles anormalmente altos de lactato y
piruvato en personas con Alzheimer, demencia vascular, meningitis infecciosa y
linfoma. Alteraciones similares han sido descritas por Pugliese y col. (2005) en perros

con un grado severo de disfuncion cognitiva.

En medicina veterinaria exiten relativamente pocos estudios que relacionen las
alteraciones en las concentraciones de neurotransmisores, enzimas Yy sustratos
metabolicos neuronales con diferentes patologias. Ademas, los estudios que establecen
rangos fisiologicos de referencia en el perro son aun mas escasos y variables. En base a
ello, resulta necesario llevar a cabo estudios basales en pacientes sanos. Dichos estudios
deberian tener en cuenta parametros como la raza, edad, sexo, lugar de puncién y
protocolo anestésico utilizado para la toma de muestras, ya que los agentes anestésicos

pueden interferir en el ratio metabdlico celular.



Introduccion

El pilar esencial del estudio de la fisiologia del metabolismo energético cerebral
(MEC) se fundamenta en el hecho de que la actividad neuronal esta intimamente ligada
al flujo sanguineo cerebral y al metabolismo energético. La reduccion en el aporte de
sangre y nutrientes al parénquima encefélico se traduce en una alteracion del
metabolismo glucidico oxidativo, obligando a las neuronas a emplear rutas metabdlicas
alternativas que van a producir metabolitos detectables en el LCR. Como ocurre en el
sindrome de disfuncién cognitiva canina (SDCC), la alteracion del metabolismo
oxidativo provoca una cascada metabdlica que conlleva una menor produccion de ATP.
Esto comporta una reduccion de la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa, provocando
el aumento del K extracelular, el bloqueo de la despolarizacion neuronal y el deterioro
de la funcion cognitiva. Hasta la fecha se conoce que tanto personas con demencia
como perros con SDCC se benefician de la ingesta de dietas enriquecidas con
antioxidantes, vitaminas, acidos grasos omega 3 y triglicéridos de cadena media. Sin
embargo, en el perro, no se ha determinado el impacto real de este tratamiento

nutricional en el metabolismo cerebral.

Con el presente estudio se pretende profundizar en el conocimiento de la
composicion del LCR en perros sanos atendiendo a los siguientes factores: (i) la
obtencion de datos que contribuyan a establecer unos valores de referencia de
determinados biomarcadores del MEC, (ii) la observacion de las fluctuaciones de dichos
marcadores en pacientes sometidos a suplemento dietético con nutracéuticos, (iii) la
deteccion de posibles variaciones de estos pardmetros en funcién del protocolo

anestésico utilizado, o (iv) en funcion del lugar de extraccion de LCR.
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Obijetivos

Debido al elevado nimero de enfermedades que afectan al SNC del perro y a la escasez
de estudios sobre biomarcadores del MEC, resulta complicado extrapolar datos de un
estudio a otro. Los trabajos publicados hasta la fecha emplean diversas razas (Pugliese y
col. 2005, Creevy y col. 2013), diversos protocolos anestésicos (Caines y col. 2012,
Witsberger y col. 2012), y pacientes afectados por diferentes enfermedades y sometidos
a varios tratamientos (Yin y col. 2001, Pham y col. 2008). La elevada heterogeneidad de
los estudios publicados hasta el momento nos conduce a intentar establecer ciertas bases
en el estudio de los biomarcadores del MEC en el perro, por lo que los objetivos de este

estudio fueron:

1. Estudiar las concentraciones fisioldgicas de lactato, piruvato y ratio L/P en
Beagles sanos bajo condiciones especificas de anestesia.

2. Valorar si la administracion de compuestos nutracéuticos provoca cambios en
determinados biomarcadores (proteinas totales, recuento celular, cloro, sodio,
potasio, calcio, glucosa, lactato, piruvato y ratio L/P) en LCR en Beagles sanos.

3. Evaluar la influencia del propofol, isofluorano y duracion de la anestesia en
diversos marcadores del MEC (lactato, piruvato, glutamato, creatin kinasa,
glucosa y electrolitos) en el LCR en perros sanos de raza Beagle.

4. Estudiar las diferencias en la concentracion de lactato en LCR obtenido

mediante puncion en cisterna magna y en cisterna lumbar en Beagles sanos.
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3.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL METABOLISMO ENERGETICO
CEREBRAL

El encéfalo es el 6rgano con los mayores requerimientos nutricionales, consumiendo
hasta el 20% del oxigeno y el 25% de la glucosa ingerida. Posee pequefias reservas y
depende del constante aporte de sangre y nutrientes por el sistema circulatorio (Bélanger
y col. 2011).

ElI SNC esta formado por dos tipos de células: las neuronas, que actian como la
unidad funcional, y las células de glia, cuya funcion es dar soporte y nutricion a las
neuronas. La neurona se forma durante el desarrollo embrionario a partir del
neuroectodermo. Son células muy especializadas, asimétricas y polarizadas. La neurona
presenta un soma o cuerpo neuronal donde se encuentra la mayor parte de los organulos
y dos tipos de procesos citoplasmaticos: las dendritas y los axones, a través de los
cuales mantienen una estrecha relacion con las demas neuronas. La neuroglia la
componen los astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias. Los astrocitos son las
células mas implicadas en el metabolismo del SNC. Derivan del neuroectodermo al
igual que las neuronas, producen proteinas, moléculas de adhesion, citoquinas, factores
de crecimiento y se conectan por un lado a los capilares y por otro a las neuronas que
nutren mediante procesos perisinapticos. Son células que se unen mediante uniones tipo

GAP llegando a formar un entramado celular altamente organizado (Jaggy 2010).

Los astrocitos son células de glia muy especializadas cuyas funciones son las
siguientes: (i) el control de la homeostasis, (ii) nutricién y almacenamiento de energia
en forma de glucogeno, (iii) formacion y remodelacion de las sinapsis, (iv) modulacién
de la actividad sinaptica mediante gliotransmisores y la recaptacion de
neurotransmisores, y (v) la defensa contra el estrés oxidativo y la reparacion de tejidos
(Bélanger y col. 2011). Gordon y col. (2008) observaron que la actividad neuronal en
condiciones de hipoxemia provocaba una tendencia a vasodilatacion arteriolar mientras
que en condiciones con altos niveles de oxigeno se producia vasoconstriccion. Este
fendmeno es conocido como hiperemia funcional y depende de forma activa de los
astrocitos, los cuales detectan la actividad neuronal y regulan el flujo sanguineo

cerebral.
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El sustrato energético principal de la neurona es la glucosa. No obstante, las
células nerviosas son capaces de utilizar de forma eficiente otros sustratos energéticos
como el piruvato, lactato o glutamato, los cuales se sintetizan a partir de la glucosa en la
propia celula. Los principales mecanismos por los que la neurona consume energia son
las sinapsis, los potenciales de accion y la constante liberacion y recaptacion de
neurotransmisores. En concreto, el mantenimiento de la excitabilidad neuronal a través
de los potenciales sindpticos glutaminérgicos representa el mayor coste energetico
cortical (Bélanger y col. 2011). Todo esto pone de manifiesto la estrecha relacion
existente entre la actividad neuronal, los requerimientos energéticos en funcion del
grado de actividad celular y la utilizacion de glucosa o productos derivados de su

metabolismo.

Una vez que la glucosa entra en la célula a través de los transportadores
especificos de glucosa, ésta es fosforilada por hexokinasas a glucosa-6-fosfato (G6F).

La G6F puede seguir tres rutas metabolicas distintas:

1. Glucolisis: La glucolisis es un proceso anaerobio que permite obtener energia a
partir de la glucosa en células que carecen de mitocondria o en situaciones de
hipoxia tisular. Durante la glucolisis se producen una serie de reacciones
bioguimicas que daran lugar a dos moléculas de piruvato, 2 ATP y NADH.
Cuando hay suficiente oxigeno, el piruvato entra en la mitocondria para seguir
un metabolismo oxidativo a través del ciclo de Krebs, produciendo entre 30-34
moléculas de ATP, CO; y agua. El piruvato es utilizado por la célula como
fuente de energia mucho mas eficiente que la glucosa durante el metabolismo
oxidativo. En condiciones de anaerobiosis, el piruvato puede ser reducido a
lactato mediante la lactato-deshidrogenasa (LDH) y difundir al espacio
extracelular. Esta es una reaccion reversible: cuando vuelve a haber oxigeno
disponible, el lactato es reconvertido a piruvato y puede volver a ser usado para
generar energia o para convertirse en glucosa (Mattson-Porth y Matfin 2008,

Bélanger y col. 2011).

2. Via de la pentosa-fosfato (VPP): La VPP es utilizada por la célula para la
sintesis de ribonucle6tidos y de NADPH. EI NADPH es una coenzima que se
utiliza en la sintesis de acidos grasos y en la inactivacion de radicales libres

(RL), participando de forma activa en el potencial de oxidoreduccion celular. La
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VPP consta de dos fases, una oxidativa y otra no oxidativa (Mattson-Porth y
Matfin 2008). En la fase oxidativa la célula usa la G6F para generar 2 NADPH.
La célula emplea la via no oxidativa en funcion de la demanda energética del
momento. Si la célula precisa mantener un potencial de oxidoreduccion, se
activara la via oxidativa para producir NADPH. Por el contrario, si la célula
precisa sintetizar ribonucleotidos, se potenciard la fase no oxidativa con la
consiguiente produccion de intermediarios de la glucolisis (Patra y Hay 2014).
De este modo la célula presenta interconexiones entre todas sus rutas

metabolicas con el fin de obtener energia de la manera mas eficiente posible.

3. Glucdgeno: El glucogeno es un polisacarido que se encuentra en abundancia en
diferentes 6rganos como el masculo y el higado, constituye la principal reserva
de glucosa del organismo y puede ser reconvertido a glucosa en situaciones de
hipoglucemia. A nivel del SNC las reservas de glucégeno son muy reducidas y
se encuentran principalmente en los astrocitos (Cataldo y Broadwell 1986). Los
astrocitos captan la glucosa mediante sus ramificaciones perivasculares y, una
vez es degradada a G6F, sigue su fosforilacion a glucosa-1-fosfato y uridin
difosfato glucosa (UDFG). La UDFG glucosa es finalmente transformada
mediante la forma activa de la glucdgeno-sintetasa en glucégeno. Esto es un
proceso reversible por el que el glucogeno puede ser fosforilado hasta producir
lactato, que serd expulsado al espacio extracelular para el aprovechamiento por
parte de la neurona (Falkowska y col. 2015). Segun estudios como el de Sagar y
col. (1987), la distribucion del glucdgeno en el encéfalo no es homogénea,
siendo mas abundante en la sustancia gris que en la blanca y en las zonas con
mayor densidad de sinapsis, como el tadlamo, hipotadlamo, corteza, puente y
cerebelo, entre otros. Esto explica la gran importancia de las reservas de
glucdgeno en los astrocitos con el fin de abastecer de energia a las neuronas en

los momentos de mayor consumo.

Tanto las neuronas como los astrocitos son capaces de oxidar la glucosa
completamente para producir energia, pero en condiciones fisioldgicas usan rutas
metabolicas diferentes y complementarias. Mientras las neuronas tienen un ratio
metabolico oxidativo mayor que las células de glia, los astrocitos son eminentemente
glucoliticos. La neurona posee baja concentracién de la enzima 6-fosfofructosa-2-

kinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa-3 (Pfkfb3) en relacion a los astrocitos. Esta enzima es un
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potente activador de la glucolisis y su sobreactivacion conlleva estrés oxidativo y la
apoptosis, razon por la cual la neurona no es capaz de mantener un alto metabolismo
glucolitico (Herrero Méndez y col. 2009). Para asegurar el elevado gasto energético que
supone la actividad neuronal, la neurona emplea principalmente el lactato para llevar a
cabo un metabolismo oxidativo mitocondrial y producir ATP. De esta manera se evita el
estrés oxidativo derivado de la glucolisis y se ahorra glucosa para emplearla en la VPP y
producir NADPH con alto poder antioxidante (Belanger y col. 2011). Diversos estudios
in vitro han demostrado que en igualdad de condiciones, la neurona utiliza
preferentemente el lactato para generar energia en lugar de la glucosa (Schurr y col.
1999). Smith y col. (2003) elaboran un estudio in vivo sobre el uso de glucosa y lactato
como fuentes de energia en el encéfalo humano. Para ello utilizan la tomografia por
emisién de positrones (PET) y fluorodesoxiglucosa. Los autores concluyen que en un
paciente euglicémico al que se le aporta por via intravenosa una solucion rica en lactato,
se disminuye un 17% el uso de glucosa en el encéfalo durante el tiempo durante el cual
se le administra la infusion continua de lactato. Desde un punto de vista celular, la
transformacion de la glucosa en piruvato para generar energia mediante el ciclo de
Krebs es mas costosa energéticamente que transformar el lactato disponible en piruvato,
ya que esta reaccion no depende del ATP (Magistretti y Pellerin 1997, Smith y col.
2003).

Por otro lado, los astrocitos presentan una elevada actividad glucolitica derivada
de la alta concentracion de Pfkfb3, dando lugar a grandes cantidades de lactato que sera
excretado al espacio extracelular para su uso por parte de las neuronas. En el estudio de
Porras y col. (2004) observaron la tendencia en la utilizacion de glucosa en un cultivo
celular mixto y certificaron la preferencia de las neuronas por el lactato antes que por la
glucosa. Tras la actividad glutaminérgica derivada de la excitacién neuronal, los
astrocitos retiran del espacio sinaptico el glutamato. Este es convertido a glutamina
pudiendo pasar al ciclo de Krebs para producir energia o ser reconvertida en glutamato
y devuelto a la neurona para mantener sus reservas intactas. En este momento se inhibe
la captacion de glucosa por parte de la neurona y se inhibe por tanto la glucolisis,
obligando a la neurona a utilizar el lactato extracelular para producir energia mediante
metabolismo oxidativo. De forma simultanea, los astrocitos activan la ruta glucolitica y
se produce un flujo de glucosa hacia el interior del astrocito para producir el lactato que
usaran las neuronas (Porras y col. 2004).

15



16

Revisidn bibliografica

El estrés oxidativo generado como consecuencia del metabolismo aerobio de la
glucosa se debe a la liberacién de RL durante el proceso de oxidacion glucidica, al
elevado indice de &cidos grasos insaturados presentes en el SNC (predispuestos a
peroxidacion lipidica) y a la baja capacidad antioxidante del encéfalo. La molécula con
mayor potencial antioxidante presente en el SNC es el glutation y se encuentra
principalmente en astrocitos, por lo que éstos se encargan de la proteccion de las
neuronas circundantes (Bélanger y Magistretti 2009).

El elevado ratio de metabolismo oxidativo neuronal, unido a su escasa capacidad
de defensa contra el dafio oxidativo, su incapacidad para mantener de forma autbnoma
sus necesidades energéticas y su escasa capacidad glucogenogénica, justifica el hecho
de que el MEC sea un proceso compartimentalizado que depende de la accién conjunta
de neuronas Yy astrocitos.
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3.2 LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

3.2.1 Anatomia del sistema ventricular y fisiologia del liquido cefalorraquideo

El LCR es un liquido transparente, resultante del ultrafiltrado del plasma y producido
por los plexos coroideos. Contiene poca celularidad y una baja concentracion de
proteinas. Se encuentra tanto en el sistema ventricular a nivel del encéfalo como en el
canal ependimario en la médula espinal y en el espacio subaracnoideo envolviendo todo
el SNC (De la Hunta y Glass 2009, Braun y col. 2017).

El sistema ventricular lo componen cuatro ventriculos (Figura 1). Los
ventriculos laterales se encuentran a nivel del telencéfalo, cada uno en un hemisferio
cerebral. Se pueden dividir en 5 regiones: los cuernos occipital y frontal, cuerno
temporal, el cuerpo, el atrio y un receso hacia el bulbo olfatorio. Ambos ventriculos
laterales comunican con el tercer ventriculo a través de los orificios interventriculares o
de Monro (Di Terlizzi y Platt 2006). El tercer ventriculo se encuentra en diencéfalo, en
las inmediaciones de la adherencia intertalamica y comunica con el cuarto ventriculo, ya

en tronco del encéfalo, mediante el acueducto mesencefalico o de Sylvius. (Bernardini
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FIGURA 1: Representacion del sistema ventricular en el encéfalo en su vista dorsoventral y
laterolateral a la izquierda y representacidn esquematica a la derecha. Iméagenes de Kent y col.
(2016) (izquierda) y Skerritt (2018) (derecha).
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2010). ElI LCR pasa del cuarto ventriculo (cavidad triangular en mielencéfalo) al

espacio subaracnoideo por medio del orificio de Magendi (situado en el techo del cuarto

ventriculo en la linea media) y los orificios laterales de Luschka en la fosa rostrocaudal.

De aqui pasa al espacio subaracnoideo, localizado entre la duramadre y la piamadre (Di

Terlizzi y Platt 2006, Jaggy 2010).

Las meninges son las tres membranas que envuelven todo el SNC (Figura 2) y se

desarrollan a partir de la cresta neural durante el desarrollo embrionario. La duramadre

es la mas externa de todas. A nivel del encéfalo se encuentra adherida al periostio y no

dura madre

aracnoide

pia madre

sostanza
grigia

sostanza
bianca

FIGURA 2: Representacion grafica de las
meninges a nivel encefadlico. Bernardini
(2010).

existe espacio epidural, mientras que a nivel
medular se encuentra separada del periostio
vertebral por este espacio. Es la capa mas
gruesa y estd compuesta principalmente por
tejido conectivo. En la transicion entre la
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conectivo por la que circula el LCR. La
presion que ejerce el LCR permite que la
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FIGURA 3: Diagrama del neuroeje y sus meninges. a
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Skerritt (2018).
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duramadre (De la Hunta y Glass 2009, Skerritt 2018). Las raices nerviosas (dorsal y
ventral) de la médula espinal estan rodeadas por unas prolongaciones formadas por la
duramadre y la aracnoides, envolviendo el tejido nervioso con LCR hasta su salida por
el agujero intervertebral. A nivel intracraneal ocurre lo mismo con las raices de los
pares craneales hasta la salida del nervio de la cavidad craneal por su correspondiente
orificio. En el caso de los nervios olfatorio y dptico, las meninges cubren todo el nervio
hasta su llegada a la cavidad nasal y al globo ocular, respectivamente. Las infecciones
en estas localizaciones pueden tener una rapida distribucion a SNC provocando

meningitis/meningoencefalitis (Skerritt 2018).

La presencia de las tres membranas meningeas determina la existencia de 3
espacios asociados. El espacio epidural contiene tejido conectivo y grasa, solo esta
presente en la médula espinal y esta delimitado por el periostio y la duramadre. A nivel
intracraneal desaparece como consecuencia de la unién de la duramadre al periostio de
la cara interna de los huesos que conforman la cavidad craneal (Figura 3). El espacio
subdural es un espacio virtual entre la duramadre y la aracnoides. El espacio
subaracnoideo se encuentra entre la aracnoides y la piamadre y contiene el LCR,

arterias, venas y raices nerviosas (De la Hunta y Glass 2009).

El LCR es producido principalmente a partir de los plexos coroideos localizados
en los cuatro ventriculos, siendo el plexo coroideo del cuarto ventriculo el de mayor

volumen (Figura 4). Se trata de una membrana semipermeable que permite el libre

FIGURA 4: Izquierda: representacion grafica de las vellosidades aracnoideas hacia el interior del
ventriculo. De la Hunta y Glass (2009). Derecha: detalle de la formacién y flujo del lcr desde el
espacio intravascular, pasando por la membrana basal (ISF), células epiteliales cuboidales del
plexo con uniones oclusivas entre ellas y microvellosidades hacia la cavidad ventricular (Simon y
LIiff 2016).
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transito de algunas moléculas y el transporte activo de sodio (Na*), potasio (K"), cloro
(CI"), magnesio (Mg"), calcio (Ca™). El plexo coroideo lo constituyen numerosas
invaginaciones y vellosidades que se proyectan hacia el interior de la cavidad
ventricular (Tipold 2003, Simon y LIiff 2016). Las células epiteliales del plexo son
células cuboidales que garantizan la impermeabilidad de la membrana mediante uniones
de oclusion entre ellas, evitando el libre transito de moléculas al LCR (De la Hunta y
Glass 2009).

El LCR resultante del ultrafiltrado del plasma en
los plexos coroideos se libera directamente a la cavidad
ventricular, donde existe un flujo bidireccional
predominantemente rostro-caudal. La albdmina sérica
ionizada inyectada en cisterna lumbar (CL) en personas
tarda de 12 a 24 horas en alcanzar el encéfalo, mientras

que la inoculada en cisterna magna (CM) llega a nivel

toracolumbar en tan solo 40 minutos (Chiro y col. 1976). FIGURA. 5 Arteria

El flujo a nivel intraventricular depende principalmente de encefalica introduciéndose
desde el espacio

la actividad pulsatil de la sangre en los plexos coroideos, subaracnoideo hacia el
parénquima enceféalico y

mientras que el transito del LCR del espacio espacio perivascular

. . asociado (PVS). Simon y
subaracnoideo intracraneal al medular depende de la LIiff (2016).
contractilidad del corazon y del pulso arterial intracraneal (Simon y LIiff 2016). EI LCR
pasa finalmente del espacio subaracnoideo al parénquima encefalico junto a los grandes
vasos aracnoideos que se introducen en el parénquima. Este espacio perivascular
(Figura 5) es un espacio virtual formado por una extension de la aracnoides hacia la
piamadre, que se puede reducir practicamente al espacio que queda entre la separacion

de células contiguas (De la Hunta y Glass 2009).

Finalmente el LCR es reabsorbido en su mayor parte en las vellosidades
aracnoideas de los plexos venosos (Figura 6). Es una reabsorcién unidireccional
facilitada por la monocapa celular del seno venoso que permite el transporte pasivo del
LCR hacia el lumen vascular cuando la presion del LCR excede a la presion venosa.
Ademas de los senos venosos, el LCR se puede reabsorber en menor medida a través
de: (i) los vasos encefalicos intraparenquimatosos, (ii) los vasos sanguineos y linfaticos
en la salida de las raices nerviosas medulares y nervios craneales olfatorio, optico y

vestibulococlear, y (iii) a traves de la lamina cribosa a la cavidad nasal (De la Hunta y
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Glass 2009, Jaggy 2010, Skerritt 2018, Norwood y col. 2019). El LCR circula por el
espacio subaracnoideo desde la fosa rostrocaudal donde se encuentra el cuarto
Dorsal sagial ventriculo hasta el bulbo olfatorio,

[ sinus
Endothelium

ofsinus [ Subarachmoid junto a la lamina cribosa del

Arachnoid villus

Skullwell etmoides, a través de la cual pasa a

cavidad nasal para ser reabsorbido

" Periosteum por los Vasos linfaticos

Dura mater
Arachnoid

Pia mater (Sokolowski y col. 2018). Las

alteraciones en la circulaciéon del
\ Grey mattar of LCR pUEden contribuir al
cerebral hemisphera
\ desarrollo de enfermedades
e e neurodegenerativas y vasculares

. como el Alzheimer en personas,
FIGURA 6. Diagrama del seno venoso dorsal. las

vellosidades aracnoideas se proyectan hacia el interior del Procesos isquémicos cerebrales o
seno. el LCR difunde hacia el espacio intravenoso

atravesando las células del endotelio aracnoideo y venoso hjdrocefalia entre otras (Simon y
cuando la presién del Icr es superior a la presidn venosa.

Skerritt (2018). LIiff 2016, Norwood y col. 2019).
Las funciones del LCR son de proteccion y nutricion. Por un lado el LCR que
envuelve todo el SNC actua de amortiguacion para los golpes y movimientos bruscos a
modo de mecanismo de suspension. Sin embargo, ante movimientos bruscos de
aceleracion o desaceleracion, este mecanismo de proteccion puede verse superado. Al
golpear el encéfalo contra las paredes Oseas se produce contusién o concusion
parenquimatosa, lo que conlleva una lesion por cizallamiento con la aparicion de
hemorragias y edema vasogénico. EI LCR actia en la modulacién de la presion
intracraneal (PIC). La PIC puede aumentar por cambios en la presion arterial y en la
presion venosa central ante determinados esfuerzos corporales, cambios de postura y
durante la respiracion (i.e. en la inspiracién disminuye la presion del LCR y en la
expiracion aumenta) (Di Terlizzi y Platt 2006). Cuando aumenta la PIC, el encéfalo se
adapta al cambio de presion mediante variaciones en el volumen de LCR, siguiendo la
teoria de Monro-Kellie. ElI paréenquima es un compartimento estable con poca
adaptacion al cambio. Sin embargo, el LCR y la sangre pueden sufrir relativas
variaciones a nivel intracraneal para mantener la PIC. Asi, ante aumentos bruscos de

presion, el encéfalo responde en primer lugar disminuyendo la produccion de LCR o
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aumentando su drenaje y salida del craneo, protegiéndolo asi de posibles dafios (De la
Hunta y Glass 2009).

El LCR presenta ademas funciones reguladoras controlando el pH encefélico,
manteniendo el gradiente quimico, posibilitando la distribucion de factores
neurotroficos, neurotransmisores y hormonas neuroendocrinas, y retirando productos de
desecho del metabolismo celular que no atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE),
(Di Terlizzi y Platt 2006, De la Hunta y Glass 2009, Simon y LIiff 2016). La BHE es
una barrera localizada a nivel de las células endoteliales de los capilares encefalicos,
entre el plasma y el fluido extracelular del espacio intersticial. Estd formada por una
capa de células endoteliales fuertemente unidas entre si y no fenestradas, una gruesa
membrana basal y procesos citoplasmaticos de los astrocitos vecinos. La BHE permite
el paso de sustancias como la glucosa, glutamato y algunos aminoécidos, pero es
impermeable a otras sustancias, como algunos antibidticos e ivermectinas. Ademas de la
BHE que protege al encéfalo de sustancias exdgenas, encontramos la barrera sangre—
LCR, que determina la composicion de éste Gltimo. Esta barrera se encuentra a nivel de
los plexos coroideos, esta formada por el endotelio vascular del plexo, su membrana

basal y el epitelio coroideo (De la Hunta y Glass 2009, Braun y col. 2017).
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3.2.2. Analisis del liquido cefalorraquideo en la clinica veterinaria

El LCR envuelve todo el SNC y se encuentra en contacto directo con el parénquima
nervioso tanto a nivel encefalico como a nivel medular. La intima relacion que
mantienen el LCR y el tejido nervioso es la razon por la que el analisis de la
composicion del LCR aporta considerable informacion sobre los cambios que se
producen en el SNC en diferentes patologias (Di Terlizzi y Platt 2006, Keen 2014).

La extraccion de LCR se realiza bajo anestesia general y debe llevarse a cabo
siempre caudal a la lesion debido al flujo eminentemente rostrocaudal del LCR en el
SNC. El procedimiento estard contraindicado en todas aquellas enfermedades que
aumenten considerablemente el riesgo anestésico o cuando haya indicios de aumento de
la PIC, situacion en la que la extraccion y el cambio repentino de presion pueden
provocar una herniacion iatrogénica de las estructuras encefélicas alojadas en la fosa
posterior (De la Hunta y Glass 2009). La puncion se realiza en dos puntos, CM y CL
(preferentemente en el espacio intervertebral lumbar L5-L6, aunque también se puede
realizar en L4-L5). El procedimiento se lleva a cabo con una aguja espinal de 20-22G y
preparando de forma aséptica la zona de puncién. En primer lugar se rasura toda la
zona, se limpia para retirar los pelos y la suciedad y se realiza un lavado de la piel con
antiséptico. Posteriormente se colocan los pafios quirtrgicos y se emplean guantes

estériles y un recipiente colector estéril (Platt y Olby 2004, Villiers y Blackwood 2009).

La puncién en CM se realiza con el paciente
en decubito lateral, la cabeza flexionada realizando un
angulo de 90° con el cuello y paralela a la mesa. El
lugar de puncion se establece realizando un triangulo
equilatero entre los puntos mas prominentes de las
alas del atlas y la protuberancia occipital externa,
Ilevando a cabo la puncion en el punto central de este
triangulo. La aguja incide en la piel en posicion

perpendicular al cuello, se retira el fiador y se avanza

lentamente en direccion al angulo de la mandibula

(Figura 7). Cuando atraviesa la duramadre se nota la =
. . . . FIGURA 7: Procedimiento de
falta de resistencia y empieza a fluir el LCR por la extraccién deLCR de CM.
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aguja. El LCR debe salir s6lo, nunca colocaremos una jeringa para aspirar (De la Hunta
y Glass 2009). El volumen maximo de LCR que se debe obtener es de 1ml/5kg (Platt y
Olby 2004).

La puncidn en espacio lumbosacro se lleva a cabo preferentemente en espacio
L5-L6, aunque también es posible en L6-L7 y L4-L5. Se coloca al paciente en decubito
lateral y se prepara la zona de puncion de la misma manera que para CM, rasurando el
pelo desde L3 hasta S3 y a la anchura de las crestas iliacas (Figura 8). Se arquea la
columna desplazando cranealmente las extremidades posteriores y caudalmente las
extremidades anteriores, de manera que consigamos la mayor apertura posible al
espacio subaracnoideo (Bernardini 2010). El punto de inyeccion lo determina la linea
media dorsal inmediatamente craneal al borde craneal de la apofisis espinosa de L6 y
finalmente, se incide en piel en direccion craneal con una angulacién de 45° (Platt y
Olby 2004, Villiers y Blackwood 2009).

FIGURA 8: Procedimiento de extraccion de LCR en CL.

La muestra debe ser procesada en los 30-60 minutos posteriores a la extraccion
para evitar su deterioro, ya que la baja concentracion de proteinas y lipidos y su baja
tonicidad provoca la degradacion de las membranas celulares. Una hora después de la
extraccion, en conservacion a temperatura ambiente, las células del LCR sufren picnosis
del nucleo, lisis de las membranas citoplasmaticas y nucleares (Di Terlizzi y Platt 2006,
Villiers y Blackwood 2009). El andlisis rutinario del LCR incluye el recuento de
proteinas y de células nucleadas (el rango fisioldgico de todas las determinaciones
rutinarias en LCR se refleja en la Tabla 1). La determinacién de proteinas se puede
llevar a cabo en un laboratorio especializado mediante espectrofotometria o de forma
rutinaria con tira de proteinas o tira de orina. El recuento celular se realiza colocando
una muestra de LCR sin centrifugar en un hemocitometro y se realiza el recuento
manual (Villiers y Blacwood 2009). Concentraciones de proteinas superiores a 25mg/dl

en CM y 40mg/dl en CL son indicativas de disrupcion de la BHE o aumento de la
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produccién intratecal de inmunoglobulinas, ya sea por procesos inflamatorios,
infecciosos, neoplésicos o hemorragicos (Bernardini 2010). EI LCR es un liquido
escasamente celular, por lo que recuentos de leucocitos superiores 5 células/ul son
indicativas también de disrupcion de la BHE (Platt y Olby 2004).

Parametro Resultado

Color Transparente

Proteinas <25-30mg/dl en CM
<40mg/dl en CL

Recuento celular <5 células nucleadas/pl

Tipo celular (citologia) Mononucleares

Tira de orina -Proteinas: Trazas/1+
-Glucosa: Trazas/1+
-Sangre: negativo

Tabla 1. Mediciones que se incluyen en el estudio basal del LCR y sus resultados
en condiciones fisiolégicas.

El recuento celular se lleva a cabo con un hemocitémetro como la camara de
Neubauer. En primer lugar es necesario centrifugar la muestra para aumentar la
concentracion de células, ya que el LCR es un liquido escasamente celular. Se coloca
una muestra de LCR sin diluir en la camara de recuento y se deja reposar 5 minutos para
que las células sedimenten (Villiers y Blackwood 2009). Es necesario contar en las dos
camaras al menos 5 cuadrados, el cuadrado central de cada camara y los cuadrados
presentes en las 4 esquinas. EI nimero de leucocitos y eritrocitos que contemos entre las
dos camaras supone el recuento total de células por ul (Platt y Olby 2004). EIl recuento
anormalmente alto de leucocitos en LCR se denomina pleocitosis y se puede asociar a
un aumento conjunto de las proteinas. Cuando el aumento de la concentracion de
proteinas no va unido a pleocitosis se denomina disociacion albuminocitologica y
ocurre en lesiones compresivas extradurales, siringomielia, necrosis, procesos
infecciosos de origen virico y mielopatia degenerativa principalmente. La pleocitosis se
clasifica en 4 tipos en funcion de la estirpe de leucocitos mas presente en la muestra y
cada tipo se puede relacionar con diferentes patologias. Sin embargo, hay patologias que
pueden presentar diferentes tipos de pleocitosis, por lo que usaremos todo el examen
clinico del animal para establecer el diagnostico diferencial (Tipold 2003, Platt y Olby
2004, Villiers y Blackwood 2009):

e Pleocitosis linfocitica: Se considera pleocitosis linfocitica cuando mas
del 50% de los leucocitos son linfocitos. Suele asociarse a infecciones

viricas como el moquillo o la rabia, infecciones parasitarias como
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toxoplasmosis 0 neosporosis, infecciones bacterianas como ehrlichiosis,
meningoencefalitis necrotizante o granulomatosa y linfoma del SNC.
También podemos encontrar este tipo de pleocitosis en la fase cronica de

la meningo-arteritis responsiva a esteroides.

e Pleocitosis neutrofilica: Los neutrdfilos representan la poblacion mas
abundante en el LCR y pueden estar degenerados o no. Es tipica de la
fase aguda de la meningo-arteritis responsiva a esteroides y de meningitis
bacteriana. En este Ultimo caso es necesario ver al microscopio las
bacterias intracelulares. En los casos de pleocitosis neutrofilica puede
estar indicado el cultivo de LCR.

e Pleocitosis mixta: En este tipo de pleocitosis encontraremos una
combinacion de linfocitos y células mononucleares fagociticas en
concentraciones similares, con una poblacion de neutréfilos variable. La
pleocitosis mixta es frecuente en la meningoencefalitis granulomatosa,
infecciones  fdngicas  (criptococosis, aspergilosis), ehrlichiosis,

toxoplasmosis, neosporosis y peritonitis infecciosa felina, entre otras.

e Pleocitosis eosinofilica: Este tipo de pleocitosis esta descrita en
migraciones aberrantes de algunos parasitos como toxoplasma o
neospora, meningoencefalitis eosinofilica, criptococosis y neoplasias.
También se describe en algunos procesos inflamatorios como la

meningoencefalitis del Greyhound.

En el caso de tumores también podemos observar diferentes tipos de pleocitosis
y poblaciones celulares con criterios de malignidad. Sin embargo, para observar las
células tumorales en el LCR es necesario que el tumor sea exfoliativo y en raras
ocasiones se consigue una muestra suficiente para llegar al diagnostico asertivo del tipo
concreto de tumor. Los meningiomas suelen producir una pleocitosis neutrofilica,
mientras que el linfoma o linfosarcoma lleva asociada una pleocitosis linfocitica con
mezcla de linfocitos normales y células linfoides de gran tamafio y degeneradas (Tipold
2003).

Cuando en el LCR aparece sangre es necesario determinar si la hemorragia es

latrogénica o patologica, ya que la concentracion de proteinas y células puede verse
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alterada por la contaminacion sanguinea. Existen formulas de correccion (no siempre
fiables) tanto para corregir la concentracion de proteinas, restando 1mg/dl de proteinas
por cada 1000 eritrocitos/pl, asi como para corregir el recuento leucocitario, restando 1
leucocito/ul por cada 500 eritrocitos/pl (Platt y Olby 2004). Si al obtener la muestra el
LCR es uniformemente rojo, es mas probable que se trate de una hemorragia patoldgica.
En la hemorragia iatrogénica vemos la sangre en las primeras gotas de LCR. Sin
embargo, la cantidad de sangre en la muestra va disminuyendo durante el procedimiento
(De la Hunta y Glass 2009). Si al centrifugar la muestra en una citocentrifuga
obtenemos un sobrenadante claro y transparente, la hemorragia habra sido causada por
el procedimiento. En el caso de que al centrifugar el LCR el sobrenadante sea
amarillento-anaranjado (xantocromasia), esto implica la presencia de productos de
degradacion de la hemoglobina y, por lo tanto, que la hemorragia es patoldgica (De la
Hunta y Glass 2009). No obstante, el método de eleccién para diferenciar entre
hemorragia patoldgica o iatrogénica es la citologia. La hemorragia sera patoldgica
cuando al microscopio se observen eritrofagocitosis, hemosideréfagos 'y
hematoidina/hemosiderina (cristales de bilirrubina). En ausencia de estos hallazgos, la

contaminacion con sangre se considerara iatrogénica (Platt y Olby 2004).

Ademas de la determinacion de proteinas durante el andlisis bioquimico, es
posible medir de forma rutinaria parametros como el nivel de glucosa, Na*, K*, CI,
Mg"*, Ca*?, y enzimas [creatin kinasa (CK), aspartato aminotransferasa (AST), y lactato
deshidrogenasa (LDH)]. De forma fisiolégica, en el LCR hay un 60 - 70% de los
valores de glucosa en sangre periférica. Esta pasa del plasma al LCR por difusion pasiva
o mediante transporte facilitado (Di Terlizzi y Platt 2006). Cuando los valores de
glucosa en el LCR son significativamente méas bajos se relaciona con un aumento del
consumo intratecal, generalmente relacionado con infecciones bacterianas (Bernardini
2010).

El K*y el Ca*™ se encuentran en concentraciones ligeramente mas bajas en LCR
que en plasma (K* 3 mmol/L en LCR frente a 3.5-5 mmol/L en sangre) (Ca*® 1-1.5
mmol/L en LCR frente a 2-2.75mmol/L en sangre). EI K* es esencial para el buen
funcionamiento neuronal y una correcta liberacion de neurotransmisores al espacio
sinaptico. La elevacion o disminucion significativa de los niveles de K™ en sangre
presenta escasos efectos sobre la concentracion de K* en LCR. Cuando se eleva el K™ en

LCR se intercambia de forma activa con Na* a nivel del plexo coroideo. De forma
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similar, las concentraciones de Ca*® total en LCR son independientes de su
concentracion plasmatica. El Ca*?es secretado de forma activa por el plexo coroideo y
reabsorbido a nivel de BHE (Di Terlizzi y Platt 2006).

El Na*, con una concentracién similar a la del plasma, es el electrolito méas
abundante en el LCR. Forma parte de los mecanismos de osmorregulacion y participa
en el mantenimiento del potencial de membrana. EI CI" y el Mg® se encuentran en
concentraciones en LCR ligeramente superiores a las del plasma. Ambos iones pasan a
LCR por difusion pasiva e intervienen en la conduccion neuronal (Tipold 2003, Di
Terlizzi y Platt 2006).

En el LCR también podemos encontrar enzimas procedentes del tejido nervioso,
de la sangre o de las células presentes en el propio liquido. La concentracion de CK en
LCR es independiente de su concentracion en sangre, por lo que los aumentos
significativos de CK en LCR son indicativos de alteraciones estructurales del tejido
nervioso, ya sea por una extensa degeneracion de la mielina o por dafios directos contra
el parénquima (tumores, procesos inflamatorios, infecciosos o inmunomediados, entre
otros) (Di Terlizzi y Platt 2006).
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3.2.3 Marcadores de enfermedad y biomarcadores medidos en liquido cefalorraquideo

El término biomarcador, tal y como lo conocemos actualmente, se emplea en
publicaciones cientificas desde hace tan solo 15-20 afios. En publicaciones anteriores
podemos encontrar términos como marcadores subrogados, marcadores bioldgicos,
marcadores intermediarios, o productos finales subrogados, entre otros muchos
(Aronson y Ferner 2017). La primera definicion de ‘biomarcador’, propuesta en el afio
2000 por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, contempla que se considera
biomarcador toda aquella caracteristica que se pueda medir de forma objetiva, que
pueda ser evaluada como indicador de un proceso biolégico fisiolégico, patolégico o
respuesta farmacologica a una intervencion terapéutica (Biomarkers Definitions
Working Group 2001). Fitzgerald (2016) propone una definicibn menos ambigua de
biomarcador, definiéndolos como variantes funcionales o indices cuantitativos de un
proceso bioldgico, el cual estima la predisposicién de un determinado paciente a sufrir

una enfermedad, prediciendo su evolucién y su respuesta al tratamiento.

El uso de biomarcadores ofrece grandes ventajas ya que permiten predecir la
evolucion de una enfermedad y facilitan el tratamiento precoz. Los biomarcadores
permiten llevar a cabo estudios farmacoldgicos con gran celeridad. Hace unas décadas,
para evaluar la seguridad de un nuevo farmaco era necesario el empleo del método
ensayo-error, poniendo en riesgo la vida del sujeto control. Actualmente se ha resuelto
este problema mediante el uso de biomarcadores a nivel sérico que permiten establecer
rangos de seguridad de forma rapida y con menos riesgos para el paciente. Los
biomarcadores también son empleados en la estadificacion del cancer para determinar
su mortalidad o predecir la respuesta a una determinada medicacion. Si una intervencién
terapéutica modifica sustancialmente un biomarcador, ésta puede ser considerada como
una terapia efectiva en el caso de que los valores del biomarcador vuelvan a su rango
fisiologico. Al contrario, también se puede determinar si un tratamiento es inefectivo o

toxico cuando el biomarcador se aleja mas de la normalidad (Aronson y Ferner 2017).

La eleccion de un biomarcador se hace en relacion a su capacidad de cambio con
respecto a la enfermedad. Conociendo el mecanismo fisiopatoldgico de la enfermedad
se puede encontrar el biomarcador a nivel molecular, celular, tisular u organico que

mejor se adapte a la enfermedad o tratamiento instaurado. EI mejor biomarcador es
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aquel que pronostica de forma acertada y sin estar sujeto a variabilidad individual el
desenlace de una enfermedad, cambia rapidamente cuando la enfermedad mejora o
empeora y se afecta minimamente por circunstancias externas, como errores
laboratoriales o diferentes métodos de tomas de muestras. Ademas, debe ser un proceso
barato, facil de llevar a cabo y que aporte resultados rapidamente (Aronson y Ferner
2017). Aronson (2012) propone varios escenarios en los que un biomarcador puede ser
mas acertado para monitorizar la evolucion del tratamiento o el pronostico de la
enfermedad. En los casos de infarto de miocardio y de ictus cerebral, el nivel de
colesterol en sangre era utilizado como biomarcador con capacidad de predecir la
enfermedad en pacientes humanos con altos niveles de lipidos en sangre. Se ha
demostrado que so6lo el 10% de los pacientes con niveles de colesterolemia por encima
del rango fisioldgico padecen la enfermedad, por lo que el colesterol es un indicador
poco fiable de la probabilidad de sufrir un infarto o ictus. Esto pone de manifiesto la
existencia de otros factores que pueden desencadenar el proceso patoldgico. No
obstante, los niveles de colesterol si se utilizan de forma fiable en la monitorizacion de
la respuesta al tratamiento. Si un biomarcador no cumple todos los requisitos, deben

emplearse varios marcadores para observar la evolucion del proceso patolégico.

En medicina humana, en el d&mbito de la neurologia, se emplean diversos
biomarcadores en LCR con valor prondstico de la evolucion de la lesion medular. Entre
ellos destacan la proteina S100b, enolasa neuronal especifica, proteina acida fibrilar
glial y neurofilamentos de cadena ligera.

Las proteinas $100 son una familia de proteinas moduladoras del Ca*?, estan
presentes en los vertebrados tanto a nivel intracelular como extracelular. A nivel
intracelular estan implicadas en diferentes reacciones enzimaticas como la fosforilacion,
estan presentes en el citoesqueleto, participan en la homeostasis del Ca™ y en la
proliferacion y diferenciacién celular. Las proteinas S100 a nivel extracelular
promueven la proliferacion de astrocitos, la diferenciacion neuronal, permiten la
apoptosis de las células nerviosas y estimulan o inhiben la actividad de células

inflamatorias (Van Dongen y col. 1999, Ma y col. 2001).

La proteina S100b es un biomarcador derivado de las células de glia que se
encuentra exclusivamente en LCR ya que no atraviesa la BHE. Es uno de los

biomarcadores més estudiados en el caso de traumatismo medular, ya que al dafiarse la
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BHE, la proteina S100b puede encontrarse también en suero. Sin embargo, su fiabilidad
es mucho maés alta cuando se mide en LCR (Donato 1986, Keen 2014). Estudios como
el de May col. (2001) determinan la concentracién de S100b en suero en 144 ratas con
dafio medular inducido, haciendo mediciones a las 3-12-72 horas tras la lesion.
Encontraron un aumento de 5 veces sobre el rango normal de proteina S100b a las 72
horas. Cao y col. (2008) realizaron mediciones en suero y LCR en 80 ratas,
encontrando un aumento significativo en LCR con respecto al suero desde las 2 horas
post-lesién medular, alcanzando un pico de maxima concentracion de S100b a las 6
horas. No solo un dafio medular traumatico como una hernia discal puede provocar el
aumento de S100b. Estudios como el de Van Dogen y col. (1999) demuestran que la
hipoxia tisular a nivel medular cursa con un aumento progresivo de S100b en LCR. En
este estudio llevan a cabo una cirugia toracica para resolver un aneurisma aortico en 8
pacientes humanos. Realizan mediciones tanto en suero como en LCR en quirdfano,
antes de ligar la aorta, durante la propia ligadura, 5 minutos después de la reperfusion,
durante el cierre de la piel y a las 24 horas post-cirugia. La S100b en suero permanecio
constante mientras que en LCR se alcanzan los valores mas altos a los 5 minutos de la
reperfusion. Uno de los 8 pacientes presentd paraplejia como complicacion post-
operatoria. En este paciente los valores de S100b en LCR continuaron aumentando
hasta la medicion a las 24 horas después de la cirugia. Resultados similares obtienen
Kunihara y col. (2001), Winnerkvist y col. (2007) y Khaladj y col. (2008). Otras
enfermedades que ocasionan el aumento de la proteina S100b en LCR son el empiema
epidural o tumores que provoquen compresion medular (Marquardt y col. 2004). La
proteina S100b puede ser utilizada como un indicador sensible y temprano del dafio
medular asociado a isquemia del parénquima nervioso (Van Dongen y col. 1999). No
obstante, existe controversia en cuanto a la utilidad de la proteina S100b ya que ha sido
detectada en ratas con fractura femoral sin afectacién del SNC o atletas sin signos
clinicos de alteracion del SNC (Anderson y col. 2008).

La enolasa neuronal especifica (NSE) es una enzima presente en el citoplasma
de neuronas y celulas neuroendocrinas (Cao y col. 2008). Tiende a aumentar tras
lesiones medulares, alcanzando picos de maxima concentracion en LCR a las 6 horas
del dafio (Kwon y col. 2010). No es un biomarcador tan estudiado como la proteina
S100b. Estudios como los de Loy y col. (2005) y Cao y col. (2008) demuestran un
aumento de la NSE en funcion de la severidad del dafio y del tiempo pasado desde que
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se produjo la lesion medular en ratas. Khaladj y col. (2008) demuestran un aumento de
NSE en humanos asociado a cirugia adrtica por isquemia medular. Sin embargo, Brisby
y col. (1999) no detectan cambios significativos en pacientes humanos con traumatismo
medular asociado a compresion del nervio ciatico o hernia discal lumbar. La NSE es un
biomarcador util en la deteccion de dafio tisular medular en su fase aguda y su aumento
se correlaciona con una mayor severidad del dafio y un peor prondstico (Loy y col.
2005, Cao y col. 2008).

La proteina &cida fibrilar glial (GFAP) es una proteina monomérica localizada
en los filamentos intermedios del citoesqueleto de los astrocitos, por lo que esta
presente s6lo en SNC (Guez y col. 2003). Los neurofilamentos son componentes del
citoesqueleto axonal. Estan presentes en toda la neurona pero se concentran en mayor
densidad en el axdn. El neurofilamento esta formado principalmente por 4 subunidades:
la subunidad de cadena ligera (NFL), de cadena media (NFM), de cadena pesada (NFH)
y una o-internexina (Anderson y col. 2008). La subunidad mas ligera forma el nucleo
del filamento. Esta subunidad es utilizada como biomarcador de degeneracion neuronal
en modelos animales (Guéz y col. 2003). El dafio en los axones provoca proteolisis y
aumento de NFL en LCR (Kwon y col. 2010, Pouw y col. 2009). Diversos estudios
utilizan la GFAP como indicador de la severidad del dafio en traumatismo medular,
TCE, accidente cerebrovascular, desérdenes neurodegenerativos y astrogliosis (Loy y
col. 2005, Lubieniecka y col. 2011). Estudios como el de Kwon y col. (2010)
demuestran elevaciones significativas de NFL entre 6-24 horas tras traumatismo
medular. Brisby y col. (1999) demuestran aumentos significativos de NFL en hernia
discal y compresién de raices nerviosas a nivel lumbar en personas. Ambos
biomarcadores, GFAP y NFL, aparecen aumentados en LCR en pacientes humanos con
lesion medular cervical aguda (fractura cervical) y con sintomatologia neuroldgica
grave (Guéz y col 2003). La NFL no se debe utilizar en suero como marcador fiable
para determinar dafio axonal ya que solo aparecera aumentada en suero en casos de
disrupcion concomitante de la BHE. Anderson y col. (2008) utilizan un ELISA para
detectar NFH en suero en ratas sometidas a TCE de diversa gravedad. Encuentran una
relacion fuertemente significativa entre la severidad del dafio y la cantidad de NFH
detectada en suero y con el momento de la medicidn, siendo el pico de mayor cantidad

de NFH en sangre a las 48 horas post-trauma. La facilidad para la extraccion de sangre
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y la rapidez del método utilizado puede suponer una ventaja para la deteccion del dafio

axonal y el seguimiento de la evolucion del TCE en la clinica diaria.

En medicina humana existen numerosos biomarcadores de enfermedad
encefélica que actualmente no pueden ser empleados en veterinaria por la falta de
estudios y por la dificultad de medicion en la clinica diaria. Existen tests rapidos de
aglutinacion en latex para la deteccion de meningitis bacteriana (los polisacaridos de la
membrana bacteriana reaccionan con las particulas de latex aglutinAndose en casos
positivos) e incluso tests rapidos para la deteccion de microorganismos concretos como
Neisseria meningitides (Keen 2014). Se han desarrollado biomarcadores en medicina
humana como el beta amiloide (AB42), proteina T-TAU y P-TAU para el diagndstico y
diferenciacion de Alzheimer, demencia senil y vascular, entre otras (Dubois y col. 2007,
Albert y col. 2011).

En medicina veterinaria se lleva a cabo el estudio de biomarcadores bésicos
[glucosa, proteinas, recuento celular, electrolitos y algunas enzimas (CK, AST y LDH
entre otras) (Di Terlizzi y Platt 2006, Witsberger y col. 2012)]. Sin embargo, hasta la
fecha no han sido estudiados con la suficiente profundidad biomarcadores especificos
en LCR en el perro (Di Terlizzi y Platt 2006, Cunha 2011, Creevy y col. 2013).
Witsberger y col. (2012) llevan a cabo un estudio en 54 perros con hernia discal
toracolumbar en el que miden en LCR protefna mielinica bésica, lactato, Ca*?, glucosa,
CK, AST, proteinas totales (PT) y celularidad. Butterworth y col. (1997) estudian los
cambios en LCR del glutamato, glutamina y aminoacidos en perros con shunt porto-
sistémico congeénito con respecto a un grupo de pacientes control. Caines y col. (2012)
realizan un estudio comparativo de los niveles de lactato en LCR y plasma en un grupo
de perros con enfermedad intracraneal previamente diagnosticada y un grupo control de
perros sanos. Olby y col. (1999) estudian los cambios que se producen en la
concentracion de glutamato en LCR en perros con hernia discal intervertebral a nivel

cervical y toracolumbar, llevando a cabo la extraccion de LCR a nivel de CM y/o CL.

En las dltimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios en medicina
veterinaria acerca de las alteraciones en LCR de los marcadores del MEC. Sugi y col.
(1975) emplean el lactato, piruvato y estado acido-base como marcadores de hemorragia
intracraneal en perros; Vaagens y col. (1988) utilizan CK entre otros biomarcadores en
perros a los que se induce parada cardiaca; Yin y col. (2001) miden glucosa, lactato,
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glutamato y piruvato en LCR en perros con hemorragia intracraneal; Creevy y col.
(2013) usan glutamato como marcador de epilepsia idiopatica en perros. Sabiendo que
el LCR esta en intimo contacto con el parénquima encefélico y partiendo de la premisa
de que las alteraciones en el tejido nervioso del SNC se van a ver reflejadas en LCR,
cabe esperar que el estudio de biomarcadores del MEC refleje de forma directa diversos

estados patoldgicos del SNC.

La elevada diversidad de estudios en medicina veterinaria es indicativa de la
creciente iniciativa para la deteccion de biomarcadores que ayuden en el proceso
diagnostico y terapéutico. No obstante, la heterogeneidad de los estudios publicados
hasta la fecha hace dificil la estandarizacion de biomarcadores que puedan ser utilizados
en la clinica diaria, a diferencia de lo que ya ocurre en medicina humana. Por lo tanto, la
tendencia de la préxima década debe ir dirigida a la realizacion de estudios basales para
la determinacion de rangos fisioldgicos de los biomarcadores medidos en LCR,
minimizando las variaciones como consecuencia del protocolo anestésico utilizado, las
diferencias interraciales, de edad, sexo y la evolucion de esos biomarcadores tras un
protocolo de tratamiento unificado. De esta manera, reduciendo el sesgo de los datos
como consecuencia de las diferentes razas y farmacos empleados para la anestesia o

tratamiento, podremos encontrar biomarcadores Utiles en la clinica diaria veterinaria.
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3.2.4 Marcadores del metabolismo energético cerebral en el liquido cefalorraquideo

El encéfalo consume el 25% de la glucosa del organismo debido al alto coste energético
que supone el mantenimiento del potencial de accion neuronal y la recaptacion de
electrolitos y neurotransmisores post-sinapticos (Bélanger y col. 2011). EI MEC es un
proceso compartimentalizado que depende de la accion conjunta de neuronas y
astrocitos. Mientras las neuronas son principalmente oxidativas, los astrocitos obtienen
energia principalmente mediante la ruta glucolitica (Falkowska y col. 2015). Ambas
estirpes celulares se complementan con el objetivo de mantener el alto ratio metabdlico
del encéfalo. En consecuencia, cualquier enfermedad o tratamiento que interfiera en el
delicado equilibrio metabdlico cerebral puede ocasionar oscilaciones de los marcadores
del MEC.

3.2.4.1 Glucosa

La glucosa es el principal sustrato metabolico neuronal. De ella depende la obtencion de
energia de forma directa o indirecta a partir de productos intermediarios como el lactato
0 piruvato, que por diversas rutas metabdlicas daran lugar también a la formacion de

energia en forma de ATP.

La glucosa alcanza el LCR por difusion o transporte facilitado desde la sangre.
Los astrocitos captan la glucosa mediante sus prolongaciones perivasculares y la
almacenan en forma de glucégeno (Jaggy 2010). Los valores fisiologicos de glucosa en
LCR suponen entre un 60-80% de la glucemia y dependen por lo tanto de los valores de
glucosa en sangre, del ratio metabdlico neuronal y del grado de saturacion de las
moléculas transportadoras de glucosa. En situaciones de hipoglucemia la glucosa pasara
rapidamente a LCR, mientras que en casos de hiperglucemia, los transportadores se

saturan y limitan la entrada de glucosa a través de la BHE (Di Terlizzi y Platt 2006).

En medicina humana se han establecido los rangos fisioldgicos de la
concentracion de glucosa en LCR en funcién de la edad del paciente. Estudios como el
de Leen y col. (2012) analizan la concentracion de glucosa en LCR en mas de 8.800

pacientes y establecen las diferencias entre rangos de edad. Los neonatos presentan las
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mayores variaciones de glucosa debido a los estados de hipo e hiperglucemia atribuibles
a nacimientos prematuros, nacidos con un bajo peso corporal y a la inmadurez de su
sistema metabolico. Se observa una tendencia creciente, dependiente de la edad, en la
glucosa en LCR, ya que los pacientes de mas edad presentan valores de glucosa
ligeramente superiores, siendo el grupo de pacientes de mas de 80 afios los que

presentan valores minimos y maximos superiores al resto.

Diversos estudios en medicina humana emplean la glucosa como marcador del
MEC (Straus y col. 2006, Bruna y col. 2009, Leen y col. 2010). Straus y col. (2006)
estudian el LCR mediante puncion lumbar en pacientes con sospechas clinicas de
presentar meningitis bacteriana. En el estudio determinan, entre otros valores, la
concentracion de glucosa en LCR y en sangre y el ratio glucosa LCR/sangre. Ratios de
0,4 o menores pueden ser utilizados como marcadores del MEC en la deteccion de
meningitis bacteriana. El diagndstico debe ir acompafiado de evidencias clinicas y
cultivos de LCR y pruebas serologicas. Bruna y col. (2009) llevan a cabo un estudio
para determinar diversos factores con valor prondstico en carcinomatosis
leptomeningea. Encuentran que los pacientes con valores basales de glucosa en LCR
por encima de 2,7 mmol/L presentan una supervivencia mas larga. Aquellos pacientes
con niveles mas bajos de glucosa se justifican por un mayor consumo intratecal de
glucosa por parte de las células tumorales o0 como consecuencia de la alteracion en el
transporte de la glucosa a través de las meninges alteradas por la carcinomatosis. Leen 'y
col. (2010) estudian el sindrome de deficiencia del transportador de glucosa GLUT1 en
humanos. Se trata de una enfermedad autosdémica dominante por la cual el paciente nace
con una baja expresion de este transportador en las células endoteliales de la BHE. Este
hecho provoca en el paciente una hipoglucorraquia en ausencia de hipoglucemia. La
determinacion de los niveles de glucosa en LCR y la medicion del ratio glucosa en LCR
y en sangre les permite diagnosticar la enfermedad sin necesidad de tiempos de espera
elevados. La sintomatologia clinica, junto con la glucorraquia, son indicativas incluso
del subtipo de deficiencia de GLUT1. Para diferenciar pacientes con esta enfermedad de
otras patologias causantes de hipoglucorraquia también miden las concentraciones de
lactato en LCR. En la deficiencia de GLUTL, el tejido nervioso emplea el lactato como
fuente de energia, por lo que éste disminuye por debajo de los rangos fisioldgicos,

mientras que en meningitis y hemorragias subaracnoideas tiende a aumentar.
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En medicina veterinaria el numero de estudios sobre la glucosa en LCR se
reduce y se llevan a cabo en diferentes especies. En consecuencia, resulta dificil llegar a
consensos de rangos fisioldgicos y variaciones patoldgicas de la glucosa y otros
marcadores del MEC en LCR. Trabajos como los de Kiewert y col. (2010) estudian los
cambios metabdlicos que se producen en el cerebro de ratas a las que se somete a
oclusion de la arteria cerebral medial. En el estudio utilizan técnicas de microdialisis
para monitorizar los cambios en la glucosa, glutamato y acetilcolina en el liquido
extracelular. Los cambios fisiopatoldgicos que se producen como consecuencia de un
proceso isquémico cerebral incluyen la pérdida directa de fuentes de energia en forma
de glucosa y oxigeno. Al disminuir las fuentes de energia se produce una dréstica
reduccion en la formacion de ATP, la despolarizacion y liberacion masiva de glutamato
y la liberacién a espacio extracelular de grandes cantidades de K* y Ca*?, provocando
excitotoxicidad y necrosis neuronal. En el estudio concluyen que en el nucleo
isquémico, al que apenas llega aporte sanguineo, los niveles de glucosa se reducen al 5-
10% de los valores basales. En la zona de penumbra, parcialmente isquémica y
potencialmente recuperable, los niveles bajan a un 40% del basal en el momento 0 pero
suben hasta el 75% a medida que se forma neovascularizacion a la zona de penumbra.
Yin y col. (2001) llevan a cabo un estudio semejante en el que evaltan las alteraciones
metabdlicas en LCR en perros a los que someten a isquemia cerebral mediante la
induccion de hemorragia subaracnoidea. De la misma manera observan que en un
encéfalo isquémico se produce una reduccion significativa de la glucorraquia. Esta caida
de los valores de glucosa se puede explicar por varias teorias: un fallo en los
transportadores de glucosa (que dependen del ATP), por la disminucion del flujo de
perfusion cerebral al aumentar la PIC por la hemorragia subaracnoidea o por la
liberacion masiva de glutamato y el aumento de la demanda de energia que genera este

neurotransmisor excitatorio.

Pugliese y col. (2005) llevan a cabo un estudio sobre marcadores del MEC
(glucosa, lactato y piruvato) en el LCR de perros con signos clinicos de SDCC. En
personas se han descubierto niveles anormalmente altos de lactato y piruvato en
pacientes con Alzhéimer y con demencia vascular. En perros se observa también esta
tendencia en el SDCC. Pugliese y col. (2005) encuentran niveles de lactato y piruvato
mas altos en el LCR del grupo de perros con déficits cognitivos severos. Los niveles de

glucosa muestran una tendencia a aumentar de forma progresiva, mostrando valores méas
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bajos en el grupo control y en el grupo con signos leves de disfuncion cognitiva. El
grupo con déficits méas pronunciados presenta ademéas un rango de variabilidad mucho
mayor que el resto de grupos, ya que algunos pacientes presentan niveles de
glucorraquia muy altos. Para dar una explicacion a estas variaciones de marcadores del
MEC en LCR, los autores del trabajo se fundamentan en la fisiopatologia de la
enfermedad. La alteracion del metabolismo neuronal provoca una reduccion en la
formacion de ATP y un mal funcionamiento de la bomba Na-K-ATPasa, de manera que
no hay intercambio de K* con el Na* intracelular y no se recupera el potencial de
membrana. Esto conlleva a un mal funcionamiento neuronal y a procesos
neurodegenerativos. No obstante, como se ha descrito en el capitulo 3.1, el metabolismo
neuronal es un proceso compartimentalizado en el que actian neuronas y astrocitos para
mantener la alta demanda energética del tejido nervioso. Cuando la neurona no es capaz
de afrontar esta alta demanda, los astrocitos nutren a la neurona de otros sustratos
metabolicos como el lactato y piruvato. Segun Pugliese y col. (2005), el grupo de perros
con déficits leves presenta valores de glucosa, lactato y piruvato normales pero mas
altos que el grupo control, reflejando la capacidad adaptativa del MEC. Los pacientes
con déficits cognitivos mas graves presentan valores de glucosa, lactato y piruvato mas
elevados como consecuencia de un metabolismo oxidativo alterado y debido al
agotamiento de los mecanismos compensatorios neuronales. De esta manera se
justifican unos déficits cognitivos mas graves en pacientes con metabolismo oxidativo

mas alterado.

3.2.4.2 Lactato

El lactato, un subproducto del metabolismo de la glucosa, procede de la degradacion del
piruvato, y éste a su vez, de la degradacion de la glucosa. El lactato se encuentra en el
organismo en forma de dos enantidmeros independientes. EI D-lactato es producido por
el metabolismo de la glucosa y carbohidratos por parte de las bacterias, preferentemente
del tracto gastrointestinal. El L-lactato es el esteroisomero producido por las células de
los mamiferos (Pang y Boysen 2007). Se forma principalmente en el mdsculo, piel,
cerebro, eritrocitos (carecen de mitocondria y de la posibilidad de llevar a cabo un

metabolismo oxidativo) e intestino (Vincent y col. 2016). En condiciones de aerobiosis,
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el piruvato sufre decarboxilacion oxidativa en la mitocondria y produce 30-36
moléculas de ATP, CO, y agua. Cuando existe hipoxia tisular y alteracion del
metabolismo mitocondrial, se produce la formacion de lactato a partir de piruvato,
NADH e H*. El lactato se empleara entonces para producir energia por la via glucolitica
produciendo sélo 2 moléculas de ATP por molécula de lactato consumido (Cunha
2011). En los casos en los que haya una reduccion del metabolismo celular o una
disminucion del consumo de lactato se producird el correspondiente aumento de los
niveles de lactato en sangre o LCR (Levy 2006). El lactato producido sera metabolizado
a piruvato por el higado y los rifiones. El piruvato reconvertido puede ser empleado para
generar energia directamente o puede ser captado por los hepatocitos para producir

glucogenogénesis y gluconeogenésis (Cunha 2011).

El lactato en el encéfalo es producido localmente por los astrocitos en una
reaccion bioquimica mediada por el glutamato. Este neurotransmisor excitatorio es
necesario para estimular la glucolisis en el astrocito y que éste genere y libere lactato al
liquido intersticial. Posteriormente, la neurona captara el lactato como sustrato
metabdlico anaerdbico para generar energia con la que mantener el potencial de
membrana (Smith y col. 2003). El lactato, bajo condiciones fisiologicas de pH, se
encuentra en su forma ionizada y no atraviesa la BHE. La concentracién de lactato en
LCR es por tanto independiente de la concentracion en plasma, por lo que los niveles de
lactato en LCR se pueden considerar un marcador del MEC fiable en diversas
patologias (Pang y Boysen 2007). No obstante, el encéfalo de los mamiferos presenta
transportadores especificos de lactato, por lo que parte del lactato circulante puede
atravesar la BHE mediante transporte activo dependiente de energia. Para que este
transporte se lleve a cabo debe presentarse hipoglucorraquia e hiperlactatemia, por lo
que el lactato circulante no se puede considerar una fuente de energia fiable para el

tejido neuronal (Smith y col. 2003).

Algunos de los campos en medicina humana en los que con mayor énfasis se han
estudiado las variaciones fisiopatoldgicas del lactato en LCR son el envejecimiento y el
Alzhéimer. Leen y col. (2012), en su estudio para determinar las variaciones de glucosa
y lactato en LCR en funcion de la edad, observan una clara tendencia a aumentar la
concentracion de lactato en LCR a partir de los 18 afios de edad. La medicidn de las
concentraciones de lactato en LCR se considera una herramienta aceptada

mundialmente para el diagnostico de disfuncion mitocondrial. Liguori y col. (2015)

39



40

Revisidn bibliografica

Ilevan a cabo un estudio en pacientes con Alzhéimer para intentar relacionar el grado de
disfuncion cognitiva con los niveles de lactato en LCR. En su trabajo comparan los
niveles de lactato en pacientes con Alzhéimer y demencia vascular con un grupo
control. En el grupo de pacientes con Alzhéimer encuentran un aumento significativo de
los niveles de lactato en LCR comparado con los otros dos, entre los cuales no hay
diferencias. Entre los pacientes afectados de Alzhéimer, el subgrupo con déficits
cognitivos mas severos presenta niveles de lactato inferiores al subgrupo con déficits
moderados. Este hallazgo implica que en el progreso de la enfermedad se afectan tanto
el metabolismo oxidativo como la ruta glucolitica en diferentes etapas, siendo los

estadios mas avanzados aquellos en los que mayores alteraciones metabdlicas aparecen.

Ademaés del Alzhéimer existen otras enfermedades que pueden ocasionar
variaciones en los niveles de lactato en LCR. EI aumento de la concentracion de lactato
puede ser causado por enfermedades como las meningitis/meningoencefalitis
bacterianas y flungicas, la tuberculosis, la listeriosis, status epilepticus, hemorragias
subaracnoideas y cualquier patologia causante de hipoxia cerebral (Cunha 2011, Leen 'y
col. 2012). Los niveles de lactato pueden aumentar en funcion del recuento total de
eritrocitos en el LCR (Bailey y col. 1990). Nazir y col. (2017) llevan a cabo un estudio
para determinar la utilidad del lactato en LCR como biomarcador que permita una
distincion rapida de meningoencefalitis bacteriana y virica en nifios. Mientras que
valores de lactato en LCR >3mmol/L tienen una alta sensibilidad y especificidad para el
diagnostico de meningoencefalitis bacteriana, valores < 2mmol/L son altamente
sugestivos de meningoencefalitis virica. No obstante, los niveles de lactato deben
interpretarse en funcion de los signos clinicos del paciente y junto a las pruebas
convencionales que se realizan en el LCR (recuento total de proteinas, celularidad,
concentracion de glucosa, cultivo y antibiograma). Bonig y col. (2019) estudian el LCR
de 113 pacientes humanos con metastasis leptomeningea. Los niveles de lactato en LCR
se muestran elevados en el 68% de los pacientes con tumores bien delimitados y en el
48% de los pacientes con alteraciones hematoldgicas. El lactato elevado en LCR es
utilizado como indicador de mal prondstico en pacientes con metastasis leptomeningea.
Ademas, Bonig y col. (2019) lo utilizan como marcador para diferenciar casos en los
que so6lo hay sospecha de malignidad en las células del LCR. Tanto el linfoma como la

neuroborreliosis 0 la meningoradiculitis virica presentan signos clinicos y citolégicos
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semejantes, pero los niveles de lactato en estas dos enfermedades infecciosas se

presentan elevados en menos del 10% de los casos.

Calabrese y col. (1991) miden los niveles de lactato en LCR en 29 pacientes que
han sufrido status epilepticus. Toman las muestras de LCR mediante puncion lumbar
dentro de las 12 horas después del ingreso del paciente en el servicio de urgencias. Los
niveles de lactato en LCR aumentan de forma significativa en el grupo de pacientes que
sufren una crisis epiléptica aislada en relacion al grupo control sano. Los pacientes con
status epilepticus muestran niveles de lactato significativamente méas altos que el grupo
con crisis aisladas, siendo los pacientes con peor prondstico (peor recuperacion
funcional) los que presentan los valores méas altos. No encuentran relacion entre la
duracion de la crisis y los valores de lactato. En el estudio valoran el pH y la PaO, con
el objetivo de descartar la hipoxia como posible causa del aumento de los niveles de
lactato en LCR. Se desconoce por tanto la razén del aumento del lactato durante la crisis
epiléptica pero se descarta la hipoxemia como posible causa. Posiblemente el exceso de
lactato se produce por la activacion de todas las rutas metabdlicas para suplir el
excesivo consumo de energia durante la crisis. Otra posible explicacion a este hecho
puede ser el uso de acidos grasos libres como fuente de energia, ya que durante la crisis

se produce su liberacién a espacio intersticial de forma masiva (Calabrese y col. 1991).

En medicina veterinaria han surgido en los ultimos afios numerosos estudios
acerca de los niveles de lactato en LCR en diferentes patologias. Ya se ha propuesto
como biomarcador en patologias como el SDCC (Pugliese y col. 2005), hemorragia
subaracnoidea (Yin y col. 2001) y meningioma (Sullivan y col. 2009). Segun estudios
como los de Witsberger y col. (2012), el lactato parece no ser un marcador fiable como
factor prondstico de la evolucion en pacientes con hernia discal intervertebral aguda.
Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar la fiabilidad del lactato como
biomarcador en LCR.

El trabajo llevado a cabo por Yin y col. (2001) pone de manifiesto las
alteraciones metabolicas del SNC en hemorragia subaracnoidea inducida. En el estudio
emplean 32 perros a los que se provoca hemorragia subaracnoidea mediante puncion en
CM. Tras la puncion se introduce sangre autologa en los dias 0 y 2 del estudio. Este
procedimiento (al igual que las hemorragias subaracnoideas producidas de forma

natural) va a provocar un edema encefalico generalizado, aumento de la PIC,
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disminucion del flujo de perfusion cerebral y de la presion de perfusion cerebral. Al
producirse vasoespasmo como consecuencia de la hemorragia, se genera una zona
isquémica encefalica con el correspondiente nucleo isquémico y zona de penumbra,
dando lugar a la alteracion del metabolismo oxidativo. En este momento se activa la via
glucolitica para generar energia, produciendo grandes cantidades de lactato y piruvato.
El excesivo piruvato producido pronto satura el ciclo de Krebs, acelerando la glucolisis
para generar lactato con el que producir energia. Todos estos dafios van a provocar la
liberacion de glutamato y el aumento de la excitabilidad neuronal. Los autores
concluyen que durante el vasoespasmo, tanto el lactato como el piruvato, glutamato y
glucosa se ven alterados, con mayor gravedad durante el tiempo del vasoespasmo
inducido.

En el estudio de Pugliese y col. (2005) en perros con SDCC encontramos niveles
de lactato en LCR muy superiores en el grupo de perros con déficits mas severos en
relacién al grupo control. El lactato no s6lo es considerado una fuente de energia para el
metabolismo anaerobio sino que se considera ademas un agente neuroprotector
(Gladden 2004, Pugliese y col. 2005). En condiciones fisiologicas, tras la liberacion de
neurotransmisores excitatorios como el glutamato, se produce la captacion de glucosa
por parte de los transportadores GLUT1 de los astrocitos, que metabolizaran la glucosa
a lactato. Al mismo tiempo, el glutamato es reconvertido en glutamina (Loaiza y col.
2003). En condiciones patoldgicas, en las que hay una liberacion masiva de glutamato y
excitotoxicidad mediada por el excesivo acimulo de Ca*? intracelular, se produce la
adaptacion de las rutas metabodlicas. Por un lado, se reduce la actividad de la enzima
glutaminasa para producir menos glutamato, y por otro lado, se activa la LDH con el
objetivo de facilitar la produccion de energia en forma de ATP. Gracias a esta
adaptacion metabolica de los astrocitos, la neurona puede responder a la alta demanda
energética mediada por el glutamato sin necesidad de llevar a cabo un alto metabolismo
oxidativo, el cual conllevaria dafios irrecuperables en la neurona, necrosis y apoptosis.
Por lo tanto, el lactato como sustrato metabdlico en condiciones de alta demanda
energética se considera un mecanismo neuroprotector por parte de los astrocitos (Loaiza
y col. 2003, Gladdem 2004, Pugliese y col. 2005).

Sullivan y col. (2009) desarrollan un estudio en 85 perros con el objetivo de
determinar si la concentracion de lactato en sangre en perros anestesiados Yy

diagnosticados de enfermedad intracraneal tiene una importancia clinica relevante.
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Encuentran diferencias significativas entre los perros con enfermedad discal
intervertebral (EDI), usados como grupo control, y el grupo de perros con hidrocefalia o
meningioma. El efecto masa que provocan tanto un tumor intracraneal como una
hidrocefalia severa puede provocar hipoxia en el tejido circundante y desencadenar un
metabolismo anaerobio con la consecuente liberacion de lactato a LCR. Ademés, el
efecto masa y el aumento de la PIC, pueden provocar la liberacion enddgena de
catecolaminas como la norepinefrina y en consecuencia, aumentar la produccion de
lactato a nivel de circulacion periférica. En este estudio, sélo los pacientes con

meningioma mostraron niveles de lactatemia por encima de los valores de referencia.

Witsberger y col. (2012) estudian la asociacién entre biomarcadores en LCR y la
recuperacion a largo plazo de perros con hernia discal intervertebral aguda. Para valorar
el posible grado de recuperacion de la funcion motora y sensitiva tras una hernia discal,
se han utilizado técnicas subjetivas como la valoracion del estado nociceptivo en las
extremidades antes de someter al paciente a la resolucion quirtrgica. Se han
desarrollado ratios para valorar la extension del dafio en el parénquima espinal mediante
resonancia magnética y relacionarlo con las posibilidades de recuperacion (Levine y col.
2009). No obstante, la evaluacion de la capacidad nociceptiva presenta escasa
sensibilidad en la determinacion de la evolucion de la hernia discal intervertebral aguda.
Witsberger y col. (2012) analizan las variaciones en LCR de glucosa, lactato, Ca*?, CK
y AST con el fin de determinar si estos biomarcadores se pueden relacionar con la
presencia de hernia discal intervertebral aguda y si son biomarcadores validos para
predecir la evolucién a largo plazo. Utilizan 54 pacientes con esta enfermedad a nivel
toracolumbar y 16 perros clinicamente sanos como grupo control. El lactato no muestra
alteraciones significativas en estos casos de dafio medular agudo. Sin embargo, la CK'y
proteina mielinica basica pueden ser utilizados como predictores de evolucién a largo
plazo. Mas del 98% de los pacientes con CK y proteina mielinica basica dentro de rango

tuvieron una evolucion favorable.

Recientemente, Mariani y col. (2019) han publicado un estudio en el que valoran
los niveles de lactato en LCR y sangre en 102 perros diagnosticados de enfermedad
inflamatoria del SNC (meningoencefalitis granulomatosa, meningoencefalitis
necrotizante, leucoencefalitis necrotizante, meningoarteritis responsiva a esteroides
meningomielitis, meningoencefalitis/meningoencefalomielitis de origen desconocido, y

meningoencefalitis infecciosa). El 47% de los pacientes presentaron niveles de lactato
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en LCR por encima del rango de referencia, sin estar relacionado de forma significativa
con la morbilidad. Mariani y col. (2019) tratan de justificar el aumento del lactato
siguiendo el modelo humano de esclerosis multiple descrito por Regenold y col. (2008),
Albanese y col. (2016) y Abdelhak y col. (2017).

La esclerosis multiple es una enfermedad inmunomediada del SNC. Simone y
col. (1996) encuentran una correlacion fuerte entre la pleocitosis mononuclear en LCR
de pacientes con esclerosis multiple y el aumento de los niveles de lactato. Aunque
Mariani y col. (2019) s6lo encuentran una correlacién debil entre los pacientes con
mayores niveles de lactato en LCR vy la pleocitosis mononuclear, puede que los niveles
de lactato dependan del grado de activacion de los linfocitos, justificado por el efecto
Warburg. La glucolisis aerdbica o efecto Warburg consiste en una captacion masiva de
glucosa por parte de la célula y la produccion de lactato en presencia de oxigeno y una
correcta funcion mitocondrial. Esta ruta metabdlica alternativa esta presente en las
células tumorales y algunas células altamente proliferativas como los linfocitos
(Almeida y col. 2016, Lu 2019). La glucolisis aerdbica es un método ineficiente para
producir ATP en comparacion con el metabolismo oxidativo normal en la mitocondria.
No obstante, el ratio metabolico de la glucosa por la via de la glucolisis aerobica es tan
alto que se produce lactato de 10-100 veces mas rapido que con la oxidacion completa
de la glucosa en la mitocondria, produciendo al final cantidades similares de ATP por
ambas vias pero produciendo mayores cantidades de lactato por el efecto Warburg
(Simone y col. 1996, Lu 2019). Mariani y col. (2019) justifican que sélo el 47% de sus
pacientes estudiados presenten niveles elevados de lactato en LCR debido al grado de
activacion de los linfocitos presentes en los casos con pleocitosis mononuclear. Los
linfocitos activados, al igual que las células tumorales, pueden utilizar la via glucolitica
aerébica. Aunque no estd bien definida la razén de este fendmeno, una posible
explicacion es que el linfocito activo utilice esta via menos eficiente para producir
energia con el objetivo de reservar moléculas de carbono para el metabolismo anabdlico

en caso de necesidad (Almeida y col. 2016).

Caines y col. (2013) elaboran un estudio para comparar y correlacionar los
niveles de lactato en LCR y sangre en pacientes anestesiados con y sin enfermedad
intracraneal. Utilizan 60 perros divididos en 3 grupos: un grupo de 11 pacientes con
enfermedad intracraneal diagnosticada por RM, un grupo de 10 pacientes sanos a los

que se les hace RM por otro motivo no neuroldgico y un grupo control de 39 pacientes
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sanos. Todos los pacientes se anestesian siguiendo protocolos diferentes. El grupo de
pacientes con enfermedad intracraneal estd constituido por perros con diferentes
patologias y diferente gravedad y tratamientos, motivo por el cual los valores de lactato
en este grupo presenta un rango muy amplio, aunque con una clara tendencia a presentar
valores de lactato mas altos que los otros dos grupos. A pesar de los pocos casos que
incluyen en el estudio, son capaces de establecer un rango de referencia para el lactato
en LCR usando los dos grupos de pacientes sanos (1,1-2 mmol/L). Concluyen ademas
que en ausencia de pruebas complementarias, en los casos en los que la extraccién de
LCR esté desaconsejada por el riesgo que supone, la medicion de lactato en sangre

puede usarse como predictor de la severidad de la enfermedad.

El estudio de Caines y col. (2013), asi como el de Sullivan y col. (2009),
introducen un nuevo punto de vista a tener en cuenta en la medicion de los niveles de
lactato y otros biomarcadores en medicina veterinaria. Mientras que en medicina
humana la extraccién de LCR se realiza con el paciente sin anestesiar, en medicina
veterinaria el proceso debe llevarse a cabo bajo anestesia general. Ademas, en muchas
ocasiones la extraccion se realiza tras otras pruebas complementarias como RM o TC,
alargando el tiempo anestésico y la posible influencia que puedan tener los agentes

anestésicos en los diferentes biomarcadores.

Horn y Klein (2010) elaboran un estudio mediante microdialisis transcraneal en
el corpus striatum de ratones de experimentacion. Los objetivos del estudio fueron
determinar si los niveles de determinados biomarcadores en LCR, (lactato, glucosa
piruvato y glutamato), medidos en tiempo real, en ratones expuestos a diferentes
protocolos anestésicos, varian en funcion del agente anestésico utilizado. El lactato
aumenta hasta el 392% de los valores basales tras 75 minutos de anestesia con
isofluorano, aumentando rapidamente tras la induccién anestésica y volviendo a valores
normales a los 40 minutos de terminar la anestesia. Este incremento es dosis-
dependiente. Situaciones parecidas se repiten cuando usan halotano o sevofluorano,
obteniendo valores de lactato ligeramente inferiores con sevofluorano. La ketamina,
xilacina e hidrato de cloral producen aumentos moderados y transitorios de los niveles
de lactato en LCR. El pentobarbital no interfiere en los niveles de lactato ni de glucosa,
mientras que el propofol s6lo causa un ligero aumento de la glucorraquia. Los autores
estudian también los niveles plasmaticos de todos estos biomarcadores durante la

anestesia y la relacion que pueden guardar esas variaciones tanto en LCR como en
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sangre. Al igual que ocurre con los anestésicos volatiles, el lactato en sangre aumenta
significativamente tras el uso de isofluorano y halotano, siendo mas leve (pero aun asi
significativa) la elevacion de lactatemia con sevofluorano. Ketamina, xilacina, hidrato
de cloral y propofol no provocan variaciones en los niveles de lactato en sangre,
mientras que el pentobarbital lo disminuye. EI mecanismo de accidén de los gases
anestésicos a nivel del metabolismo celular sigue siendo desconocido. Para Horn y
Klein (2010), la hipoxia o isquemia neuronal no parece ser la responsable de la excesiva
liberacion de lactato porque la saturacion de oxigeno permanece estable durante toda la
anestesia. Ademas, en los casos de isquemia cerebral, la elevacion del lactato debe ir
acompafiada de una disminucién brusca de los valores de glucosa y un aumento del
glutamato, cosa que no sucede en este estudio. Concluyen que la explicacion mas
probable es la interaccién de los gases anestésicos con la respiracion mitocondrial,
bloqueandola y obligando a la célula a obtener energia por rutas anaerobicas

alternativas.

3.2.4.3 Piruvato

La alteracion del metabolismo del piruvato juega un papel importante en el desarrollo
de multiples enfermedades como el cancer, fallo cardiaco o enfermedades
neurodegenerativas (Gray y col. 2014). Conocer la fisiopatologia del metabolismo del
piruvato permite, por lo tanto, elaborar estudios para desarrollar técnicas para el
diagnostico temprano y permite también mejorar los protocolos de tratamientos de

numerosas enfermedades.

El piruvato es el producto final de la degradacion de la glucosa y una molécula
fundamental en el metabolismo de las células eucariotas. Forma parte de numerosas vias
catabolicas y anabolicas como la gluconeogénesis, lipogénesis, sintesis de colesterol y

el sustrato fundamental del metabolismo oxidativo mitocondrial.

El piruvato sufre un metabolismo citosolico y mitocondrial. El piruvato
almacenado en el citoplasma procede de la oxidacion de lactato mediante la enzima

LDH, de la transaminacién de la alanina por la alanina aminotransferasa (ALT) o como
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producto final de la ruta glucolitica, reaccion mediada por la piruvato kinasa (PK) (Gray
y col. 2014).

La PK es una enzima especialmente importante en células con elevado gasto
energético como las células musculares o en células que carecen de mitocondria para
llevar a cabo un metabolismo oxidativo, como son los eritrocitos. La PK cataliza la
defosforilacion del fosfoenolpiruvato en piruvato, dando lugar a dos moléculas de
piruvato y dos de ATP por glucosa consumida (Gray y col. 2014). De esta manera, ante
una alta demanda de energia, como puede ser un ejercicio fisico intenso, las células
musculares pueden disponer de piruvato para iniciar el ciclo de Krebs, sobre todo en
situaciones en las que la fosforilacion oxidativa es insuficiente para producir el ATP
necesario (Zanella y col. 2007). Lo pacientes con deficiencia de la PK, en concreto de la
isoenzima eritroide, estdn predispuestos a anemia hemolitica como consecuencia del
déficit de formacion de ATP, lo que provoca la escasa viabilidad de los eritrocitos

formados (Zanella y col. 2007).

La LDH es una enzima fundamental en la ruta glucolitica. Esta enzima lleva a
cabo la reduccion de la mayor parte del piruvato citosélico en L-lactato y NAD" y H.
De esta forma, aporta los intermediarios necesarios para la ruta glucolitica (Quistorff y
Grunnet 2011). La LDH esté presente en grandes cantidades en el muasculo. El lactato
producido en la musculatura es excretado de las células al torrente circulatorio y es
captado por los hepatocitos, donde la LDH vuelve a convertir el lactato en piruvato

(ciclo de Cori) para iniciar de nuevo el ciclo de Krebs y gluconeogénesis.

La ALT cataliza la transaminacion de la alanina (aminoacido precursor de la
gluconeogeénesis) y a-ketoglutarato (intermediario del ciclo de Krebs) para formar
glutamato y piruvato. El ciclo de la alanina, similar al ciclo de Cori pero menos
eficiente energéticamente, comienza en el musculo. La ALT convierte el piruvato en
alanina, ésta sale a circulacién sistémica y sera captada por el hepatocito para

convertirlo de nuevo a piruvato e iniciar el ciclo de Krebs (Gray y col. 2014).

En el metabolismo mitocondrial del piruvato, éste serd transportado desde el
citosol hasta el interior de la mitocondria mediante transportadores de piruvato
mitocondriales (TPM). El piruvato pasa por difusion pasiva del citoplasma celular al

espacio intermembrana mitocondrial. La membrana mitocondrial interna es
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impermeable para mantener el gradiente de protones necesarios para la fosforilacion
oxidativa. Los TPM permiten el paso del piruvato desde el espacio intermembrana a la
matriz mitocondrial, donde va a sufrir diversas reacciones bioquimicas. La mayor parte
del piruvato serd empleado por la enzima piruvato deshidrogenasa para producir acetil-
coenzima A (acetil-CoA), NADH y CO,. La acetil-CoA pasara al ciclo de Krebs,
lipogénesis, formacion de colesterol o formacion de acetilcolina. EIl NADH producido
sera empleado para mantener el gradiente de protones necesario para la fosforilacion
oxidativa, ayudando al correcto equilibrio metabdlico celular (McCommis y Finck
2015).

En medicina humana se han desarrollado numerosos estudios acerca de las
alteraciones del metabolismo del lactato y su relacién con determinadas enfermedades.
El cancer en general es una de las patologias en las que méas ampliamente se investigan
las repercusiones que pueden tener las alteraciones en el metabolismo del piruvato y del
lactato. El efecto Warburg constituye un claro ejemplo de cémo el metabolismo
anomalo del lactato y piruvato es utilizado por las células tumorales para sobrevivir a
los mecanismos de defensa del organismo. Como se describié anteriormente en el
apartado del lactato (3.2.4.2), las células tumorales van a cambiar el metabolismo
oxidativo por la glucolisis aerobia. Algunas de las células tumorales van a emplear esta
ruta metabdlica para producir un exceso de lactato. Este lactato sera captado por las
celulas tumorales de la superficie con el objetivo de transformarlo en piruvato y obtener
energia mediante fosforilacién oxidativa mientras que se reserva la mayor parte de la
glucosa para las células tumorales méas profundas. Ademas, la excrecion del lactato por
las células tumorales va unida a la salida de protones al espacio extracelular, lo que
contribuye a acidificar el medio. Esta acidificacion protege las células tumorales de los
linfocitos T-citotdxicos, encargados de la destruccion y eliminacion de las células
dafadas (Chuen Choi y col. 2013, Gray y col. 2014, Lu 2019).

Las enfermedades neurodegenerativas son otro de los grupos de enfermedades
mas estudiados en lo que respecta a las alteraciones del metabolismo. El cerebro
consume el 20-25% de la glucosa total empleada por el organismo en el mantenimiento
de las funciones vitales. Por lo tanto, las alteraciones del MEC van a provocar un mal
funcionamiento neuronal y un amplio rango de severidad en los déficits neuroldgicos
(Gray y col. 2014). Parnetti y col. (1995) estudian los niveles de lactato, piruvato y
glucosa en LCR de 53 pacientes con demencia senil asociada a Alzhéimer y las
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comparan con un grupo control de 23 sujetos de edades parecidas al grupo a estudio
pero sin signos clinicos de disfuncion cognitiva. Encuentran una correlacion
significativa entre los pacientes con mayor déficit cognitivo y aquellos que presentan
mayores niveles de piruvato en LCR. Concluyen que el piruvato en LCR puede
emplearse como un biomarcador temprano de enfermedad y directamente asociado a la
severidad de los signos clinicos. EI Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comunmente diagnosticada tras el Alzhéimer. En la enfermedad
de Parkinson, las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra, sufren una
degeneracion como consecuencia de la excesiva produccion de RL derivados del propio
metabolismo de la dopamina. La pérdida de estas neuronas provoca los déficits motores
caracteristicos del Parkinson (Jankovic 2007). Actualmente se investiga el papel que
juegan una serie de genes que regulan el metabolismo del piruvato en estas neuronas
dopaminérgicas, ya que en los enfermos de Parkinson, estos genes se encuentran poco

expresados (Gray y col. 2014).

Ademas del cancer y las enfermedades neurodegenerativas, en medicina humana
existen numerosas enfermedades causadas o relacionadas con alteraciones en el
metabolismo del piruvato. Miyazaki y col. (1998) estudian los efectos del tratamiento
con ACTH en los espasmos infantiles, causados por la alteracion de los niveles de
piruvato en LCR. Miden los niveles de lactato y piruvato en suero y LCR y observan
como tras el tratamiento con ACTH ambos niveles aumentan tanto en suero como en
LCR junto con la mejoria de los signos clinicos. Li y col. (2018) encuentran niveles de
piruvato en LCR elevados en pacientes con hemorragia subaracnoidea y lo relacionan
de manera significativa con un prondéstico desfavorable. Plantean el uso del piruvato en

LCR como biomarcador temprano con fuerte valor pronostico.

Aungue en medicina veterinaria existen pocos trabajos de investigacion sobre el
piruvato en LCR, los estudios que existen presentan resultados semejantes a los
publicados en medicina humana. Al igual que Parnetti y col. (1995), Pugliese y col.
(2005), en su estudio sobre SDCC, encuentran niveles de piruvato elevados en LCR en
los pacientes con signos clinicos mas severos. Yin y col. (2001) muestran resultados de
los niveles de piruvato en perros con hemorragia subaracnoidea similares a los de Li y

col. (2018) realizado en pacientes humanos.
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3.2.4.4 Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio y neuromodulador del SNC de
todos los mamiferos. Forma parte de numerosas funciones fisiolégicas como
neurotransmisor mediador de todas las sefiales excitatorias del cuerpo y se relaciona con
importantes funciones cerebrales como la memoria, aprendizaje y estado cognitivo. Se
asocia también a procesos de diferenciacion celular e incluso muerte neuronal (Magi y
col. 2019). Para llevar a cabo estas funciones, el glutamato activa dos tipos diferentes de
receptores celulares: los receptores inotropicos del glutamato (iGLUR) y los receptores
metabotrdpicos del glutamato (MGLUR). Los iGLUR se relacionan con los potenciales
excitatorios neuronales, mientras que los mMGLUR permiten al glutamato introducirse en
diferentes procesos celulares como el ciclo de Krebs, la asimilacion del nitrégeno, y
biosintesis de nucledtidos, aminoécidos y cofactores (Walker y van der Donk 2016,
Magi y col. 2019). Los iGLUR los conforman 3 subfamilias diferentes: los receptores
N-metil-D-aspartato (NMDA), acido propiénico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
(AMPA) vy kainato. Los mGLUR son 8, del mGLUR1 al mGLURS, agrupados en 3
subgrupos. El grupo 1 incluye los receptores mGLUR1 y mGLURS, el grupo 2 incluye
MGLUR2 y mGLUR3 y al grupo 3 pertenecen mGLUR4, mGLUR6, mGLUR7 y
mGLURS. Cada una de estas subfamilias presenta sensibilidades diferentes a las
concentraciones de glutamato en espacio extracelular (Reiner y Levitz 2018). La
elevada cantidad de receptores dependientes del glutamato, presentes tanto a nivel extra
como intracelular, pone en evidencia la complejidad de las rutas bioquimicas que sigue
el glutamato en el organismo para asegurar su correcto funcionamiento. Por lo tanto,
todo proceso patoldgico que interfiera en alguna de estas rutas provocara una cascada de

fallos metabdlicos y una serie de signos clinicos asociados.

El glutamato se produce por dos vias metabolicas diferentes. Una ruta incluye la
activacion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) para producir la amino-
reduccion (dependiente de amonio) del 2-oxoglutarato (intermediario del ciclo de
Krebs) a glutamato. La segunda ruta depende de la enzima glutamato sintetasa (GLUS),
que cataliza la amino-reduccion (dependiente de la glutamina) del 2-oxoglutarato a
glutamato. Ambas reacciones son reversibles, permitiendo que el glutamato pase de

nuevo a 2-oxoglutarato, con las moléculas de carbono necesarias para formar parte del
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ciclo de Krebs y permitir la formacion de energia a partir del glutamato (Walker y van
der Donk 2016).

Aunque el glutamato juega un papel fundamental como neurotransmisor y
neuromodulador, la sobre-activacion celular como consecuencia de un exceso de
glutamato en el espacio extracelular va a provocar la entrada masiva de Ca*? a la célula,
causando necrosis intracelular y apoptosis. Como no existen enzimas conocidas que
degraden el glutamato en el espacio extracelular, el correcto funcionamiento del
glutamato va a depender de que exista un equilibrio entre el glutamato excretado y
reintroducido en la célula. Esta recaptacion de glutamato va a depender de los

transportadores de aminoacidos excitatorios (Magi y col. 2019).

Ribeiro y col. (2017), en su revision acerca de la relacion entre los mGLUR y
las enfermedades neurodegenerativas, recopilan las relaciones presentes entre estos
receptores y enfermedades como el Alzhéimer, Parkinson y enfermedad de Huntington.
En el Alzhéimer se producen una serie de cambios que condicionan la viabilidad de las
neuronas, sobre todo a nivel de la corteza cerebral, hipocampo y cuerpo estriado. Se
produce la formacion y depodsito de placas B-amiloide, fosforilacion aberrante de
proteinas de los microtibulos y la correspondiente formacion de enredos de
neurofilamentos. Todos estos cambios van a provocar efectos neurotdxicos, alterando la
funcién mitocondrial, la homeostasis del Ca*, induciendo la despolarizacién de
membrana, causando la expresion de genes pro-inflamatorios y la produccion de RL.
Todo esto conlleva a una muerte neuronal prematura (Guglielmotto y col. 2010).
Ribeiro y col. (2017) describen el papel que juegan los 3 grupos de mGLUR en la
fisiopatologia del Alzhéimer. Las placas -amiloide parecen activar la sobreexpresion
de los mGLUR del grupo 1, causando la despolarizaciébn masiva neuronal y la
incapacidad para recuperar el potencial de membrana. De esta manera, al perder la
funcionalidad de las neuronas del hipocampo, se produce la pérdida de memoria y
comportamientos aprendidos tipica del Alzhéimer. La expresion anormal de los
receptores del grupo 2 en el hipocampo de pacientes enfermos de Alzhéimer sugiere que
la sobreexpresion de estos receptores esta relacionada con formacién y liberacion de B-
amiloide. El estudio llevado a cabo por Kim y col. (2010) concluye que la utilizacién de
agonistas de los receptores mGLUR del grupo 2 estimula la produccién de B-amiloide
en terminaciones nerviosas de raton. Esto sugiere que la utilizacion de antagonistas de

estos receptores puede suponer una futura linea de tratamiento. Este mismo grupo de
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trabajo utilizo en otro estudio, un potente inhibidor del grupo 2 consiguiendo una clara
recuperacion de memoria, efectos ansioliticos y una disminucion de B-amiloide en
hipocampo y corteza en ratones. Los mGLUR del grupo 3 se encuentran en terminales
presinapticos de neuronas glutaminérgicas y GABAérgicas, por lo que su activacion va
a reducir la expresion de glutamato y en consecuencia se consideran agentes

neuroprotectores.

El Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa méas frecuente en el
mundo. Se produce por la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la substantia
nigra, causando una disminucion de la produccion de dopamina sobre todo a nivel del
cuerpo estriado (Jankovic 2007). EIl tratamiento mas eficaz es la utilizacion de 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que restituye los niveles de dopamina en el cuerpo
estriado y mejora las alteraciones motoras. No obstante, su utilizacion de forma cronica
causa el sindrome de disquinesia inducida por L-DOPA (Lundblad y col. 2004). Esta
disquinesia se produce como consecuencia del desequilibrio que se produce entre la
estimulacion producida por el glutamato y la liberacion de dopamina, por lo que se
especula que el uso de farmacos dirigidos a controlar los mMGLUR podrian suponer un
tratamiento eficaz contra este sindrome (Ribeiro y col. 2017). El uso de antagonistas
anti mGLURS5 (del grupo 1) mejora los sintomas motores, mientras que los agonistas
MGLUR 2y 3 (del grupo 2), parecen mejorar los signos cognitivos. El uso de agonistas
de los mGLUR del grupo 3 disminuye la liberacion de glutamato y GABA, protegiendo
a las neuronas de la sobreexcitacion tipica del Parkinson (Ribeiro y col. 2017).

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa de base
hereditaria autosémica dominante (Ribeiro y col. 2017). Esta causada por la expansion
de un tramo de poliglutamina. La poliglutamina es un fragmento de una proteina
formada por la repeticion de varios aminoacidos glutamina en cadena. Esto ocurre en
condiciones fisioldgicas pero cuando la poliglutamina es mas larga de lo normal (mas
de 36 glutaminas consecutivas), se crea una proteina anémala que tiende a agregarse y
no desarrolla su funcién. En la enfermedad de Huntington, esta glutamina se forma en la
proteina de Huntington o huntingtina (Li y Li 2004, Ribeiro y col. 2017). La huntingtina
sensibiliza los receptores NMDA, provocando la excesiva entrada de Ca*? en la neurona
y su destruccion (Ribeiro y col. 2017). Esta degeneracion ocurre sobre todo en el cuerpo
estriado y en las capas profundas de la corteza, aunque en las etapas mas avanzadas de

la enfermedad también aparecen en hipotdlamo e hipocampo. Los signos clinicos
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caracteristicos de la enfermedad son déficits cognitivos, alteraciones psiquiatricas y
desordenes del movimiento (Li y Li 2004). La estimulacion de los mGLUR del grupo 1
provoca una accién sinérgica con los receptores NMDA aumentando la entrada de Ca*?
a la célula. La activacion de los mGLUR del grupo 2 y 3 inhibe la liberacion de

glutamato a nivel presinaptico, reduciendo la excitotoxicidad (Ribeiro y col. 2017).

Las alteraciones en el metabolismo del glutamato no solo se relacionan con
enfermedades neurodegenerativas, también intervienen en desérdenes psiquiatricos
como los trastornos de ansiedad, depresion y estrés. Aunque los factores psicosociales
son fundamentales para el desarrollo de estas patologias, la causa Gltima de estas
alteraciones es la excitabilidad desproporcionada de los circuitos neuronales mediada
por el glutamato. Estudios post-mortem demuestran que pacientes con trastorno bipolar
0 depresion presentan niveles de glutamato por encima de lo normal en corteza
prefrontal frontal y dorsolateral (Crupi y col. 2019). El tratamiento farmacoldgico de
estos trastornos va encaminado a reducir la sobreestimulacién mediada por el glutamato

sin impedir la correcta transmision de impulsos nerviosos (Crupi y col. 2019).

Los estudios llevados a cabo en medicina veterinaria también pueden
relacionar las alteraciones en el metabolismo del glutamato con determinadas
enfermedades. Yin y col. (2001), en su trabajo experimental sobre hemorragia
subaracnoidea en perros, encuentran niveles de glutamato anormalmente altos en LCR.
En estos casos de hemorragia, el glutamato puede presentarse elevado por el paso libre a
través de la BHE alterada o a la liberacion masiva por parte de las neuronas destruidas.
La toxicidad del glutamato va a depender del estado energético del parénquima
nervioso, ya que al no existir enzimas que degraden el glutamato liberado al espacio
extracelular, depende de que exista energia para reintroducir el glutamato en la célula
(Yiny col. 2001, Ribeiro y col. 2017). Los autores concluyen que el glutamato se puede
utilizar como biomarcador de la severidad del dafio isquémico neuronal. Kiewert y col.
(2010) realizan un estudio semejante en ratas induciendo isquemia cerebral mediante
oclusion de la arteria cerebral medial. Encuentran valores inmediatos de glutamato en
LCR de hasta 8.000 veces los valores basales en el nucleo isquemico y 10 veces los
valores en la zona de penumbra. Los niveles de glutamato descienden progresivamente,
encontrando a las 3 horas del dafio isquémico valores de glutamato 30 veces superiores

a los basales.
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Ademas de los problemas vasculares a nivel intracraneal, las enfermedades
inflamatorias también se relacionan con aumentos significativos de niveles de glutamato
en LCR en el perro. Pham y col. (2008) llevan a cabo un estudio sobre el metabolismo
del glutamato y la expresion de transportadores de aminoacidos excitatorios en perros
con meningoencefalitis necrotizante (MEN). En el estudio emplean 8 pacientes con
confirmacion histopatologica de MEN y 10 beagles sanos como grupo control. Obtienen
valores de glutamato en LCR significativamente més altos en el grupo MEN que en el
grupo control. En dicho estudio se valora también la concentracion de transportadores
de aminoacidos excitatorios en astrocitos in vitro. Utilizan astrocitos fetales y LCR de
pacientes con MEN. Obtienen una baja expresion de estos transportadores, justificando
al menos en parte, el hecho de que los niveles de glutamato se mantengan altos en LCR,
ya que sin estos transportadores, el glutamato no puede ingresar en la célula. Aunque la
causa de la baja expresion de transportadores es desconocida hasta la fecha de
publicacion del articulo, se piensa que la liberacidn del factor de necrosis tumoral-a en
el proceso inflamatorio o la de interferon-y e interleuquina-1p contribuye a inhibir la

recaptacion de glutamato.

En cuanto a las alteraciones del metabolismo del glutamato en la epilepsia
idiopatica (EIl), existe ain controversia. El estudio de Podell y Hadjiconstantinou
(1997), llevado a cabo en 19 perros con epilepsia, encuentran valores de glutamato en
LCR elevados con respecto al grupo control y valores de GABA disminuidos.
Ellenberger y col. (2004) analizan el LCR de un total de 129 perros con epilepsia,
encontrando resultados contradictorios. Emplean un grupo de 35 perros de raza
Labrador Retriever y 94 perros de otras razas. El grupo de labradores presentaba valores
significativamente bajos de GABA con respecto al otro grupo y al grupo control. No
obstante, los niveles de glutamato no se vieron alterados, sélo encontraron un aumento
significativo del glutamato en LCR en los perros del grupo control. Creevy y col. (2013)
desarrollan un estudio semejante a los anteriores. En este caso realizan un estudio
retrospectivo, recogiendo informacién almacenada sobre la concentracion de glutamato
y GABA en LCR en pacientes con El, utilizando las imagenes de RM de perros con El
con y sin areas hiperintensas. En dicho estudio, encontraron valores de glutamato
superiores a los del grupo control, pero no encontraron diferencias entre los pacientes
con areas hiperintensas en RM y los pacientes sin alteraciones en la resonancia. A pesar

de no haber una relacion estadisticamente significativa, los pacientes con areas
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hiperintensas son los que presentan mayores valores de glutamato en LCR. Por otro
lado, los niveles de GABA fueron mayores, aunque sin significancia estadistica, en los

pacientes con El y areas hiperintensas en RM.

Butterworth y col. (1997) llevan a cabo un estudio en perros con shunt
portosistémico congenito y encefalopatia hepatica asociada. Investigan las alteraciones
en LCR de los aminoéacidos relacionados con la transmision del impulso nervioso en el
SNC, encontrando un aumento significativo del glutamato de hasta 3 veces los valores
del grupo control. Los signos clinicos de la encefalopatia hepatica, como la alteracion
del estado mental, head pressing, vocalizaciones o crisis epilépticas, se pueden
relacionar con la alteracion de la transmision nerviosa y la excitotoxicidad causada por

los niveles anormalmente altos de glutamato.

Olby y col. (1999) miden la concentracion de glutamato en LCR mediante
puncion en CM o CL en perros con lesiones compresivas medulares a nivel cervical y
toracolumbar. Correlacionan los niveles de glutamato con la severidad del dafio y el
caracter agudo o cronico del dafio medular. Los autores del estudio emplean 8 perros sin
signos aparentes de compresion medular como grupo control. El grupo a estudio lo
componen 24 pacientes con hernia discal intervertebral agudas o crénicas a nivel
cervical o toracolumbar. Los niveles de glutamato en LCR del grupo a estudio,
obtenidos en CM, se corresponden con los obtenidos en el grupo control. El flujo rostro-
caudal del LCR en el SNC justifica el hecho de que en localizaciones craneales a la
lesion, no se aprecien alteraciones en el LCR (Chiro y col. 1976). Olby y col. (1999) si
que encuentran alteraciones significativas en los niveles de glutamato a nivel de la CL,
correlacionando la severidad del dafio medular con los niveles mas altos de glutamato.
Los pacientes con lesiones agudas presentaron valores de glutamato de 2-10 veces las
del grupo control, mientras que los pacientes con lesiones cronicas presentaban niveles
de glutamato mas altos que los del grupo control, pero solo hasta 2 veces el valor de
referencia. Los autores justifican este hallazgo por el hecho de que la vida media del
glutamato en LCR es de 5-6 horas. En este estudio se evidenciaron también niveles de
glutamato diferentes en funcion de la distancia entre la compresién medular y el sitio de
extraccion de LCR. Los pacientes con hernias discales cercanas a CL presentaron
mayores niveles de glutamato que los que tenian afectados discos intervertebrales mas

distantes.
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3.2.4.5 Creatina kinasa

La creatina kinasa (CK) es una enzima de la familia de las guanosina kinasas y esta
presente en todos los vertebrados, aunque también la encontramos en otros animales. La
CK desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de los niveles energéticos de
las células que presentan grandes demandas de energia de forma intermitente, como son
las células de la musculatura esquelética, cardiaca, encéfalo o retina (Wallimann y
Hemmer 1994). La creatina intracelular se convierte en fosfocreatina por la via de la
CK. La CK actua catalizando la transferencia de un grupo fosforilado desde el ATP a la
creatina, formando fosfocreatina y ADP (McLeish y Kenyon 2005, Pajares y col. 2013).
La CK presenta 4 isoformas diferentes, clasificadas en funcion de la localizacion donde
fueron aisladas por primera vez. La dos isoformas citosolicas son la CK muscular
(CKM) y la CK encefélica (CKE), las dos isoformas mitocondriales son la CK ubicuota
0 4cida (CKA) y la CK sarcomérica o béasica (CKB) (Kay y col. 2017). Cada isoenzima
desempefia una funcién diferente: las CK mitocondriales transforman la creatina en
fosfocreatina, que serd el sustrato energético del metabolismo oxidativo, mientras que
las CK citosolicas usan la fosfocreatina para convertir el ADP en ATP en las zonas de
alta demanda energética, para poder llevar a cabo el ciclo de Krebs. Ademas, las CK
citosolicas pueden transformar el ATP excedente en fosfocreatina para almacenar

reservas energéticas (Pajares y col. 2013).

En el encéfalo humano se han encontrado las mayores concentraciones de CKE
en la sustancia gris, en concreto en las capas granular y molecular del cerebelo y en el
hipocampo. En el tejido nervioso la CKE se relaciona con las vesiculas sinapticas.
Forma parte del sistema de liberacion de neurotransmisores al espacio sinaptico y
participa en el mantenimiento del potencial de membrana y recaptacion de iones junto a
la bomba Na*/K*-ATPasa (Wallimann y Hemmer 1994).

En los dltimos afios se han llevado a cabo estudios en medicina humana para
determinar la efectividad de la CK como biomarcador. Papa y col. (2015) realizan un
articulo de revision de biomarcadores medidos en atletas que han sufrido concusion
realizando algun deporte reglado. En los estudios recogidos en su articulo, por un lado
miden CK y proteina S100p en atletas que han realizado maraton, estando aumentadas

justo después de la carrera y disminuyendo en sangre hasta las 20 horas post ejercicio,



Revision bibliogréafica

donde aparecen ya dentro de rangos fisiologicos. Los niveles de CK aumentaron
significativamente en grupos de boxeadores que habian recibido golpes en la cabeza o
cuerpo, siendo ligeramente superiores los niveles de CK en el grupo que habia recibido
golpes en la cabeza. Finsterer y Aliyev (2017) estudian un paciente con una variante de
la polineuritis desmielinizante inflamatoria cronica en el que la CK aparece elevada.
Esta enfermedad causa un sindrome de neurona motora inferior en las 4 extremidades,
provocando la inadecuada contraccion de la musculatura de las extremidades, la atrofia
muscular neurogénica y la liberacion de CK muscular. Hamilton y col. (2020) evaltan
la relacion entre la CK y la a-cristalina en el desarrollo de cataratas en pacientes
humanos. Encuentran niveles anormalmente altos de CKE, hasta 17 veces por encima
de lo normal, en el cristalino de ratas que han nacido con cataratas, sugiriendo una
mayor demanda de ATP. La a-cristalina es una proteina que protege y restaura las
enzimas del cristalino. Hamilton y col. (2020) encuentran que el complejo CKE-o-
cristalina aumenta entre 19-22 veces en humanos con catarata hereditaria en

comparacion con un cristalino de un paciente sano.

Un estudio llevado a cabo por Lee y col. (2020) trata de establecer el nivel
predictivo de la CK en la aparicion de secuelas neurosiquiatricas tardias tras
intoxicacion con monoxido de carbono. Se trata de un estudio retrospectivo llevado a
cabo en 138 pacientes humanos, de los cuales, 12 desarrollaron secuelas hasta 1 afio
mas tarde. Los niveles de CK van a aumentar en pacientes intoxicados con monéxido de
carbono debido a la hipoxia tisular, la reaccion inflamatoria y el decubito prolongado en
el caso de pacientes que pierdan la consciencia. Los pacientes que presentaron niveles
séricos de CK basales por encima de 1603U/L sufrieron secuelas tardias, por lo que la
CK puede ser utilizada como biomarcador predictivo en casos de intoxicacién con

mondxido de carbono.

La medicion de CK en LCR se ha llevado a cabo en diversos estudios en
medicina humana. El trabajo llevado a cabo por Wang y col. (2011) mide las
concentraciones de CK, troponina | y mioglobina en liquido pericardico y LCR en
pacientes durante la autopsia. Encuentran niveles significativamente altos de CK tanto
en liquido pericardico como en LCR en casos de abuso de metanfetaminas y solo en
LCR en casos de muerte por traumatismo agudo craneoencefalico cerrado, sin heridas

penetrantes. Dash y Patro (2014) evallan la eficacia de la medicién de CK, LDH y
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GGPT en LCR como biomarcadores con valor diagnostico y pronostico en meningitis.
Seleccionan 44 pacientes con meningitis pidgena o tuberculosa y miden niveles de CK
en suero y LCR tanto en el momento del ingreso hospitalario como a los 7 dias de
iniciar el tratamiento. La CK en LCR fue significativamente mas alta en los dos grupos
de pacientes con meningitis con respecto al grupo control, siendo mas altos los niveles
en los casos con meningitis tuberculosa. Sin embargo, encuentran niveles de CK mucho
mas altos en el suero tanto del grupo control como del grupo a estudio con respecto a
los niveles de CK en LCR. Al séptimo dia de iniciar el tratamiento, los niveles de CK en
LCR de ambos grupos habian descendido notablemente, probablemente debido a la
mejora en el proceso inflamatorio y a la restauracion de la BHE. Los niveles de CK en
LCR al inicio del proceso no se correlacionaron con el pronostico de los pacientes.

Chandler y col. (1988) elaboran un estudio histopatoldgico en el encéfalo de 4
perros sanos con el objeto de medir las concentraciones fisioldgicas de CK y otras
enzimas en el tejido encefalico. Para ello recogen muestras de 12 areas diferentes,
detectando la presencia de CKE y CK mitocondriales en todas ellas. Al igual que ocurre
en el encéfalo humano, la distribucion de CKE no es homogénea, siendo las areas con
mayor concentracion el nicleo caudado y la sustancia gris de las cortezas parietal,
frontal, occipital y cerebelar. ElI hipocampo presenta concentraciones de CK
intermedias, mientras que la médula espinal y la sustancia blanca de la corteza frontal
tienen los niveles més bajos. No encontraron CKM en ninguna de las muestras
analizadas. Concluyen que el uso de la CKE como biomarcador del dafio encefélico
global se puede emplear con valor prondstico, siendo peor cuanto mayor es la
concentracion de CKE. Sin embargo, desaconsejan su empleo como indicador de la
extension del dafio en accidente cerebrovascular, ya que las grandes diferencias
encontradas en las concentraciones de CKE en las diferentes areas del cerebro hacen
dificil estimar la extension de la zona infartada. Ferreira (2016), en un estudio mas
reciente, mide valores de CK en LCR con el objetivo de determinar su valor como
biomarcador diagnéstico en enfermedades del SNC y SNP. De forma retrospectiva,
toman los datos de 578 pacientes admitidos en un hospital de referencia en el servicio
de neurologia. De los 578 pacientes, 409 sufrian enfermedades encefalicas, 117
medulares y 52 relacionadas con el SNP. Concluye que la medicion de CK por si sola
no tiene valor diagnéstico ni determina un area en concreto del dafio nervioso. Sin

embargo, el autor concluye que los pacientes con niveles altos de CK en LCR se
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correlacionaron significativamente con un peor pronostico. La CK en LCR no presenta
correlacion con la CK sérica, no se altera con la contaminacion sanguinea y no guarda

relacion significativa con los niveles de proteinas en LCR.

Los estudios llevados a cabo sobre la medicion de los niveles de CK en LCR en
patologias medulares ponen de manifiesto la importancia de la medicion de CK en estos
pacientes, tanto como parte del protocolo diagndstico como para emitir un valor
prondstico. Secer e Yzci (2008) crean un modelo animal de estenosis lumbosacra
degenerativa en conejos. Utilizan 15 conejos de experimentacion a los que inducen
compresion medular lumbar caudal (L6) de forma subaguda con balon quirdrgico.
Toman una primera medicion de LCR prequirurgica en L6-L7 y las dos siguientes
extracciones se llevan a cabo por encima y por debajo de la estenosis. La isquemia del
tejido nervioso provocada tanto por la compresion ejercida por el balén como por la
reduccion del aporte vascular a la zona estenosada, provoca la destruccién de las células
nerviosas y la liberacion de CK al LCR. En las mediciones de CK craneales a la
compresion, donde el flujo sanguineo y de LCR es normal, los valores de CK fueron
normales. Las mediciones llevadas a cabo en el espacio caudal a la estenosis, donde el
flujo de LCR esta interrumpido, los valores de CK fueron significativamente mas altos
que en la medicién inicial. Olmarker y col. (1989) demostraron en minipigs de
experimentacion los efectos de una compresién medular mantenida en el tiempo. Una
simple elevacién de 10mmHg en la presién intratecal podia provocar la oclusion de méas
del 50% de las vénulas y una reduccién significativa del aporte vascular, con las
consecuentes secuelas neuroldgicas derivadas de la isquemia neural. Si se descarta una
compresion medular con TC o RM, la presencia de signos degenerativos en region
lumbosacra junto con la medicién de CK en espacios caudales a la estenosis pueden
ayudar al diagndstico de estenosis lumbosacra degenerativa en conejos (Secer e Yzci
2008).

Witsberger y col. (2012) llevan a cabo un estudio sobre la relacion entre
determinados biomarcadores en LCR Yy la evolucion a largo plazo de perros con hernia
discal intervertebral aguda. Utilizan un total de 54 pacientes y 16 perros sanos como
grupo control. Los niveles de CK en LCR fueron considerablemente mas altos en los
pacientes con hernia discal intervertebral aguda que no evolucionaron de forma
favorable, obteniendo niveles medios de 62 UI/L mientras que los valores de referencia

de los perros sanos estuvo en <20UI/L. Los autores concluyen que los pacientes con
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valores de CK en LCR < 38U/L tuvieron 35 veces mas de posibilidades de ser
ambulatorios a largo plazo, subiendo hasta el 98% de los pacientes con valores de CK

en LCR por debajo del rango de referencia.

3.2.4.6 lones/electrolitos

Los iones y electrolitos son fundamentales para el mantenimiento del potencial de
accion, la despolarizacién y repolarizacion de membrana y para la transmision de
impulsos nerviosos. Todas las células del cuerpo tienen un potencial eléctrico, pero la
peculiaridad de las células nerviosas y musculares es que pueden cambiar la magnitud y
la carga del potencial en base a las sefiales sinapticas que llegan desde células contiguas
o0 en funcion del 6rgano de los sentidos donde se encuentran (Klein y Cunningham
2013). Para entender la importancia de los electrolitos en el funcionamiento del sistema
nervioso es necesario conocer la fisiologia de la sinapsis y conocer cémo los gradientes
ionicos permiten el mantenimiento del potencial de membrana en reposo y el potencial

de accioén.

La carga eléctrica es similar dentro y fuera de la célula. Sin embargo, la carga
negativa se concentra en la cara interna de la membrana citoplasmatica mientras que la
carga positiva lo hace justo en las inmediaciones de la cara externa, provocando que el
interior de la célula esté cargado negativamente, entorno a -70mV (milivoltios). El
potencial de membrana en reposo se consigue gracias a la interaccion del Na* y del K*
(Klein y Cunningham 2013). La bomba Na*-K*-ATPasa inicia el intercambio de iones
en contra de su gradiente de concentracion. Introduce en la célula 2 K* por cada 3 Na*
que saca, contribuyendo a reducir la carga positiva dentro de la célula y sirviendo de
base para generar potencial eléctrico. Cada ion tiende a buscar su equilibrio dindamico
atravesando la membrana por canales especificos. En el caso del K*, al aumentar su
concentracion dentro de la célula por la accion de la bomba Na*-K*-ATPasa, tiende a
difundir, a través de canales ionicos de membrana, al espacio extracelular siguiendo su
gradiente de concentracion. Este intercambio de cargas eléctricas que sufren todos los
iones en busca de su equilibrio dinamico es lo que produce la formacién de voltaje, el
cual se conducira a través de las membranas generando un potencial eléctrico (Efros y

col. 2018). La bomba Na’'-K*-ATPasa es dependiente de la energia generada por el
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consumo de ATP y se estima que mas del 50% de la energia empleada por el encéfalo
se destina al buen funcionamiento de esta bomba. Por consiguiente, cualquier patologia
que genere alteraciones en el metabolismo oxidativo neuronal o variaciones
significativas de los niveles plasmaticos de Na* o K", provocara graves alteraciones

neuroldgicas (Klein y Cunningham 2013).

El potencial de membrana en reposo puede ser modificado en las celulas
nerviosas y musculares en funcion del tipo de neurotransmisor liberado en la hendidura
sindptica. Los neurotransmisores se encuentran almacenados en las vesiculas sinapticas,
en el terminal presinaptico del axon. Cuando llega el potencial de accion, se activan los
canales de Ca* voltaje-dependientes, permitiendo la entrada de Ca* en el terminal
presinaptico, y provocando la union de las vesiculas a la membrana presinaptica para la
liberacion de los neurotransmisores a la hendidura (Damkier y col. 2013). El tipo de
neurotransmisor liberado puede generar la apertura o cierre de canales ionicos del Na* o
del K" en la membrana postsinaptica. De esta manera, si entra mas Na* en la neurona
postsinaptica, se producird una disminucion de la carga negativa intracelular, un
potencial excitatorio y la despolarizacion neuronal. Si por el contrario los canales que se
abren son los del K, saldra K* de la célula y ésta adquirird una carga mas negativa,
generando un potencial inhibitorio o hiperpolarizacion neuronal. De esta forma se evita
que la neurona inhibida transmita impulso nervioso a sus células contiguas. Tanto el
potencial excitatorio como el inhibitorio disminuyen su intensidad con la distancia al

punto donde se genero (Klein y Cunningham 2013).

La concentracion de los niveles de Na*, K* y Ca*? en LCR es diferente a la del
plasma, ya que la BHE presenta diferentes grados de solubilidad para estos electrolitos.
El Na" es el mayor constituyente de la osmolaridad del plasma y junto con el K* son los
principales responsables del movimiento de agua entre espacio intra y extracelular
(Damkier y col. 2013). La concentracion de Na* en el plasma es regulada por el
hipotdlamo, que al detectar hipo/hipernatremia, activa mecanismos compensatorios
como la liberacion de hormona antidiurética (ADH) o la sensacién de sed. En caso de
hipernatremia, el fluido intersticial tendra altas concentraciones de Na*, comportandose
como un fluido hiperosmolar con respecto al fluido intracelular. Esto provoca la salida
de fluido de las células por gradiente de concentracién y su deshidrataciéon. Las
neuronas son especialmente sensibles a este efecto, por lo que en aumentos bruscos de

natremia o valores de Na" por encima de 180mEq/L, apareceran signos neuroldgicos
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como obtundacion, coma, crisis convulsivas y head pressing (Silverstein y Hopper
2015). No obstante, el SNC presenta mecanismos de proteccion frente a estados de
hiperosmolaridad. Cuando se pierde volumen celular por la salida de agua libre a
espacio intersticial, el Na" y CI" del LCR es captado por las neuronas para aumentar su
gradiente de concentracion de forma rapida. Ademas, las neuronas empiezan a acumular
solutos osméticamente activos como el glutamato o glutamina de forma maés lenta a

modo de proteccidn (Silvestein y Hopper 2015).

Tanto en medicina humana como en medicina veterinaria, el Na* es el electrolito
mas abundante en el LCR y guarda una relacion muy directa con su concentracion en el
plasma (Di Terlizzi y Platt 2006, Di Bartola 2012). Los niveles de Na* en SNC son
controlados principalmente por la bomba Na'-K*-ATPasa, el cotransportador Na'-
HCO; (NBCe2) y por la ruta paracelular en las células con uniones tipo GAP. La
bomba Na*-K*-ATPasa, en el plexo coroideo, extrae por transporte activo el Na* de las
células hacia el LCR. El cotransportador NBCe2 introduce el Na* desde la sangre hasta
las células. Para ello utiliza dos moléculas de bicarbonato por cada Na* que introduce
mientras que para sacar un Na* de la célula hacia el LCR emplea el cotransporte de 3
moléculas de bicarbonato. La ruta paracelular intercambia Na* y K* entre la sangre y el
LCR de manera menos eficiente que las rutas transcelulares anteriormente descritas
(Hladky y Barrand 2016). El estudio llevado a cabo en medicina humana por Ghaffari y
col. (2020) pone de manifiesto la importancia de la homeostasis del Na* en el SNC. En
su trabajo de investigacion sobre la fisiopatologia de la migrafia, desarrollan un modelo
matematico para calcular el movimiento de Na* entre las células y espacio intersticial a
través de la BHE y la barrera LCR-sangre. Concluyen que, si bien no se conoce la causa
Gltima que desencadena la migrafia, pueden asegurar que el aumento de Na® en
parénquima encefalico y LCR provoca una hiperexcitabilidad neuronal que desencadena

la migrafa.

En medicina veterinaria existen pocos estudios que relacionen alteraciones en la
concentracion de Na* en LCR con diversas enfermedades neuroldgicas. Sullivan y col.
(2003) estudian un caso de un Schnauzer miniatura de 9 meses de edad con
hipernatremia hipodipsica. El paciente presenta una historia clinica en la que no suele
beber de forma voluntaria y ha presentado signos neuroldgicos como ataxia 0 cambios
de comportamiento. En las pruebas diagnosticas detectan una hipernatremia severa

(>180mEg/L) y la TC detecta hidrocefalia congénita. En la necropsia se detecta
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holoprosencefalia lobar, justificando los cambios comportamentales y la hipodipsia
como consecuencia de la falta de desarrollo del hipotdlamo y sistema limbico. En el
estudio de casos llevado a cabo por Hanselman y col. (2006) evalian un paciente
Golden Retriever hembra de 6 afios con debilidad, ataxia, amaurosis, hiporexia e
hipodipsia. En las analiticas encuentran valores de Na* en plasma de 193 mEg/L y en
LCR valores de 189 mEg/L. El CI" también apareci6 aumentado mientras que el K*
estaba dentro de rango fisiolégico tanto en plasma como en LCR. En la necropsia se
diagnosticd un linfosarcoma sistémico difuso, afectando a todo el encéfalo, incluido
hipotdlamo, y a bazo, higado y rifiones. La afectacion hipotalamica justifica la
destruccion de osmorreceptores y la falta de sensacion de sed, explicando la
hipernatremia con la que llegé al centro de referencia. Un caso parecido es descrito por
Mackay y Curtis (1999) en un Doberman de 7 afios con agresividad y obtundacion. El
paciente presentd severa hipernatremia y fue diagnosticado de meningoencefalitis
granulomatosa afectando nucleos hipotaldmicos. En este caso no se midieron los niveles
de Na* en LCR.

El 99% del K* del cuerpo se encuentra a nivel intracelular, representando hasta
140mEq/L frente a los 4mEg/L de media en el plasma. El K* es fundamental para el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo y la instauracién de un potencial
de accion que permita a las células musculares contraerse (Silverstein y Hopper 2015).
La concentracion de K™ en LCR (3mEg/L) es menor que la del plasma (3,6-5mEg/L).
En situaciones de hiperkalemia, los niveles de K™ en LCR se mantienen constantes por
la elevada impermeabilidad de la BHE (Di Terlizzi y Platt 2006). Cuando aumenta el K*
en LCR, éste es intercambiado por la bomba Na'-K*-ATPasa a nivel de plexos
coroideos, intercambiando 2 K* por cada 3 Na* que saca de la célula. El cotransportador
de cloruro potésico (KCC3), integrado en la ruta paracelular, es el mediador encargado
del transporte de K* desde las células epiteliales a la sangre. Se trata de un
cotransportador con CI” que actia sacando K* de las células cuando su concentracion
intracelular es igual o superior a 1 en su relacion con la concentracion extracelular. A
nivel de plexos coroideos, las uniones intercelulares permiten el paso de cationes de K*
desde el interior de las células hacia el LCR siguiendo su gradiente de concentracion
(Hladky y Barrand 2016).

En el estudio llevado a cabo por Pugliese y col. (2005) en perros con SDCC

encuentran niveles anormalmente altos de K* en LCR, al igual que elevaciones en los
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niveles de glucosa, lactato y piruvato, en el grupo de perros con mayor grado de
disfuncion cognitiva. Los elevados niveles de K* en LCR implicarian que éste no se esta
introduciendo en las neuronas, posiblemente asociado a un fallo en la bomba Na™-K*-
ATPasa, dependiente de energia. La alteracion del metabolismo oxidativo en el
Alzheimer y en el SDCC justifica la falta de energia en forma de ATP para el correcto
funcionamiento de la bomba Na'-K'-ATPasa y el consiguiente aumento de K”

extracelular.

El Ca* es un electrolito que interviene en numerosas funciones intra y
extracelulares. El Ca*? es sumamente importante en la sinapsis neuromuscular, ya que
es el encargado de entrar en el terminal presindptico para permitir la union de la
vesicula sinéptica a la membrana y la liberacion de acetilcolina. Ademaés, actla
estabilizando las membranas neuronales al disminuir su permeabilidad al Na" (Di
Bartola 2012). Existen 3 formas diferentes de Ca** el Ca*? ionizado o Ca*? libre (que es
el biolégicamente activo), el Ca** unido a protefnas y el Ca** unido a otros solutos como
lactato, fosfato, bicarbonato, citrato y oxalato. EI Ca*? habitualmente medido en la
practica clinica es el Ca*? total, la suma de los 3 tipos de Ca* circulante que existen. No
obstante, solo el Ca* iénico es el que puede ser empleado por las células para sus
distintas funciones, por lo que debe ser el que empleemos para diagnosticar una

condicion patoldgica (Silverstein y Hopper 2015).

En medicina veterinaria no se ha establecido adn el rango fisioldgico de Ca*?
total e idnico por la falta de estudios, mientras que en medicina humana adn se siguen
haciendo estudios para esclarecerlos. Miyamoto y col. (2004) obtienen valores de Ca*?
ionico en LCR en nifios de 1,07 mM/L en el grupo control sano y 1,03 mM/L en el
grupo con crisis convulsivas. Forsberg y col. (2019) obtienen en su estudio muestras de
LCR de 21 voluntarios sanos, estableciendo valores de Ca*? total en LCR de 1,18 mM/L
y de Ca* iénico de 1 mM/L. A conocimiento del autor, no existen estudios que
establezcan valores de referencia del Ca*? i6nico en LCR en el perro. Si hay estudios
que determinan valores de Ca? total. Pugliese y col. (2005) obtienen valores de Ca*?
total de 1,36 mM/L en el grupo control. Di Terlizzi y Platt (2006), en su revision sobre
LCR, describen valores de Ca*total en LCR de 1-1,5 mmol/L, mientras que en plasma
el rango es mas alto (2-2,75mmol/L). Witsberger y col. (2012) miden Ca*? total en CL,
obteniendo resultados de 1,25mM/L.
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La concentracion de Ca* en LCR es independiente de la del plasma. El Ca*
entra en LCR por transporte activo a nivel de la BHE, concretamente en los plexos
coroideos y endotelio cerebrovascular, por lo que las variaciones bruscas en sangre van
a tener poco efecto en los niveles de Ca*? en LCR (Di Terlizzi y Platt 2006). Tanto la
BHE como la barrera sangre-LCR regulan el transporte de Ca*? dentro del SNC. En
concreto, el epitelio del plexo coroideo es la principal ruta de entrada de Ca*? (Damkier
y col 2013). Aunque no se conoce con exactitud todo el mecanismo de transporte del
Ca*?, la teoria mas aceptada es la recogida en el articulo de Damkier y col (2013). El
Ca*? utilizarfa canales i6nicos en la membrana basolateral de la BHE para pasar de la
sangre al espacio intracelular. Aqui se uniria a proteinas citoplasmaticas para llegar
hasta la membrana luminal, desde donde saldria al LCR mediante intercambio Na*/Ca*
o mediante la Ca*>ATPasa. Trabajos como el de Gazda y col. (2017) estudian las
alteraciones en la homeostasis del Ca* en relacién con la aparicién de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer. Encuentran que la proteina precursora de
amiloide esté relacionada con la homeostasis del Ca*? a nivel del reticulo endoplasmico
en las neuronas. Células con concentraciones anormalmente altas de Ca*? en reticulo

endoplasmico también presentaban mayores cantidades de proteina amiloide.

El CI" junto con el HCOj3 son los dos aniones mas importantes en plasma y
LCR. EI CI, a diferencia de los electrolitos anteriores, no juega un papel importante en
la sinapsis ni en la transmision del impulso nervioso. El CI” es especialmente importante
en el mantenimiento de la osmolaridad y la regulacién del estado &cido-base. La
concentracion de CI" en LCR es ligeramente superior a la del plasma y la concentracion
intracelular es netamente inferior a ambas (Di Bartola 2012). El transporte de CI" dentro
del SNC esta ligado al transporte de HCO3', ya que la Unica ruta conocida para el paso
de CI" de la sangre a las células es mediante intercambio con HCOj3 a través de un
transportador especifico de membrana llamado AE2. Parte del CI" volvera a la sangre
por el anteriormente descrito KCC3. La salida de CI" a LCR se va a producir en las
células epiteliales del plexo coroideo mediante cotransporte con K* y de manera pasiva
por canales anidnicos (Damkier y col. 2013, Hladky y Barrand 2016). Akaishi y col.
(2018) evaltan los niveles de Cl"en LCR en pacientes con neuromielitis éptica (NMO)
que desarrollan alteraciones visuales. La NMO es una enfermedad neurolégica
inmunomediada con alta incidencia de recidivas. La extension de la neuritis optica y el

grado de pérdida de vision han sido relacionados, pero Akaishi y col. (2018) tratan de
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establecer la relacion entre los niveles de CI" y el pronostico visual. Encuentran una
fuerte relacion entre los niveles de CI" en LCR y la extension de la neuritis en la fase
aguda de la enfermedad.

3.2.4.7 Balance &cido-base

El mantenimiento del estado &cido-base (A-B) resulta esencial para el buen
funcionamiento celular. Las alteraciones en el equilibrio A-B en el SNC van a provocar
cambios electroquimicos en las membranas neuronales, afectando a la conduccién
nerviosa. Una acidosis severa puede provocar un estado mental deprimido, comatoso o
incluso la muerte. La alcalinizacion excesiva del LCR puede provocar convulsiones
severas (Christensen y col. 2018). El valor numérico que le damos al estado A-B viene
determinado por el pH, que es el —Log [H']. Esta ecuacion implica que pequefias
variaciones en la concentracion de hidrogeniones se traducen en grandes variaciones del
pH, por lo que el organismo debe presentar mecanismos compensatorios para regular las
variaciones del pH de forma réapida (Silverstein y Hopper 2015). Los valores de pH
pueden oscilar entre 0 y 14, pero los mamiferos tienen un estrecho rango fisiol6gico de
7,36-7,42. Numerosas patologias (diabetes, cetoacidosis diabética, dilatacion-torsion
gastrica, enfermedad renal, traumatismo craneoencefélico, entre otras) pueden alterar
este escaso margen de pH tanto en sangre como en LCR. Por lo tanto, el organismo
inicia mecanismos compensatorios tanto respiratorios como metabo6licos y sistemas

tampon para tratar de normalizarlo (Nattie y Edwards 1981).

Para entender el equilibrio A-B es necesario conocer algunos conceptos. Cuando
el pH sanguineo desciende por debajo de su rango fisioldgico inferior, se dice que
presenta acidemia. Lo mismo ocurre cuando el pH estd por encima del rango
fisiologico, denominado alcalemia. Los mecanismos que generan ese descenso 0
aumento del PH sanguineo se denominan acidosis o alcalosis, respectivamente. Cuando
se produce una acidosis metabdlica por cumulo de acidos (acido lactico, acido urico,
cetoacidos) en el organismo, éste debe responder con una alkalosis respiratoria,
eliminando CO,, para compensar el desequilibrio. De la misma manera, cuando se
produce alcalosis metabdlica, el cuerpo responde acumulando acidos volatiles como el

CO; hipoventilando (acidosis respiratoria compensatoria). Cuando el problema primario
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se instaura en el compartimento respiratorio, es decir, cuando no se produce un buen
intercambio alveolar, el mecanismo compensatorio lo inicia el compartimento
metabdlico a nivel renal. En la acidosis respiratoria (cimulo de CO,) el rifién debe
responder reteniendo bases (HCO3') pero la respuesta metabdlica es siempre mucho mas
lenta que la respiratoria, tardando hasta 2 y 3 dias en compensar el problema. En la
alcalosis respiratoria, el rifion debe responder reteniendo acidos (hidrogeniones H*) (Di
Bartola 2012, Silverstein y Hopper 2015).

Kazemi y Johnson (1986) llevaron a cabo una extensa revision sobre la
composicion del LCR en medicina humana. En un estudio llevado a cabo en perros
anestesiados, observaron que tras la inoculacion de una solucién &cida en el sistema
ventricular, aumentaba la frecuencia respiratoria de modo compensatorio. Al perfundir
una sustancia alcalina ocurria lo contrario. Esto llevé a pensar en la existencia de
receptores sensibles a la concentracion de hidrogeniones a nivel del SNC. Estos
receptores han sido encontrados en la zona ventrolateral de la médula oblongada y en
diversos nucleos del tronco del encéfalo, pero no esté clara su localizacion (Damkier y
col. 2013). La concentracion de H* en espacio extracelular es muy baja con respecto a
los demas electrolitos estudiados y ayuda a mantener un pH entre 7,36-7,42. Este pH se
puede mantener gracias al control que ejerce el encéfalo sobre los niveles de CO, y
HCOj3" (Hladky y Barrand 2016). La concentracion de CO; en LCR vy fluido intersticial
va a depender del ratio de produccion por el parénquima enceféalico (como resultado de
la oxidacién de la glucosa) y de la velocidad a la que el CO, formado es retirado por la
sangre (Kazemi y Johnson 1986). EI CO, pasara a la sangre por difusidn pasiva a través
de las membranas celulares o uniéndose a moléculas de H,O para forma acido
carbonico (H,COs), que sera excretado de la células por transporte activo y de nuevo
disociado a CO, y H" en espacio extracelular. El HCOj3™ difunde fuera de las células por
transportadores especificos o de la misma manera que el CO,, formando H,COj3;
(Hladky y Barrand 2016).

Cuando los niveles de CO, aumentan en sangre arterial, éste difunde
rapidamente al parénquima encefalico y al LCR. La BHE y la barrera sangre-LCR son
relativamente impermeables al H* y HCO3', pero no al CO,. Al aumentar el CO, en
LCR se activan los quemorreceptores que van a regular la ventilacién (Damkier y col.
2013). Para contrarrestar la acidificacion que esto provoca, la célula de glia o del plexo

coroideo capta el CO, y gracias a la accion de la anhidrasa carbénica lo convierte en H”
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y HCOj3 (Kazemi y Choma 1977). Parte de ese HCOj3 saldra de la célula a espacio
intersticial para contrarrestar el exceso de CO,. Este mecanismo tamponador protege a
las neuronas y astrocitos de los cambios bruscos de pH pero solo de forma limitada, ya
que la célula no puede mantener la formacion de HCOj' si sigue estando el CO; arterial
elevado (Hladky y Barrand 2016). La capacidad del LCR para compensar el pH en
acidosis respiratoria es mucho mayor que la de la sangre debido a la gran concentracion
de HCO3 (Kazemi y Choma 1977). La barrera sangre-LCR, a nivel de las células del
plexo coroideo, es la principal responsable de estos mecanismos compensatorios. El
HCO3  necesario para tamponar el exceso de CO, se adquiere por dos vias, siendo
transportado desde la misma barrera sangre-LCR o por sintesis en las células del plexo
coroideo para su posterior liberacion al LCR (Christensen y col. 2018).

Para estudiar los mecanismos compensatorios del encéfalo ante un estado de
alcalosis respiratoria, Kazemi y col. (1969) midieron los niveles de lactato y piruvato en
encéfalo, LCR y sangre arterial en perros sometidos a hipocapnia por ventilacion
mecéanica. Durante la alcalosis respiratoria se produce hiperventilacion y disminucion de
los niveles de CO, en sangre. Esta hipocapnia va a provocar vasoconstriccion a nivel
cerebral y la correspondiente disminucion en el flujo sanguineo cerebral. Al disminuir el
aporte de oxigeno al parénquima encefalico, éste activa la via glucolitica anaerobica,
produciendo lactato como metabolito final. De manera compensatoria, y ante la
reduccion en el aporte de CO, las células del plexo coroideo van a reducir la actividad
de la anhidrasa carbdnica y van a producir menos HCOs'. Por lo tanto, la alcalinizacién
del pH del LCR va a compensarse con el aumento de la produccion de acidos en forma

de lactato y con la reduccion de la formacion de bases (HCO3) (Kazemi y col. 1969).

En el estudio descrito por Sugi y col. (1975) inducen hematoma intracerebral o
hemorragia subaracnoidea de forma experimental en 20 perros. La instauracién de un
metabolismo anaerobio, como consecuencia de la disminucion del flujo sanguineo
cerebral provoca la glicolisis anaerobia y la liberacion masiva de lactato a espacio
extracelular. El lactato, uno de los principales &cidos presentes en el organismo,
contribuye a una acidificacion del pH en LCR y una disminucion del HCO3™ de forma
compensatoria. Los autores concluyeron que el lactato y el ratio lactato/piruvato son

biomarcadores Utiles de hipoxia encefélica.
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3.3 ANESTESIA

Como se puede observar en capitulos anteriores, existen numerosos estudios en
medicina humana sobre el MEC. Sin embargo, en medicina veterinaria, los estudios son
mas limitados. Pugliese y col. (2005) realizan mediciones de lactato y piruvato en
perros con SDCC, extrapolando los resultados con la enfermedad de Alzheimer en
personas. Kiewert y col. (2010), en un modelo experimental de accidente
cerebrovascular, emplean ratones de laboratorio a los que se les provoca isquemia
cerebral para evaluar los cambios metabolicos en el encefalo hipoxico. Muchos de los
estudios que se llevan a cabo en animales son realizados por médicos,
anatomopatélogos o empresas farmacéuticas, tomando animales de experimentacion
como modelos de diferentes patologias humanas. La falta de estudios en animales de
compafiia, haciendo especial referencia al perro, hace que en la profesion veterinaria
carezcamos de consensos universales y reglados de los diferentes biomarcadores
medidos en LCR vy su relacién con enfermedades. Ademas, en veterinaria, la extraccion
del LCR debe hacerse bajo anestesia general, condicionando ain méas la homogeneidad
de los estudios. Caines y col. (2012) evaltuan la concentracion de lactato en LCR en
perros anestesiados con y sin enfermedad intracraneal. Para ello emplean diferentes
farmacos anestésicos, tales como acepromacina, hidromorfona, propofol, tiopental,
isofluorano, atracurio, entre otros. Esto hace que se aumente enormemente el sesgo de
los datos por las diferentes implicaciones que pueden tener en el MEC cada uno de los

farmacos utilizados.

Los agentes anestésicos han demostrado influir en mayor o menor medida en la
medicién de biomarcadores del MEC en el LCR. Kiewert y col. (2010) detectan niveles
significativamente altos de lactato en LCR pero no pueden descartar que esa elevacion
sea como consecuencias del empleo de gases anestésicos. Horn y Klein (2010) estudian
el efecto de diferentes agentes anestésicos en los niveles de lactato y glucosa en sangre,
liquido extracelular y LCR mediante un estudio de microdialisis en ratones. En dicho
estudio se observo que el isofluorano, sevofluorano y halotano provocaron grandes
aumentos dosis-dependientes en el lactato. En menor medida, también se observaron
aumentos en la concentracion de piruvato en liquido extracelular de las regiones del
hipocampo y del cuerpo estriado. El lactato también aumento, aunque en menor medida,

en sangre y LCR. La ketamina, xilacina e hidrato de cloral provocaron una elevacion
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minima del lactato en sangre y LCR. El pentobarbital fue el Unico agente anestésico que

no provocd ningun cambio.

3.3.1 Propofol

El propofol es un anestésico intravenoso alquifendlico. Se desarroll6 en Reino Unido en
la década de 1970 y pronto comenzd a utilizarse como hipnético en todo el mundo. El
propofol esta formulado en una emulsion lipidica debido a la alta liposolubilidad de los
alquifenoles y su baja solubilidad en agua. Todas las presentaciones comerciales que
existen presentan un color blanco y aspecto ligeramente viscoso, tiene un pH de 7 y no
es sensible a la luz. El propofol es estable a temperatura ambiente, pero se recomienda
mantenerlo a temperaturas por debajo de 22°C y por encima de 4°C (Sams y col. 2008,
Miller 2015). La emulsion comercializada en veterinaria contiene 100mg/ml de aceite
de soja, 22,5mg/ml de glicerol y 12mg/ml de lecitina de huevo purificada, ademas de
EDTA como agente bacteriostatico (Sams y col. 2008, Plumb 2011).

La farmacocinética explora los mecanismos del organismo para metabolizar y
excretar un farmaco, asi como la absorcion y distribucion en los tejidos. Tras la
administracion intravenosa de un bolo de propofol, éste atraviesa rapidamente la BHE,
presentando accion hipnética a los 30-60 segundos de la administracion (Plumb 2011,
Sahinovic y col. 2018). EI propofol es metabolizado principalmente por el higado
mediante glucorono-conjugacion en tres metabolitos inactivos. Su aclaramiento
(volumen de plasma libre del farmaco por unidad de tiempo) es de 50ml/kg/min,
superando significativamente el volumen de sangre por minuto que llega al higado. Por
lo tanto, existen otras vias metabdlicas extrahepaticas para eliminar el farmaco de la
sangre, como son la via renal. El rifidén es responsable de aproximadamente el 30% del
aclaramiento del propofol. Ademas, el intestino delgado es también metabdlicamente
activo en la degradacion del propofol, representando un 24% del ratio de extraccion por
vias extrahepaticas (Sahinovic y col. 2018). EIl 88% del propofol es eliminado en orina
durante los 5 dias siguientes a su inyeccion. Menos del 0,3% es eliminado sin

metabolizar. La via de eliminacién pulmonar, aunque no retira de la sangre una cantidad
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significativa de propofol, también esta presente en su farmacocinética (Sahinovic y col.
2018).

La distribucion de un farmaco en el organismo va a depender de su grado de
unioén a proteinas y del flujo de sangre a los tejidos entre otros factores. El propofol
presenta una alta tasa de union a proteinas (95-99%) por lo que en pacientes
hipoalbuminémicos, la fraccion libre o activa del farmaco sera mucho mayor,
aumentando los posibles efectos adversos del mismo (Sahinovic y col. 2018). La vida
media de distribucion del propofol es de 1-8 minutos, lo que significa que el 50% del
farmaco se va a distribuir por los tejidos en ese tiempo. La vida media de eliminacion es
de 1,4 horas. El propofol provoca hipotension, bradicardia y es inotropo negativo, por lo
que disminuye en cierto modo el aporte de sangre al higado y al rifion. Una
sobredosificacién con propofol no solo va a provocar efectos adversos mayores en los
primeros 8 minutos, sino que, al disminuir su metabolismo y excrecion, su efecto
hipnotico puede perdurar varias horas. Del mismo modo, todo aquello que provogue un
aumento del gasto cardiaco y del aporte de sangre al higado, va a provocar una
disminucion maés répida de la concentracion de farmaco libre en sangre (Plumb 2011,
Miller 2015).

La farmacodinamia explica los efectos que produce un determinado principio
activo en el organismo. El propofol es un agonista del neurotransmisor inhibitorio acido
gamma aminobutirico (GABA). A nivel del SNC, el propofol se une a la subunidad 3
del receptor postsinaptico del GABA provocando la entrada masiva de CI™ al interior de
la célula. De esta manera aumenta la carga negativa en la cara citosolica de la
membrana postsinaptica y se produce la hiperpolarizacion y consecuente inhibicion de
la despolarizacion neuronal (Miller 2015). Los receptores gabaérgicos se encuentran
distribuidos de forma difusa por todo el SNC. Cuando el efecto del propofol ocurre en
neuronas de la formacidn reticular del tronco del encéfalo y del talamo, desencadena
efectos hipndticos. En la formacion reticular se encuentra el sistema activador reticular
ascendente (SARA), responsable de la activacion de centros superiores de la corteza y
del estado vigilia/suefio. El tdlamo, por su parte, desempefia un papel fundamental en el
procesado de la informacion. Aungue no se conoce con exactitud el mecanismo por el
que el propofol genera efectos hipndticos, ésta es la teoria mas aceptada globalmente
(Sahinovic y col. 2018). A dosis subanestésicas, el propofol provoca sedacion y

ansiolisis. Ademas, el propofol disminuye el ratio metabolico cerebral, disminuye el
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flujo de sangre cerebral y la presion intracraneal, por lo que se usa ampliamente en un
tratamiento  neuroprotector multimodal. EI propofol presenta efectos tanto
anticonvulsivos como proconvulsivos. El efecto anticonvulsivo se produce por su
accion sinergica con el GABA, la inhibicion de receptores NMDA y la modulacién de
los receptores del Ca*. Sin embargo, el efecto de antagonismo sobre la glicina puede
provocar crisis epileptiformes como mioclonias, tremores o incluso crisis tdnico-
clénicas generalizadas en el periodo de induccién o recuperacion anestésica (Miller
2015).

En medicina humana se ha demostrado que puede provocar amnesia dosis-
dependiente, efecto antiemético y existe controversia acerca del efecto analgésico del
propofol. El estudio de revision de Sahinovic y col. (2018) incluye estudios a favor y en
contra de este efecto analgésico. Nadeson y Goodchild (1997) llevaron a cabo un
estudio en ratas a las que se les inocula propofol intraperitoneal, empleando test de
conduccion eléctrica como estimulos dolorosos. Concluyen que el propofol actla a
nivel de los receptores GABA de los segmentos caudales de la médula espinal,
disminuyendo la excitabilidad neuronal y la transmisién de impulsos dolorosos al
encéfalo. Por otro lado, Peng y col. (2016) llevan a cabo un meta-analisis en 4520
pacientes comparando el efecto analgésico del propofol con anestésicos inhalatorios sin

encontrar diferencias significativas en el dolor postoperatorio.

A nivel cardiovascular, en medicina humana, el principal efecto del propofol es
una reduccion de la presion arterial y del gasto cardiaco, mediado por un descenso del
tono simpatico y de la resistencia vascular (Miller 2015). En medicina veterinaria los
efectos cardiovasculares son parecidos. Cattai y col. (2018) llevan a cabo un estudio en
8 perros para cuantificar los cambios hemodinamicos que provoca el propofol durante la
induccion anestésica. En los pacientes estudiados, observan un descenso de las
presiones arteriales tras el bolo de propofol, inoculado en 30 segundos. Esta hipotension
transitoria puede deberse a varios factores. Por un lado, el propofol provoca una
reduccion de la resistencia vascular sistémica, venodilatacion y disminucion de la
precarga. Ademas, provoca efecto inotropo negativo disminuyendo tambien la
postcarga, reduciendo asi el gasto cardiaco. El propofol provoca una depresion del
sistema nervioso simpatico a nivel del SNC (Bustamante y col. 2018). Cattai y col.
(2018) observan que el gasto cardiaco se mantiene a pesar de la hipotension generada,

por lo que existe una respuesta cronotropa compensatoria efectiva en el perro. La
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hipotension es un efecto dosis-dependiente, y aunque puede ocurrir incluso a dosis
sedantes, el efecto es mas evidente en pacientes geriatricos o con patologias graves
(Plumb 2011). Bustamante y col. (2018) llevan a cabo un estudio en perros sometidos a
cirugia de cadera. Comparan el efecto del mantenimiento anestésico con isofluorano o
anestesia total intravenosa (TIVA) con propofol en las presiones arteriales y en la
ventilacion. Concluyen que la TIVA de propofol presentd presiones arteriales medias
(PAM) superiores al grupo de perros mantenidos con anestesia inhalatoria. EIl grupo de
la TIVA presentd, sin embargo, mayores complicaciones asociadas a hipoventilacion y
requirieron ventilacion mecanica en mayor medida. En medicina humana, a dosis por
encima del rango de accidon, el propofol puede tener efecto inotropo negativo al
disminuir la recaptaciéon de Ca™ en el reticulo sarcoplasmico (Miller 2015). En
medicina veterinaria, ese efecto inotropo negativo presenta una repuesta cronotropa
positiva compensatoria. No obstante, el efecto inotropo negativo puede exacerbarse con
el uso de opiaceos en la premedicacion o con sobredosificacion en pacientes en estado
de shock (Cattai y col. 2018).

A nivel del sistema respiratorio, el propofol reduce la sensibilidad de los
qguemorreceptores al CO, y al O,, provocando hipoventilacién dosis-dependiente
(Bustamante y col. 2018). La depresion respiratoria y la apnea son los efectos adversos
mas frecuentes derivados del uso de propofol (Sams y col. 2008). En sobredosificacion
o inoculacion muy répida se puede producir apnea. A nivel de vias respiratorias altas
provoca relajacion de la musculatura y supresion de reflejos respiratorios (Miller 2015).

Entre los usos mas frecuentes del propofol en la préctica clinica estan el empleo
como agente inductor en anestesia, previo a la intubacién endotraqueal. Ademas, es
utilizado con frecuencia como anestésico en procedimientos diagnosticos (radiografias,
ecografias, endoscopias) y tratamiento basico de heridas. En la unidad de cuidados
intensivos puede ser empleado como sedante en infusion continua o como
anticonvulsivo en el tratamiento del status epilepticus. Es un farmaco seguro en
pacientes con enfermedad renal, hepatica y en cardiopatias leves. Sin embargo, el
propofol aumenta la sensibilidad del sistema cardiorrespiratorio a los efectos adversos
hipotensores y de hipoventilacion en situacion de estrés sistémico, por lo que en
pacientes en estado de shock es necesario ajustar y monitorizar la dosis de propofol para
evitar la sobreexpresion de efectos secundarios. Se debe emplear también con mucha

cautela en pacientes hipoalbuminémicos dada su elevada tasa de union a proteinas
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(95%-99%). En un paciente hipoproteinémico, la fraccion libre de farmaco sera mayor,
por lo que hay que ajustar la dosis para evitar los efectos secundarios. Su uso esta
contraindicado en pacientes con hipersensibilidad al propofol o a cualquiera de sus

componentes (Plumb 2011).

3.3.2 Isofluorano

El isofluorano es un agente anestésico inhalatorio. Es un compuesto organico
halogenado y no inflamable. En la década de 1960, Eger y col. definen por primera vez
la concentracion alveolar minima (CAM) como la concentracion atmosférica del
anestésico inhalatorio necesaria para prevenir el movimiento de un paciente ante un
estimulo doloroso en el 50% de los casos. A raiz de este estudio, la anestesia inhalatoria
evoluciono hasta lo que hoy conocemos, manteniendo en esencia la definicion de CAM
(Miller 2015). La presentacion comercial del isofluorano es un liquido transparente, de
olor fuerte y estable a temperatura ambiente. Debe ser conservado en recipientes con
paredes pigmentadas para preservarlo de la luz directa, aunque es relativamente
resistente a la exposicion luminica. Para su uso, es necesaria la utilizacion de un
vaporizador de isofluorano para transformarlo del estado liquido al gaseoso (su punto de
ebullicién oscila de los 50-59°C) y poder ser utilizado por la maquina anestésica (Plumb
2011).

El isofluorano es rapidamente absorbido por el alveolo. La cantidad de farmaco
libre en sangre con efecto anestésico va a depender del coeficiente de particion
sangre/gas (1,4 en el caso del isofluorano). Este coeficiente mide la cantidad de farmaco
disuelto en sangre y determina la velocidad a la que ocurren los cambios en el plano
anestésico. A mayor coeficiente, mayor serd la solubilidad y mas lentos seran los
cambios (Miller 2015). Ademéas de la solubilidad del isofluorano, la cantidad de
farmaco que pasa a sangre va a depender de la capacidad ventilatoria del alveolo, que a
su vez se relaciona con la frecuencia y profundidad de las ventilaciones. Una adecuada
perfusién pulmonar va a ser esencial para la correcta difusion del isofluorano del
alveolo a la sangre. Por otro lado, el efecto anestésico del isofluorano va a depender de

su solubilidad en los tejidos, la perfusion de esos tejidos y el gradiente de concentracion
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entre la sangre y el tejido (Dugdale 2010). La gran mayoria del isofluorano va a ser
eliminada por los pulmones, solo el 0,17% presenta metabolismo hepético (Plumb
2011).

Todos los agentes anestésicos volatiles van a causar depresion cardiovascular
dosis-dependiente, reduciendo la presion arterial y el gasto cardiaco (Bustamante y col.
2018). El isofluorano causa ligero efecto inotropo negativo, vasodilatacion periférica y
es simpaticolitico, disminuyendo considerablemente el tono vascular. Este agente actua
como bloqueante de los canales de Ca™ tanto a nivel de la musculatura estriada
cardiaca, como vascular y musculatura apendicular. Por lo tanto, provoca vasodilatacion
y depresion cardiaca limitando la capacidad contractil de la musculatura. De forma
refleja puede aparecer una ligera taquicardia compensatoria a la hipotensién (Dugdale
2010). A pesar del efecto cardiovascular del isofluorano, en medicina humana se
describe un efecto cardioprotector de los anestésicos volatiles en general y del
isofluorano en particular. Este efecto cardiovascular presenta vias metabdlicas muy
similares al efecto de precondicionamiento celular. Este efecto consiste en someter a
periodos cortos de isquemia-reperfusion a un determinado tejido del organismo, con el
objetivo de protegerlo frente a una isquemia prolongada posterior. El
precondicionamiento celular es utilizado principalmente en cirugias cardiacas y renales
con resultados todavia en debate. El isofluorano, mediante vias metabdlicas semejantes,
provoca la reduccion del Ca*? mitocondrial y citosélico, protegiendo a las células
cardiacas de la sobrecarga de Ca*? durante un proceso isquémico de cualquier fndole
(LaMonaca y Fodale 2012).

A nivel respiratorio, el isofluorano puede causar ligera hipoventilacion, y en
consecuencia, acidosis si no se contrarresta con ventilacion mecénica (Dugdale 2010).
A nivel cerebral, provoca la reduccion del ratio metabdlico encefalico. Al reducir la
demanda de energia, en condiciones normales el encéfalo responde reduciendo el flujo
de sangre, pero en la anestesia con isofluorano ese mecanismo compensatorio esta
abolido. De esta manera, aunque el ratio metabdlico disminuya, la vasodilatacién
periférica generada por dicho agente va a provocar un mayor flujo de sangre cerebral y
el aumento de la PIC (Miller 2015).

Bustamante y col. (2018) comparan los efectos clinicos del mantenimiento
anestésico con isofluorano o TIVA de propofol. Para su estudio emplean perros
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sometidos a cirugia ortopédica de extremidades posteriores. En el protocolo anestésico
emplean dexmedetomidina y metadona como premedicacion, propofol como inductor y
anestesia epidural (bupivacaina y morfina). Para el mantenimiento anestésico emplean
dos protocolos, un grupo de pacientes se mantuvo con isofluorano y el otro con TIVA
de propofol. Los autores concluyen que la TIVA de propofol mantuvo mejor la PAM
durante toda la anestesia. No obstante, fue necesario el empleo de ventilacion mecénica
por la mayor depresion respiratoria generada por el propofol.

El isofluorano debe ser empleado con cautela en pacientes con posible aumento
de la PIC (dado que el isofluorano aumenta el flujo sanguineo cerebral) y pacientes con
miastenia gravis (debido a la relajacion muscular que induce). Su uso estd
contraindicado en pacientes con antecedentes de hipertermia maligna, un defecto
genético en la regulacion del Ca* a nivel de las células musculares que provoca un
metabolismo exacerbado. Los anestésicos volatiles como el isofluorano, desfluorano o
halotano son farmacos que desencadenan esta enfermedad durante la anestesia. Estos
agentes anestésicos van a provocar la salida masiva de Ca*? del reticulo sarcoplasmico y
la entrada de Ca™ a las células musculares. El exceso de Ca™ va a provocar la
contraccion de la musculatura esquelética y la activacion de la glucogenolisis,
aumentando el metabolismo celular. En consecuencia, aumenta la produccion de calor,
lactato y CO, (Rosenberg y col. 2003).

3.3.3 Influencia de los anestésicos en el metabolismo energético cerebral

La mitocondria es el principal organulo implicado en el metabolismo celular. La
mitocondria produce la energia suficiente para el funcionamiento celular y la
homeostasis mediante fosforilacion oxidativa, una reaccion metabolica llevada a cabo
en la membrana interna mitocondrial (Muravchick y Levy 2006). Esta ruta metabolica
genera un ineludible estrés oxidativo en todas las células, en especial aquellas con gran
cantidad de mitocondrias como las neuronas y astrocitos. La fosforilacion oxidativa va a
generar la creacion de RL por la interaccién entre los electrones libres y el O,. Los RL
formados, como los perdxidos, superoxidos y radicales hidroxilo, pueden dafar o

destruir las membranas celulares, los complejos enzimaticos mitocondriales y en
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general toda la citoarquitectura. Al alterarse la fluidez de las membranas, se vera

afectada su correcta funcionalidad (Muravchick y Levy 2006).

Diferentes estudios (Plumb 2011, Miller 2015, Bustamante y col. 2018) han
demostrado que los agentes anestésicos pueden disminuir la demanda energética del
encéfalo al reducir el metabolismo de carbohidratos y el consumo de O,. El propofol
disminuye el consumo de O; y la produccion de ATP en los terminales sinapticos y
reduce el transporte de electrones en las mitocondrias de las células cardiacas. Inhibe el
complejo 1 de la cadena de transporte de electrones mitocondrial y la ATP-asa. Los
anestésicos inhalatorios presentan los mismos efectos depresores sobre la respiracion
mitocondrial inhibiendo el complejo 1 (Muravchick y Levy 2006). Ademas, los
pacientes con defectos mitocondriales hereditarios o adquiridos presentan una mayor
sensibilidad a los agentes anestésicos, especialmente inhalatorios, como consecuencia

de un déficit bioenergético preexistente en la mitocondria (Kayser y col. 2004).

En el encéfalo, las neuronas presentan mecanismos de proteccion frente a los
RL. Algunos de estos mecanismos de proteccion son la activacion de una mayor
velocidad de reparacion del ADN mitocondrial, el aumento en la produccion de
proteinas inhibidoras de la apoptosis, la mayor generacion de factores neurotréficos y la
movilizacion de células madre para reponer las neuronas dafiadas. Sin embargo, cuando
el dafio oxidativo es muy grande (traumatismo craneoencefalico) o muy cronico
(Parkinson, Alzheimer), esta capacidad de compensacién se ve superada y aparecen las
secuelas neuroldgicas (Muravchick y Levy 2006). En el estudio llevado a cabo por Wei
y col. (2005) exponen que las alteraciones genéticas que predisponen a padecer
Alzheimer también hacen mas sensibles a las neuronas a la excitotoxicidad generada por
los anestésicos inhalatorios y también mas sensibles a la apoptosis. El isofluorano
provoca citotoxicidad en neuronas corticales generando la salida masiva de Ca*? del
reticulo endoplasmico hacia el citoplasma, desencadenando en la apoptosis de las

neuronas mas dafiadas (Wei y col. 2005).

Nicholatos y col. (2019) realizan un interesante estudio sobre el metabolismo
celular y el desacople mitocondrial (DM) en perros. Utilizan fibroblastos para estudiar
las propiedades mitocondriales en dos grupos de perros bien diferenciados, perros de
razas grandes y esperanza de vida media de 7 afios, y perros de razas pequefias y
esperanza de vida media de 16 afios. Nicholatos y col. (2019) muestran en su estudio

77



78

Revisidn bibliografica

que las células de los perros de vida media larga presentan mayor DM, menor pérdida
de electrones de la cadena de respiracion mitocondrial y, por lo tanto, mejor capacidad
respiratoria y menor produccién de RL.

La cadena de transporte de electrones de la membrana interna mitocondrial
consume O, para generar un potencial electroquimico usado por la ATP-sintetasa para
generar energia en forma de ATP (Demine y col. 2019). Demine y col. (2019) llevan a
cabo un estudio de revision sobre los complejos mecanismos citoldgicos del DM.
Cuando la mitocondria no usa todo el potencial electroquimico para generar ATP y lo
destina a otras funciones (como generar calor) se produce el DM. Este mecanismo es
desencadenado por desacopladores mitocondriales como las proteinas de desacople
(UCPs por sus siglas en inglés Uncoupling Proteins). Las UCPs son reguladas a su vez
por desacopladores naturales o sintéticos. Las UCPs son una familia de proteinas que
van a regular el intercambio de protones y electrones a través de la membrana interna
mitocondrial, promoviendo el DM. Entre los desacopladores naturales (endégenos) mas
abundantes encontramos los acidos grasos libres. Estos van a estimular, por un lado, la
respiracion mitocondrial, y por otro, se piensa que pueden actuar como cofactor de las
UCPs. Entre los desacopladores sintéticos, encontramos farmacos anestésicos como

isofluorano, sevofluorano y halotano (Demine y col. 2019).

El DM puede entenderse como un mecanismo de proteccion de la mitocondria
frente a una elevada produccién de RL, asociado a una alta presencia de O, 0 un alto
estrés oxidativo. No obstante, la reduccion en la tasa de metabolismo oxidativo y, en
consecuencia, la menor produccion de ATP, debe ser compensada por la célula para
poder seguir produciendo energia sin generar RL (Demine y col. 2019). Si no se activan
los mecanismos compensatorios fisiologicos, o el DM es demasiado elevado como
consecuencia de la sobreexposicion a desacopladores sintéticos (fa&rmacos), el DM
puede promover la propia apoptosis. Demine y col. (2019) recogen una serie de estudios
que relacionan alteraciones genéticas en la produccion de UCPs con el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Diaz-Maroto Cicuéndez y col.
(2017) ponen de manifiesto la importancia del DM en enfermedades como la embolia
cerebral en personas. Los pacientes que mostraban polimorfismo para el gen codificador
de la UCP-2 (es decir, presentaban una mayor expresion de esta proteina en la
membrana interna mitocondrial) presentaron mayor tasa de supervivencia a los 3 meses

de la trombolisis. Esta mayor tasa de supervivencia la asocian al efecto neuroprotector
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del DM al reducir la formacién de RL en situaciones de estrés mitocondrial, como la

hipoxia o la falta de nutrientes.

La exposicion de las neuronas al efecto anestésico del isofluorano en personas
ancianas ha sido propuesta como el principal desencadenante de la disfuncién cognitiva
post-operatoria (Li y col 2019). Zhang y col. (2010) llevan a cabo un estudio sobre el
efecto del isofluorano en la induccion apoptotica mediada por el dafio mitocondrial.
Elaboran un estudio in-vivo e in-vitro en células de neuroglioma humanas y en neuronas
de ratones de laboratorio a las que exponen a isofluorano al 2% durante 6 horas. La
apoptosis es un complejo mecanismo celular que puede ser desencadenado por vias
intrinsecas o extrinsecas. La via intrinseca mitocondrial incluye el factor anti-apoptotico
Bcl-2 y el factor pro-apoptético Bax. La via extrinseca incluye enzimas proteoliticas
denominadas caspasas. Los autores encuentran en los dos tipos celulares estudiados que
el isofluorano, al dafiar la mitocondria, aumenta los niveles del factor Bax y disminuye
los niveles del factor Bcl-2. El isofluorano provoca la liberacién masiva de Ca*? del
reticulo endopladsmico hacia el citosol. La mitocondria, mediante transportadores
especificos de membrana, va a captar el Ca*?. La sobrecarga de Ca*? en el interior de la
mitocondria colapsa el potencial de membrana mitocondrial, afectando a la cadena de
transporte de electrones y aumentando la formacion de RL. En este punto, la
mitocondria dafiada comienza a liberar citocromo-C como parte de la via intrinseca de
la apoptosis, que va a activar la cascada de caspasas induciendo la prote6lisis
mitocondrial y la apoptosis de la célula (Zhang y col. 2010). Los autores demuestran
que las células tratadas con isofluorano presentan mayores niveles de citocromo-C en el
citosol que las células del grupo control tratadas s6lo con O,. Concluyen que la
exposicion durante 6 horas al isofluorano inicia una cascada de reacciones pro-

apoptéticas que incluye todas las vias mencionadas.

Li y col. (2019) realizan un estudio comparativo en ratas expuestas a isofluorano
o isofluorano y lidocaina para evaluar el efecto neuroprotector del anestésico local en la
disfuncion cognitiva generada por el isofluorano. Todas las ratas son evaluadas
mediante un test cognitivo a los 5 y 12 dias tras la anestesia. El grupo anestesiado con
isofluorano y lidocaina obtuvo mejores resultados en el test, cometiendo menos errores
y hallando la solucién en menos tiempo que el grupo anestesiado exclusivamente con
isofluorano. Li y col. (2019) localizan alteraciones estructurales en las mitocondrias y

vacuolizacion citoplasmatica en neuronas hipocampales de las ratas cognitivamente mas
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afectadas, reforzando los estudios de toxicidad mitocondrial del isofluorano. Por otro
lado, detectan menor déficit cognitivo en las ratas tratadas adicionalmente con
lidocaina. La lidocaina presenta efecto neuroprotector al reducir la liberacion de
excitotoxinas isquémicas. La lidocaina reduce el dafio estructural de la mitocondria
mediado por el isofluorano, estabiliza el potencial de membrana y la cadena de

transporte de electrones e inhibe las vias apoptéticas mitocondriales (Li y col. 2019).

Berndt y col. (2018) investigan el efecto de la administracion de propofol en el
metabolismo neuronal. Para ello utilizan cortes histoldgicos de hipocampo de 44 ratones
de laboratorio que someten a preparaciones con propofol. En cada corte miden la
presion parcial de O,, estimulos electroencefalograficos y técnicas de imagen por
fluorescencia. Concluyen que el propofol a dosis altas tiene un impacto directo sobre el
metabolismo neuronal a dos niveles. Por un lado, el propofol disminuye la necesidad
energética celular afectando a la sinapsis y a la cadena de transporte de electrones
inhibiendo el complejo 1. Por otro lado, disminuye la disponibilidad del ATP
inhibiendo el complejo 2 de la cadena respiratoria mitocondrial (Berndt y col. 2018).
Ademas, el propofol provoca una incompleta oxidacion de los &cidos grasos a nivel
mitocondrial. Esto conlleva su acimulo en el citoplasma y alteraciones en el transporte
de Ca*, blogueando la transmision de impulsos nerviosos, pudiendo generar arritmias

cardiacas cuando se afectan las células miocéardicas (LaMonaca y Fodale 2012).

Cuando el propofol es empleado en infusion continua, el efecto que ejerce sobre
el metabolismo mitocondrial puede ser la causa del llamado sindrome de infusion de
propofol (SIP), descrito principalmente en medicina humana. ElI SIP es una
complicacion muy grave y poco frecuente que produce acidosis metabdlica,
rabdomiolisis, arritmias (bradiarritmias, fibrilacion atrial, taquicardia ventricular o
supraventricular, bloqueo de rama, asistolia), fallo renal, mioglobinuria, hiperkalemia,
hepatomegalia, lipemia, y la muerte (LaMonaca y Fodale 2012, Mallard y col. 2018).
Recientemente, Mallard y col. (2018) describen el primer caso documentado de SIP en
un perro. En su estudio de casos atienden a un chihuahua hembra castrada de 8 afios,
referida por taquipnea, letargia, hiporexia y fiebre. En el protocolo diagndstico detectan
bronconeumonia en Iébulo caudal derecho. Dada la gravedad del paciente, debe ser
mantenido con ventilacion mecanica para asegurar una buena oxigenacién de los
tejidos, por lo que es sedada con propofol en infusion continua. 24 horas después de la

sedacion con propofol, comienza a desarrollar hipotension, ritmo idioventricular
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acelerado, hipoglucemia, pigmenturia, acidemia y metahemoglobinemia. Asi mismo,
presenta también un aumento exponencial de la CK muscular y de transaminasas
hepaticas. Aunque no pueden concluir que se trate realmente de un SIP, el curso clinico
del paciente se asemeja mucho al sindrome descrito en medicina humana (Mallard y col.
2018).

81



82

Revisidn bibliografica

3.4 NUTRACEUTICOS

Actualmente no existe una definicion clara del término nutracéutico (NC) ni una
regulaciéon legal mundial de los productos que pueden ser comercializados con ese
nombre. Stephen DeFelice, en 1989, definio los NCs como un alimento, o parte de un
alimento, beneficioso para la salud, con efectos médicos en el tratamiento o prevencion
de una enfermedad (Daliu y col. 2018). Hoy en dia, la falta de una definicion clara al
respecto crea confusion entre NC, suplementos nutricionales, hierbas medicinales,
pre/probidticos y alimentos funcionales. Daliu y col. (2018) recogen en su estudio de
revision una posible definicion de NC mas cercana a la situacion actual. Un NC es toda
aquella sustancia constituida por un fitocomplejo (en el caso de que tenga origen
vegetal) o grupo de metabolitos secundarios (en el caso de que tenga origen animal)
elaborados de forma concentrada. En ambos casos, el NC debe poder ser administrado
de manera sencilla y préactica, y debe presentar un efecto beneficioso para la salud

respaldado por estudios clinicos.

Aronson (2017) recoge en su estudio las definiciones en varias regiones del
mundo acerca de las diferentes clases de productos nutricionales disponibles. En Reino
Unido, los NC son definidos como un tipo de alimento, aditivo o suplemento dietético
que tiene efectos fisiologicos beneficiosos pero no son esenciales en la dieta. También
son llamados como alimentos funcionales. En Estados Unidos elaboran una definicion
mas amplia; un NC es un suplemento dietético, alimento o alimento medicalizado que
por un lado, presenta beneficios previniendo o reduciendo el riesgo de padecimiento o
empeoramiento de una enfermedad. Por otro lado, un NC debe ser ademas seguro para
el consumo humano en la cantidad y frecuencia necesarias para alcanzar sus efectos
beneficiosos. La Asociacion Europea de Nutracéuticos los define como productos con
efectos relevantes para la salud, no son ni sustancias sintéticas ni compuestos quimicos
y contienen nutrientes de forma concentrada. Los suplementos dietéticos o nutricionales
son definidos como compuestos individuales usados en la terapia (lactasas en
intolerantes a la lactosa) o prevencion (glucosa en enfermedades de acumulo de

glucdgeno) de determinadas enfermedades (Aronson 2017).

Las hierbas medicinales son definidas en Reino Unido como toda aquella planta

cuyo tronco no es de madera, es mas 0 menos suave, suculento, muere tras la



Revision bibliogréafica

floracion y alguna de sus partes presenta un uso medico. En la Unién Europea, los
productos realizados con hierbas medicinales son aquellos productos medicinales
compuestos exclusivamente de fragmentos de plantas, hongos, algas o liquenes frescos

0 desecados (Aronson 2017).

Los probidticos son definidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
organismos Vvivos que, al ser administrados en cantidades suficientes, confieren un
efecto beneficioso para la salud del hospedador. Los probioticos pueden ser bacterias o
levaduras similares a las presentes de forma natural en el intestino. Los prebidticos son,
por el contrario, un ingrediente alimenticio no digestible que estimula el crecimiento y/o
la actividad de una o varias bacterias ya presentes en el intestino de forma natural
(Lannitti y Palmieri 2010).

Dada la gran variabilidad de definiciones y legislaciones existentes en relacion a
los NCs o derivados, en esta tesis vamos a tomar como referencia la definicion
propuesta por Daliu y col. (2018). Un NC es “aquella sustancia constituida por un
fitocomplejo o grupo de metabolitos secundarios elaborados de forma concentrada, son
administrados de manera sencilla y préactica, y presentan un efecto beneficioso para la

salud respaldado por estudios clinicos recientes”.

El uso de NCs en medicina humana se encuentra en auge en los Gltimos afios.
Prueba de ello son los numerosos articulos publicados recientemente acerca de las
ventajas de determinados NCs en el tratamiento o prevencion de patologias, siempre de
forma coadyuvante a un tratamiento médico convencional. Gao y col. (2020) llevan a
cabo una revision sobre diferentes NCs utilizados en enfermedades gastrointestinales en
personas. En el sindrome del intestino irritable se utiliza como NC a la levadura
Saccharomyces cerevisiae, principalmente por sus efectos, demostrados cientificamente,
en la mejora del dolor abdominal e inflamacion. Esta levadura mejora la sintomatologia
de dicho sindrome produciendo enzimas de degradacion de los quelatos, produciendo
acidos grasos de cadena corta y mejorando la inmunidad gastrointestinal al destruir
toxinas patoldgicas (Gao y col. 2020). Faheem y col. (2020) llevan a cabo un estudio en
ratas para probar la eficacia de un NC a base de arandanos en la prevencion de fibrosis
hepética. La esteatosis hepatica no-alcohdlica es una enfermedad humana causada por el
aumento patoldgico de los triglicéridos en el hepatocito. Cuando el higado no puede
hacer frente a la ingente cantidad de triglicéridos se produce fibrosis hepatica, la cual
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puede evolucionar a cirrosis y finalmente a carcinoma hepatocelular. Para su estudio,
Faheem y col. (2020) emplean ratas sobrealimentadas con dieta grasa. Concluyen que el
empleo de NCs a base de ardndanos reduce la inflamacion hepética y el estrés oxidativo
en base a la reduccion de IL-6 y FNT-a. Este NC disminuye también la esteatosis y

mejora la sensibilidad a la insulina, optimizando el metabolismo celular.

En medicina veterinaria, el envejecimiento cerebral y el SDCC son éareas en
donde los NCs han tomado mucha relevancia en los ultimos afios (Milgram y col. 2005,
Pugliese y col. 2005, Head 2011, Landsberg y col. 2012). El tratamiento del SDCC se
aborda desde tres ambitos diferentes: desde el enriquecimiento ambiental y estimulo
mental, desde el uso de farmacos y desde la terapia nutricional con dietas ricas en
antioxidantes, acidos grasos esenciales y NCs (Landsberg y col. 2012). Existen diversos
NCs comerciales especificamente disefiados para animales como el Senilife® (Ceva
Animal Health), Novifit® (Virbac), Neutricks® o Aktivait®. ElI Aktivait® es un NC
comercializado por Vet Plus Ltd, Lytham St. Annes, UK, cuyo empleo como adyuvante
de la terapia del SDCC ha sido probado con éxito en diferentes ensayos clinicos (Heath
y col. 2007, Landsberg y col. 2012). Heath y col. (2007) prueban el producto en 20
perros con signos de SDCC. Llevan a cabo el tratamiento durante 56 dias, durante los
cuales, el estado cognitivo de los pacientes es evaluado mediante encuestas. Los autores
encuentran diferencias significativas en las puntuaciones de las encuestas en los items
de orientacion y conducta de miccion y defecacion en casa a los dias 21, 28 y 42 del
tratamiento.

El Aktivait® es un NC compuesto por antioxidantes, vitaminas C y E, selenio,
quelantes de RL (N-acetil cisteina (NAC)), acido a-lipoico, acido docosahexanoico
(DHA), acido ecoisapentanoico (EPA), L-carnitina, coenzima Q10, y fosfatidilserina.
La NAC es un precursor del glutation. El glutation es un tripéptido tidlico responsable
del mantenimiento del estado de Oxido-reduccion celular y de captar y eliminar RL. Por
lo tanto, el glutation juega un papel fundamental en la proteccion de las membranas
celulares y neuronales frente al dafio generado por los RL (Pocernich y col. 2000). La
deficiencia de glutation se ha relacionado con diferentes enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrofica. Pocernich y
col. (2000) llevan a cabo un estudio en ratones para valorar el efecto antioxidante del
glutation y NAC, demostrando el efecto protector de estas sustancias en enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer.
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El estudio de Canter y col. (2007) pone de manifiesto la discrepancia existente
en la comunidad cientifica acerca del empleo de NCs y su efectividad. En su estudio,
evallan el efecto antioxidante de las vitaminas A, C, E y el selenio en el tratamiento de
la osteoartritis en personas. La vitamina E es el antioxidante liposoluble mas abundante
en los tejidos. Por el contrario, la vitamina C es hidrosoluble y también presenta accion
antioxidante, protegiendo la célula del envejecimiento (Dowling y Head 2012). Los
autores describen una ligera mejoria en el dolor sin encontrar significancia estadistica.
Sin embargo, no encuentran resultados positivos en el uso de vitamina C ni el conjunto
de las dos vitaminas y el selenio. El selenio no es un antioxidante en si mismo, pero es
un componente esencial de la enzima antioxidante glutation-peroxidasa (Canter y col.
2007). Dowling y Head (2012) recogen en su estudio el uso de vitaminas como
antioxidantes en combinacion con una dieta adecuada, observando mejoras en la

memoria de mujeres con Alzheimer.

El &cido a-lipoico es un &cido graso con poder antioxidante. Sus metabolitos
actian como quelantes de RL, entre ellos los radicales hidroxilo y peroxido. Ademas,
junto a la vitamina C y glutation, interviene en la reaccion de reciclaje de la vitamina E
oxidada y es un quelante del hierro y del cobre. El acido a-lipoico ha sido empleado
con buenos resultados en modelos animales de lesién por isquemia-reperfusion y

enfermedades neurodegenerativas (Packer y col. 1995).

El DHA es un éacido graso poliinsaturado (PUFA) de cadena larga perteneciente
a la familia de &cidos grasos omega-3. No forma parte de los &cidos grasos esenciales
porque una pequefa parte puede ser sintetizada en el organismo a partir del acido alfa-
linoleico. Sin embargo, los niveles plasmaticos y tisulares de DHA van a depender
principalmente de la ingesta (Richard y Calder 2016). EI DHA forma parte de los
fosfolipidos de membrana de las neuronas y es el PUFA més abundante en el encéfalo,
especialmente en la sustancia gris, adquiriendo asi una vital importancia en el
mantenimiento estructural de las células del SNC (Dahms y col. 2016, Weiser y col.
2016). Ademas de su funcion estructural, el DHA participa en la neurotransmision y
mantenimiento de los receptores de membrana, plasticidad neurosinaptica,
neurogénesis, mielinizacién y neuroinflamacion (Weiser y col. 2016). En personas, el

DHA presenta un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de las funciones
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cognitivas y visuales. Aparece en grandes cantidades en el encéfalo y retina durante el
desarrollo embrionario y es aportado por la leche materna para asegurar su correcto
desarrollo (Richard y Calder 2016). El suplemento de la dieta con DHA, solo o en
combinacion con EPA, aporta beneficios en las funciones cognitivas en personas
ancianas. Ademas, se ha demostrado su efectividad para reducir la susceptibilidad del
corazon a las arritmias y estabilizar las placas de ateroesclerosis (Richard y Calder
2016). En medicina veterinaria también se han observado los efectos beneficiosos de la
suplementacion de la dieta con DHA. La mayor concentracion de DHA durante el
desarrollo perinatal mejora las capacidades visuales y cognitivas del cachorro. También
se han observado beneficios a nivel cardiovascular, musculoesquelético y renal (Dahms
y col. 2016). El estudio llevado a cabo por Dahms y col. (2016) evaltua las
concentraciones de DHA alcanzadas en plasma y encéfalo tras suplementacion durante
8 semanas 0 9 meses. Para ello utilizan Beagles a los que les dan dosis de DHA de hasta
2000mg/kg PV/dia. Dahms y col. (2016) no observan signos de toxicidad con las dosis
altas empleadas y concluyen que la dosis de 150mg/kg PV/dia es suficiente para

alcanzar los niveles de DHA en encéfalo en administraciones crénicas.

El EPA, al igual que el DHA, es un PUFA pero con una estructura molecular
diferente. EI EPA es adquirido con la dieta, aunque una cantidad minima puede ser
sintetizada desde el DHA. El EPA presenta importantes efectos beneficiosos
cardiovasculares, mejora la funcién endotelial y vascular, protege a las células del dafio
oxidativo, disminuye la concentracion de triglicéridos y actia como modulador de la
inflamacion, regulando el grado de activacién de los macréfagos. Ademas, se describe
efecto anti-hipertensivo, posiblemente asociado a la mejora en la funcion vascular. A
diferencia del DHA, el EPA es capaz de disminuir los niveles de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), mejorando la circulacion coronaria (Brinton y Mason 2017).

La fosfatidilserina (FS) es un fosfolipido de membrana muy comun en el
encéfalo que actua facilitando la transmision eléctrica a lo largo de los nervios (Heath y
col. 2007). La FS forma parte del componente estructural del reticulo endoplasmico, del
aparato de Golgi, de las membranas nucleares, de la membrana externa de la
mitocondria y de la mielina (Glade y Smith 2015). Con el envejecimiento, la FS
presente en las membranas neuronales va siendo sustituida por colesterol, disminuyendo
de este modo la viscosidad de la membrana y promoviendo la aparicién progresiva de

deéficits neuroldgicos. Las neuronas de personas ancianas presentan un 80% menos de
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FS que los nifios (Glade y Smith 2015). La suplementacion de FS en la dieta se ha
relacionado con mejoras en la memoria y en el comportamiento exploratorio en el perro
(Heath y col. 2007). En estudios llevados a cabo en ratas sanas geriatricas, alimentadas
con dietas suplementadas con FS, se observaron mejoras en las comunicaciones
interneuronales. Posiblemente, la suplementacion de la dieta permitié incorporar mayor
cantidad de FS a las membranas neuronales, mejorando asi la fluidez de la membrana,
facilitando las funciones enziméticas y la liberacion de neurotransmisores. Por
consiguiente, el empleo de FS evidencidé mejoras en los resultados de los test cognitivos

y de memoria a corto plazo (Glade y Smith 2015).

La carnitina es una amina cuaternaria presente en casi todas las especies
animales. Esté presente en forma de dos enantiomeros, L-carnitina y D-carnitina. La L-
carnitina juega un papel importante en el metabolismo lipidico en la célula, mientras
que la D-carnitina es fisiolégicamente inactiva y presenta efectos toxicos. La L-carnitina
transporta los acidos grasos de cadena larga desde el citosol hasta el interior de la
mitocondria para ser oxidados y producir energia. La L-carnitina puede ser asimilada
con los alimentos, especialmente carne, pescado o vegetales, pero también puede ser
sintetizada a nivel hepatico. Los déficits de L-carnitina se han relacionado con
miopatias o enfermedad cardiaca debido al incorrecto metabolismo de las células
musculares. La reduccion de la concentracion celular de L-carnitina con la edad se
asocia con un mayor metabolismo glucidico neuronal. Por lo tanto, el exceso de
produccion de RL va a generar un deterioro mas rapido de las funciones neuroldgicas
(Pekala y col. 2011). En medicina veterinaria existen pocos estudios sobre los efectos de
la L-carnitina en el perro. Séder y col. (2019) llevan a cabo un trabajo de investigacion
en 28 perros macho, de raza Labrador Retriever, de los cuales 12 presentaban un indice
de masa corporal normal (4-5/9) y 16 tenian sobrepeso (6-8/9). Todos los perros con
sobrepeso presentaron niveles plasmaticos de L-carnitina por debajo del rango
fisiolégico, en comparacion con el grupo de perros con indice corporal normal. Este
hecho hace sospechar de alguna deficiencia en el metabolismo lipidico como
justificacion del sobrepeso (Soder y col. 2019).

La coenzima Q-10 (coQ10) es una benzoquinona liposoluble endogena que
actla como transportador de electrones mitocondrial. Resulta imprescindible para la
produccién de ATP y constituye un potente antioxidante presente en todas las células

(Felker 2010, Sarmiento y col. 2016). Ademas, la coQ10 es un regulador génico que
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actia controlando la expresion de genes responsables del buen funcionamiento
mitocondrial y genes relacionados con la inflamacion (Martin y col. 2011). La coQ10
estd presente en todos los tejidos del cuerpo, pero es sintetizada principalmente en
tejidos con alta demanda de energia, como el corazén, los musculos o el encéfalo
(Sarmiento y col. 2016). La deficiencia de coQ10 se relaciona con alteraciones en la
funcion mitocondrial y con una mayor produccion de RL, lo que conlleva la
peroxidacion lipidica, su degradacion y la instauracion de procesos inflamatorios
(Martin y col. 2011). Actualmente existe controversia acerca del empleo de suplementos
de coQ10. Las estatinas, farmacos empleados en el control del colesterol, bloquean la
sintesis enddgena de coQ10, pudiendo empeorar el estado clinico de los pacientes
cardiopatas que tomen este farmaco. Sin embargo, otros estudios revelan lo contrario
(Felker 2010). Martin y col. (2011) llevan a cabo un estudio en Beagles para determinar
el efecto del tratamiento a largo plazo con atorvastatina en la funcion cognitiva. En sus
resultados se puede observar que los Beagle que tomaron atorvastatina tuvieron niveles
mas bajos de coQ10 en plasma. En corteza parietal los niveles fueron parecidos entre el
grupo a estudio y el grupo control, aunque los pacientes que mostraron mayores deficits
cognitivos presentaron niveles de coQ10 mas bajos. Concluyen que el empleo de
estatinas en pacientes ancianos puede predisponer a un empeoramiento de un problema

cognitivo ya presente (Martin y col. 2011).
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El desarrollo de esta tesis doctoral ha dado lugar a la realizacion de 4 trabajos de

investigacion de caracter clinico prospectivo:

e Galan-Rodriguez A, Carletti BE, Morgaz-Rodriguez J, Gamito-Gémez A,
Mufioz Rascon P, Martin-Suarez EM. (2013) Cerebrospinal fluid lactate and
pyruvate concentrations in healthy adult dogs. Vet Rec 173(10), 249.

e Galan A, Carletti BE, Morgaz J, Granados MM, Mesa I, Navarrete R, Lombardo
R, Martinez CM, Martin-Sudrez EM. (2014) Comparative study of select
biochemical markers in cerebrospinal fluid of healthy dogs before and after
treatment with nutraceuticals. Vet Clin Pathol 43(1), 72-77.

e Seisdedos A, Galan A, Carletti B, Quiros S, Funes F, Martin EM, Dominguez
JM, Gbémez R, Granados MM. (2019) Anesthetic effects of isoflurane and
propofol on cerebrospinal fluid biochemical markers in healthy dogs. Vet Clin
Pathol 48(2), 270-275.

e Galan A, Seisdedos A, Carletti BE, Quirds S, Martin EM, Menor D, Granados
MM. (2020) Cisternal versus lumbar cerebrospinal fluid lactate concentration in
healthy dogs. Vet Med (Praha) 65, 297-300.

En Galan-Rodriguez y col. (2013) se llevo a cabo un estudio preliminar con el objetivo
de contribuir a establecer rangos fisioldgicos para el lactato, piruvato y ratio L/P en
LCR de perros sanos bajo condiciones anestésicas controladas. En Galan y col. (2014)
se evaluo el efecto de la suplementacion de la dieta con nutracéuticos en determinados
biomarcadores del MEC en LCR. Para ello se realiz6 la suplementacién con Aktivait®
durante 50 dias seguidos y se tomaron mediciones en LCR antes y después de ese
periodo. En Seisdedos y col. (2019) se plante6 un estudio para valorar cuantitativamente
el efecto de los anestésicos (propofol e isofluorano) y el efecto de la duracion de la
anestesia sobre los biomarcadores del MEC. En este caso, todos los animales fueron
anestesiados en dos ocasiones: en un primer periodo se anestesiaron exclusivamente con
isofluorano, y en un segundo periodo se hizo sélo con propofol. En Galan y col. (2020)
se llevd a cabo una comparacion entre los niveles de lactato medidos en CM y CL. Este
estudio se desarrollo utilizando el protocolo anestésico empleado en Seisdedos y col.
(2019).

Todos los estudios se han llevado a cabo en perros de experimentacion de raza

Beagle. La investigacion ha sido respaldada por la aprobacién del Comité de Bioética de
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la Universidad de Cérdoba, dado que cumplia con los requisitos de la legislacion
existente sobre experimentacion animal (Directiva 86/609CEE y R.D. 1201/2005, de 10
de octubre).

Sujetos de estudio

En el estudio Galan-Rodriguez y col. (2013) se emplearon 18 Beagle sanos, 8 hembras
esterilizadas y 10 machos castrados. El peso medio fue de 14,2kg, con un rango desde
12,4kg a 16kg. La edad oscil6 entre 5y 7 afios. En Galan y col. (2014) se emplearon 11
Beagle, 6 hembras y 5 machos. El peso medio fue de 14,3kg (12.6-16kg) y edades de
entre 7 y 8 afios. En Seisdedos y col. (2019) se incluyen 9 Beagle, 4 hembras y 5
machos, con peso medio de 13,15kg (12,8-13,5kg) y edades entre 4 y 5 afios. En Galan
y col. (2020) se emplearon 10 Beagle, 5 hembras y 5 machos, con peso medio de 13,4kg
(12,8-14kg) y edades comprendidas entre los 3,5 y 4,5 afios.

De forma previa a cada uno de los estudios, los animales fueron sometidos a un
examen fisico general y neuroldgico exhaustivo. Se llevd a cabo un perfil general con
hemograma (LaserCyte, IDEXX Laboratoires) y bioguimica completa (Vet test 8008,
IDEXX LAboratoires), radiografia toracica y ecografia abdominal para descartar
patologias subyacentes. Ninguno de los animales incluidos en los estudios presentd
anormalidades en las pruebas realizadas. Con el fin de evitar el sesgo de los datos, no se
administraron medicamentos, nutracéuticos ni ningun tipo de suplemento nutricional a
los animales previamente a su inclusién en el estudio. Durante el desarrollo de la
investigacion, los sujetos fueron alimentados dos veces al dia con dieta comercial

(Daprocan® mantenimiento) y tenian libre acceso al agua.

Anestesia

Para la extraccion de LCR se llevaron a cabo dos protocolos anestésicos diferentes. En
Galan-Rodriguez y col. (2013) y en Galan y col. (2014) se llevo a cabo un protocolo
anestésico estandar. Para Seisdedos y col. (2019) y Galan y col. (2020) se emple6 un
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protocolo de un solo farmaco anestésico, con el objetivo de evaluar las alteraciones que
pueden causar el propofol o isofluorano en los marcadores del MEC. En todos los
sujetos se coloco un catéter de 24G (0,7 x 19 mm Vasocan; B. Braun, Melsungen AG,
Alemania) en la vena cefélica durante la preparacion pre-anestesica. Todos los animales

fueron pre-oxigenados durante 5 minutos con mascarilla y oxigeno al 100%.

En Galan-Rodriguez y col. (2013) y en Galan y col. (2014) todos los perros se
premedicaron con medetomidina 3pg/kg/IM (Domtor, Pfizer SA. Madrid, Espafa) y
butorfanol 0,3mg/kg/IM (Butomidor, Richterpharma Ag, Austria). La induccion
anestésica se llevo a cabo con 4 mg/kg/1V de propofol (Propofol-Lipuro 1%; B. Braun,
Barcelona, Espafia) 5 minutos después de la premedicacion. Tras la intubacién
endotraqueal (Mallinckrodt Medical, Atlone, Irlanda), la anestesia es mantenida con
isofluorano (Isovet, B. Braun VetCare SA, Barcelona, Espafia) en oxigeno al 100% con
un flujo de 50 ml/kg/min utilizando un circuito circular con reinhalacion de gases
(Excel 210SE; Ohmeda, Louisville, KY, USA). La frecuencia cardiaca, presiones
arteriales, temperatura y oxigenacion sanguinea fueron monitorizadas durante toda la

anestesia.

En Seisdedos y col. (2019) y en Galan y col. (2020) se siguié un protocolo
anestésico exclusivamente con propofol o con isofluorano, sin emplear farmacos pre-
anestésicos, con el objetivo de reducir al minimo el sesgo de los datos. Ademas, son dos
de los agentes anestésicos mas empleados en la clinica veterinaria, por lo que los
resultados derivados de esta tesis tendran una mayor aplicabilidad. Todos los perros
fueron anestesiados en dos periodos diferentes separados por un mes. En un primer
periodo los perros fueron anestesiados exclusivamente con propofol (grupo-Propo).
Tras la pre-oxigenacion con mascarilla y oxigeno al 100% durante 5 minutos, se induce
la anestesia con 6-8 mg/kg/lV de propofol. Tras la intubacion endotraqueal, la anestesia
se mantiene con una TIVA de propofol a 0,4-0,6 mg/kg/min. En el segundo periodo, los
perros fueron inducidos utilizando mascarilla con isofluorano al 5% en oxigeno al 100%
(grupo-Iso). Durante el mantenimiento, el End-tidal (Et) de isofluorano fue mantenido
entre 1,3% y 1,5%. Tanto en la anestesia con propofol como en la anestesia con
isofluorano, los perros fueron ventilados mecanicamente (7900 SmartVent Ventilator,
GE Healthcare, Finlandia) para mantener la normocapnia. La frecuencia cardiaca,
presiones arteriales, temperatura, Et CO, y oxigenacién arterial fueron monitorizadas

durante toda la anestesia.
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Durante los procedimientos se monitorizaron los tiempos de intubacion y
extubacion y los tiempos de extraccion de LCR. Todos los animales se recuperaron
satisfactoriamente del procedimiento, independientemente del protocolo anestésico

utilizado.

Obtencion de liquido cefalorraquideo y analisis

Para la extraccion de LCR se siguio una técnica estéril estandar, descrita en la revision
bibliogréafica apartado 3.2.2 (De la Hunta y Glass 2009) mediante puncién con aguja
espinal de 20G y 3,81 cm (Becton-Dickinson and Company, New Jersey, USA). En
cada extraccion se obtuvieron 1,5 ml de LCR (<1 ml por cada 5 kg de peso), los cuales
se dividieron inmediatamente en dos alicuotas de 0,5 ml y 1 ml, respectivamente. En
todas las muestras se valoro inicialmente el color y claridad del LCR. En Galan-
Rodriguez y col. (2013) la extraccion de LCR se produjo en los 10-15 minutos
posteriores a la induccion anestésica, cuando el animal estaba en plano anestésico
adecuado y hemodinamicamente estable. La alicuota de 1 ml fue empleada para hacer el
recuento de células nucleadas (RCN) y glébulos rojos (RGR) (Hemocitémetro de
Neubauer, Nahita, Gab Sistematica Analitica SL, Barcelona, Espafia) mediante tincion
con azul de metileno (Platt y Garossi 2012). Con la misma alicuota se llevo a cabo la
medicion de PT mediante espectrofotometria (método colorimétrico de rojo de pirogalol
(Biosystem A15; Atom, Barcelona, Espafia)) y glucosa [reaccion oxidasa/peroxidasa
mediante espectrofotometria (Biosystem A15; Atom, Barcelona, Espafia)]. La alicuota
de 0,5 ml fue inmediatamente congelada y conservada a -20°C durante 5 dias hasta que
fueron enviadas a un laboratorio externo (Laboratorio Veterinario Garfia SL, Cordoba,
Espafia). En esta alicuota se midi6 la concentracion de lactato (ADVIA 1800 Siemens,
Barcelona, Espafia) y piruvato (Analizador A25 Biosystem; BEN, S.r.l.,, Roma, Italia)
empleando técnicas de espectrometria de absorcién molecular y el ratio L/P. Las

muestras fueron recogidas en un periodo de 2 semanas (2 perros al dia).

En Galan y col. (2014), empleando la misma técnica de extraccién de LCR en
CM, se llevaron a cabo dos extracciones de LCR separadas por 50 dias, ambas a los 10-

15 minutos de la induccion. La primera extraccion se produjo antes de iniciar el
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tratamiento con NC (Aktivait VetPlus S.L., Barcelona, Espafia). En esta tesis se decidio
emplear Aktivait® como NC por ser un producto muy completo, ampliamente
distribuido y con ensayos clinicos que respaldan su empleo. La segunda extraccion se
Ilevé a cabo 50 dias después de iniciar el tratamiento. Las muestras fueron recogidas en
un periodo de 4 dias (2-3 perros por dia). En cada puncion se obtuvieron 1,5 ml de LCR
que se dividieron en 2 alicuotas de 0,5y 1 ml, respectivamente. En la alicuota de 1 ml
se llevaron a cabo las mismas mediciones descritas en Galan-Rodriguez y col. (2013)
(RCN, RGR, PT y glucosa). En este caso, en la alicuota de 0,5ml, ademas de lactato,
piruvato y ratio L/P, se midié la concentracion de Na*, K" y CI. Esta alicuota fue
conservada a -80°C durante 6-9 dias hasta que fueron enviadas en conservacion en hielo
seco al laboratorio veterinario externo Garfia SL. Tanto antes de iniciar el tratamiento
con Aktivait® como después, se obtuvo una muestra de sangre venosa para realizar
hemograma completo y bioquimica, incluyendo PT, urea, creatinina, ALP y ALT. Para
la administracion de Aktivait® se siguieron las recomendaciones del fabricante, 1
comprimido cada 24 horas. Para asegurar la toma del comprimido, éste se colocé de
forma manual al fondo de la cavidad oral y se estimul6 el reflejo deglutor. Tras 2-3
ingestas, los animales aceptaron el comprimido de forma voluntaria directamente de la

mano.

En Seisdedos y col. (2019) se realizaron 4 extracciones de LCR a cada animal.
Todos los perros fueron sometidos a dos anestesias y en cada anestesia se extrajo LCR
en dos ocasiones, una a los 15 minutos de la induccién [Tiempo 0 (TO)] y otra a las 3
horas (T3). Cada muestra se dividié en dos alicuotas de 0,5y 1 ml. En cada muestra de
LCR se valord coloracion y claridad, RCN, RGR, PT y glucosa como en los otros
estudios. Ademas se tomaron mediciones de la concentracion de CK mediante
espectrofotometria (Biosystem A15; Atom, Barcelona, Espafia) y Ca*? i6nico mediante
electrodo selectivo (Bayer Diagnostics, Barcelona, Espaiia) y electrolitos (Na*, K™y CI")
mediante un gasémetro convencional (Ciba Corning 800, Bayer Diagnostic, Barcelona,
Espafa). La alicuota de 0,5 ml se conservo en congelacion a -20°C durante 6-9 dias para
enviarlas a un laboratorio externo (IDEXX Laboratory, Barcelona, Espafia) para
medicion de lactato (ADVIA 1800 Siemens, Barcelona, Espafia), piruvato y glutamato
(mediante cromatografia liquida de alta resolucién con Analizador A25 Biosystem;
BEN, S.r.l., Roma, Italia). Inmediatamente despueés de la extraccion de LCR se procedid

a obtener una muestra de sangre venosa (venopuncion periférica) y arterial (desde un
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catéter previamente colocado en la arteria podal dorsal). La muestra venosa se conserva
en un tubo con heparina sodica (Vacutainer, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New
Jersey) hasta su centrifugacion para obtener plasma para medir Ca* idnico y
electrolitos. La sangre arterial fue inmediatamente procesada para medir el estado acido-

base. La extraccion de LCR se llevo a cabo en 1 semana (1-2 perros por dia).

La obtencién del LCR para la comparacion de la concentracion de lactato en CM
y CL en Galan y col. (2020) se llevé a cabo durante la anestesia descrita en Seisdedos y
col. (2019). Antes de realizar la primera extraccion de LCR de CM en Seisdedos y col.
(2019), a los 15 minutos de la induccion, se hizo la extraccion de CL para el estudio
comparativo de niveles de lactato entre CM y CL. Para la realizacion de este estudio
empleamos 5 perros del trabajo previo de Seisdedos y col. (2019). Inicialmente se
tomaron muestras de LCR de CM y de CL en 5 perros anestesiados exclusivamente con
propofol. Posteriormente se realizé la extraccion de LCR en esos mismos 5 perros

cuando fueron anestesiados con isofluorano.

Analisis estadistico

En Galan-Rodriguez y col. (2013) y Galan y col. (2014), se llevo a cabo el analisis
descriptivo para cada parametro con el paquete estadistico SPSS V.15.0.0 (SPSS,
Headquarters, Chicago, Illinois, USA). Ademéas del estudio de los estadisticos
descriptivos, en Galan y col. (2014) se empled el test Wilcoxon para analizar las
diferencias entre los parametros antes y después del tratamiento con Aktivait®. El nivel
de significancia se fijo en P < .05.

En Seisdedos y col. (2019) y en Galan y col. (2020), se emple6 el paquete
estadistico SPSS V.18.0 (SPSS, Headquarters, Chicago, Illinois, USA). Para Seisdedos
y col. (2019), debido al tamafio muestral, se llevo a cabo la prueba de Friedman para
analisis de la varianza de dos factores (P = 0,002). En Galan y col. (2020) se realizo el
test de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad de la distribucion. Se utilizé
la prueba T-Student para muestras relacionadas con el objetivo de comparar las
concentraciones de lactato en CM y CL. El nivel de significancia estadistica quedo
fijada en P < .05.
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Resultados

ESTUDIO 1

Galén-Rodriguez A, Carletti BE, Morgaz-Rodriguez J, Gamito-Gémez A, Mufioz
Rascon P, Martin-Suarez EM. (2013) Cerebrospinal fluid lactate and pyruvate
concentrations in healthy adult dogs. Vet Rec 173(10), 249.

El tiempo anestésico, tiempo desde la induccidén anestésica hasta que se cierra el
vaporizador, oscilo entre 13 y 19 minutos, con un tiempo medio de 15,27 minutos. Los
resultados del hemograma y de la bioguimica sérica no mostraron alteraciones. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al sexo. El valor medio
del lactato sérico obtenido fue de 1,8 mM/L (1,1-2,98 mM/L) y el del piruvato 0,16
mM/L (0,05-0,19 mM/L). En todos los casos, las muestras de LCR reflejaron valores
dentro del rango de referencia para RCN (< 5 células/pl), RGR (< 500 células/pl) y PT
(<30 mg/dl). Todas las muestras obtenidas de LCR fueron claras y transparentes. En la
Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos para cada pardmetro medido en LCR y
suero en cada animal. En la Tabla 3 se resumen los estadisticos descriptivos de los
parametros evaluados. No se encontraron correlaciones significativas entre lactato-
piruvato en LCR, entre lactato-piruvato en suero, entre el RCN-lactato en LCR ni entre

la concentracion de piruvato en suero y LCR con el tiempo anestésico (Tabla 4).
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TABLE 1: (SF TNCC, RBCC, protein, glucose and lactate and pyruvate concentrations and their ratio and serum lactate and pyruvate

concentrations in 18 adult healthy dogs

Glucose
(a7 5F CSF Sefum Senm Anaesthetic

Dog and Age Welght TNCC RBLCC Protein blood pynvate lactate (SF ratio pynvate lactate 1imes
sex (years) (kg) (cells/pl)  cells/ul (mg/dl)  (mg/dl)  mm/l /1 L mi/1 mi/1 (minutes)
1F 5 13 1 75 7 60110 (LOBD 1.430 17.875 012 197 ir
2F 5 124 2 98 13 56/96 151 1.540 10198 009 130 13
3F 5 14 1 67 18 56/93 0135 1580 1703 076 129 15
AF 5 136 1 148 3 52/89 0.030 1.850 61.660 01 145 15
5F 55 15.2 3 142 9 &7 16 0.0m 1410 128.180 014 138 18
G6F 55 157 1 100 H 115 0.028 1.530 54.642 015 152 13
7F 55 16 1 3 14 66/109 0.020 1510 75.500 013 148 7
8F 6.5 152 3 93 1 65/106 0.010 1610 161.000 0.08 192 19
9M 6.5 8 3 75 7 7/110 0.085 1250 14705 015 2 15
10M 6.5 137 2 86 24 s5/97 0138 1830 13.260 0.08 131 i
M 6.5 15 1 93 12 50/86 0.013 1370 105.384 0.23 1.2 iG]
12M 7 156 2 n 0 5595 0.060 1010 16.830 018 110 14
13M 7 15.4 3 El 16 74/120 0.043 0580 22790 0.05 145 13
M 7 143 1 9 14 W 0.069 0.520 7530 007 2.56 15
1M 7 147 3 105 21 69/118 0012 0.530 53.000 01z 198 14
16 M 7 1585 2 15 v.r] 6If112 0068 0.455 6.690 0z 210 16
M 7 14.9 2 97 14 60/96 0020 0.588 29.400 0.08 267 7
1BM 7 143 2 69 7 64/108 0.068 0.416 6110 017 176 15

F, Fernale; M, Male; RBCC, Red blood cell count; TNCC, Total nudleated cell count

TABLA 2: Resumen de los datos de edad, peso y tiempo anestésico empleado en la obtencién de las
muestras en cada sujeto a estudio. Valores de RCN, RGR, PT, glucosa, lactato, piruvato y ratio L/P en
LCR de cada sujeto a estudio. Se muestran los valores de lactato y piruvato en suero.

TABLE 2: Descriptive statistical analysis of tested parameters

Serum Serum
Protein EBlood lactate pyruvate

TNCCcellsfpl  RBCC cells/pl mgy/dl (5F glucose glucose CSFpyruvate  (SF lactate Ratlo L/P mm/l mmy/1

Mean 1.888 95.833 16.277 62666 105.388 0.0577 1189 44.247 1.809 0162
Median 2.000 94.500 16.500 64.500 108.500 0.0515 1390 20.332 164 0135

sd 0832 22935 4547 734 1.062 0.0461 0.492 46190 0.540 0156
MInimum 100 67.00 9.00 50.00 86.00 0.010 0.416 6110 110 005
Maximuwm 3.00 148.00 2400 7400 121.00 0151 1.850 161.000 298 076
Range 2.00 2100 15.00 24.00 35.00 041 1434 154.890 1.88 om

(SE, Cerebrospinal fluld; TNCC, Total nudleated cell count

TABLA 3: Resumen de los estadisticos descriptivos.

TABLE 3: Correlation between (SF lactate and pyruvate concentrations and serum lactate and pyruvate concentrations, (SF lactate and

pyruvate concentrations and TNCC and CSF lactate and pyruvate concentrations and anaesthetic time (Spearman’s correlation)

Anaesthetic times
CSF lactate mmy/| Serum lactate myml CSF pyruvate mm/| Serum pyruvate mm/l - (minutes) RBCC cells ul
Spearmans r
(CSF lactate (mm,/1)
Correlation coefficient 1000 —0.542 (%) 0.084 04170 0173 0163
slg. (bilateral) 0.020 074 0.500 0493 0.518
N 18 18 18 18 18 18
Serum lactate (mm/1)
(Correlation coefficient —-0.542 (%) 1.000 —0.339 —0.256 0163 0162
Slg. (bilateral) 0.020 0169 0.305 0517 0.520
N 18 18 18 18 18 18
CSF pyruvate (mm/1)
Comelation coefficient 0.084 -0.339 1000 —0.026 =013 -0.521(%)
5lg. (bllateral) 0 0169 0.919 0.604 0027
N 18 18 18 18 18 18
Serum pyruvate (mm/1)
Correlation coefficlent 0170 —0.256 —0.026 1.000 —0.234 0147
sig. (bilateral) 0.500 0305 0919 0.350 0.561
N 18 12 18 18 18 18
Anaesthetic times (minutes)
(Comelation cefficient 0173 0163 0131 -0.234 1.000 0
50, (bilateral) 0.493 0.517 0.604 0.350 0.633
N 18 18 12 18 18 18
RBCC (cells ul)
Correlation coefficlent 0163 0162 —0.521(%) —0.147 01 1.000
slg. (bilateral) 0518 0.520 0.027 0.561 0633
N 18 18 18 18 18 18

*Cormelation s significant at the 0.05 level (2-talled)
(CSF, Cerebrospinal fluid; M, size of sample; RBCC, Red blood cell count; Sig, statistical significance; TNCC, Total nucleated cell count

TABLA 4: Tabla resumen de la correlacidn entre las diferentes variables medidas en suero y LCR.




Resultados

ESTUDIO 2

Galéan A, Carletti BE, Morgaz J, Granados MM, Mesa |, Navarrete R, Lombardo R,
Martinez CM, Martin-Suarez EM. (2014) Comparative study of select biochemical
markers in cerebrospinal fluid of healthy dogs before and after treatment with
nutraceuticals. Vet Clin Pathol 43(1), 72-77.

Todas las muestras de LCR obtenidas fueron transparentes y sin turbidez. EI RCN y
las PT en LCR fueron similares entre las muestras obtenidas antes y después del
tratamiento con Aktivait®. Todos los valores de los marcadores del MEC medidos
en LCR se muestran en la Tabla 5. Biomarcadores como el Na* (P =.026) y la
glucosa (P = .009) aumentaron significativamente (P <.05) tras el tratamiento.
Biomarcadores como el lactato (P = .016) y el ratio L/P (P = .05) disminuyeron
significativamente tras el tratamiento (P < .05) (Figura 9). Ningun otro marcador
medido en LCR mostr6 variaciones significativas. Los niveles séricos de Na* (P =
.046) y CI" (P = .043) aumentaron significativamente tras la administracién de
Aktivait®, mientras que los niveles séricos de creatinina descendieron
significativamente (P = .007) (Tabla 6). El resto de parametros del hemograma y

bioguimica sérica se mantuvieron sin cambios significativos tras el tratamiento.

Aktivait for 50 Days

P-
Variable Before After Values
Potassium (mM/L) 2.96 (2.73-3.13) 3.19(2.51-3.30) 0.092
Chloride (mM/L) 132 (124-141) 137 (119-149) 0.350
Sodium (mM/L) 151 (143-164) 160 (141-178) 0.026
Total Protein 21(12-27) 13(13-22) 0.109
(grdL)
Glucose (mg/dL) 59 (51-64) 73(53-83) 0.009
Lactate (mM/L) 1.53 (1.25-1.85) 1.21(0.87-1.86) 0.016
Piruvate (mM/L) 0.028 (0.011-0.151) 0.098 (0.025-0.176) 0.155
Ratio L/P 16.2(10.2-128.1) 9.9 (4.9-90.0) 0.050

Data are means (minimum—-maximum).

TABLA 5: Marcadores del MEC medidos en LCR en 11 Beagle sanos antes y después del tratamiento
durante 50 dias con un NC (Aktivait®).
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Aktivait for 50 Days

Parameters Before After P-Value
HCT 48 (43-58) 55(48-59) 0.273
WEBC 9.3 (7.0-14.4) 8.7(5.6-9.3) 0.465
Platelets 290 (280-360) 226 (201-352) 0.998
Lactate (mMiL) 1.52(1.31-2.12) 2.08(1.24-2.38) 0.600
Potassium (mM/L) 4.11(3.0-4.7) 4.7(2.8-5.2) 0.083
Chloride (mmiL) 110 (108-112) 121 (118-1.25) 0.043
Sodium (mM/L) 141 (138-144) 149 (145-153) 0.046
Creatinine (mg/dL) 1(0.6-1.3) 0.6(0.5-0.9) 0.007
Urea (mg/dL) 29 (21-41) 27 (30-35) 0.154
Total Protein (g/dL) 5.6(5.2-6.4) 5.6(5.3-5.9) 0.593
ALP (U/L) 60 (20-85) 60 (20-79)* 0.933
ALT (U/L) 37 (29-58) 46 (33-65)% 0.233
Glucose (mg/dL) 78 (67-94) 87 (82-89) 0.066

Data are median (minimum-maximum).

TABLA 6: Valores sanguineos del hemograma y bioquimica sérica medidos en 11 Beagle antes y
después de 50 dias de tratamiento con NC (Aktivait®).
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FIGURA 9: Gréafico de cajas y bigotes donde se representan los cambios significativos (P
< 0,05) en (A) lactato, (B) Na* y (C) glucosa en LCR de 11 Beagle. Los valores
identificados con G1 son previos al tratamiento y los identificados con G2 son posteriores
al tratamiento con NC (aktivait®). Las lineas horizontales superior e inferior en cada caja
representan el percentil 25 y 75. La linea horizontal que atraviesa cada caja representa la
mediana. Los bigotes son la representacion grafica de los valores maximos y minimos.
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ESTUDIO 3

Seisdedos A, Galan A, Carletti B, Quirds S, Funes F, Martin EM, Dominguez JM,
Gbémez R, Granados MM. (2019) Anesthetic effects of isoflurane and propofol on
cerebrospinal fluid biochemical markers in healthy dogs. Vet Clin Pathol 48(2),
270-275.

En el grupo-Propo, la dosis media para la induccion anestésica fue de 7,4 + 1,06
mg/kg/IV. Para el mantenimiento anestésico se empled una infusion continua de
propofol a 0,52 + 0,17 mg/kg/min. En el grupo-Iso, el valor medio de Et durante el

mantenimiento fue de 1,5 + 0,16%.

Todas las muestras de LCR obtenidas fueron claras y transparentes, con RCN <
5 células/pul y recuento de PT < 30 mg/dl. El analisis de los biomarcadores del MEC en
LCR mostré importantes diferencias entre grupos (Tabla 7). Los resultados reflejaron
diferencias significativas entre las concentraciones de lactato en LCR en TO y T3
(prueba de Friedman para andlisis de la varianza de dos factores. P = 0,002). La
comparacion post hoc por parejas mostrd que la concentracion de lactato en LCR fue
significativamente mas baja en el grupo-Propo que en el grupo-Iso en T3 (P =.001). El
piruvato, glutamato, glucosa, CK, Na*, K*, CI" y Ca*?iénico permanecieron constantes
en el tiempo anestésico y sin diferencias significativas asociadas al agente anestésico
empleado. El estado 4&cido-base arterial, HCOs; y electrolitos no registraron
anormalidades. No se observaron fluctuaciones entre grupos, ni tampoco en la duracién
de la anestesia (Tabla 8, Figura 10). La Tabla 9 representa la comparacion de los valores
de glucosa obtenidos en LCR y sangre en relacion al tiempo y agente anestésico

empleado.
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GLUCOSA EN LCR | GLUCOSA EN | PORCENTAJE

(MG/DL) SANGRE (MG/DL)
1ISO 70 103,85 132,42 78,42%
ISO T3 110,85 140,28 79,02%
PROPO T0 118,75 135,25 87,8%
PROPO T3 117,71 149,12 78,93%

TABLA 9: Valores medios de la concentracion de glucosa en sangre y LCR. Los valores se expresan en
mg/DL. El porcentaje representa la concentracion de glucosa en LCR con respecto a la sangre.

25

0.5

Lactato (mM/L)

1SOT0 PROTO

1S0T3

PROT3

FIGURA 10: Gréfico de cajas y bigotes en el que se observan las concentraciones de lactato (Mm/l) en
LCR en 9 Beagle. El gréafico muestra las diferencias en relacidn al tiempo anestésico, mostrando lo
valores de lactato a los 15 minutos post-induccion (TO0) y a las 3 horas post-induccion (T3). También se
valora el agente anestésico empleado, comparando isofluorano (cajas moradas) y el propofol (cajas
verdes). Las cajas representan el rango intercuartilico (IQR), con la mediana representada por la linea

central. Los bigotes representan medidas maximas y minimas, hasta 1,5 x IQR.

“ Muestra las

diferencias significativas. En este estudio se empleé el test de Friedman para anélisis de la varianza de

dos factores (P = 0,002).
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ESTUDIO 4

Galan A, Seisdedos A, Carletti BE, Quirés S, Martin EM, Menor D, Granados MM.
(2020) Cisternal versus lumbar cerebrospinal fluid lactate concentration in healthy
dogs. Vet Med (Praha) 65, 297-300.

Todas las muestras de LCR fueron de aspecto claro y transparentes. Todas las muestras
presentaron valores de RCN (< 5 Células/ul), de RGR (< 500 células/ul) y de PT (< 30
mg/dl) dentro del rango de referencia. La concentracion media de lactato en CM fue de
1,44 + 0,06 mM/L (rango de 1,04-1,6 mM/L) y en CL de 1,58 + 0,1 mM/L (1,45-2,03
mM/L) (Figura 12).

LACTATE (mM/L)

2,2

1,8

1,6

1,4 -

1;2

CSFL-CMC CSFL-LC

FIGURA 11: Grafico de cajas y bigotes que refleja la concentracidon de lactato en LCR en 10 Beagle y
la diferencia en funciéon del lugar de puncién (CM vs CL). Los cajones representan el rango
intercuartilico, la linea central en cada cajon representa el valor mediano. Los bigotes representan los
valores maximos y minimos, hasta 1,5 x IQR. los valores de lactato en CM estén representados en azul.
los valores de lactato en CL estan representados en morado. Se realiza la prueba T-student para
muestras relacionadas (P=0,05). CSFL-CMC: Lactato en LCR en CM. CSFL-LC: Lactato en LCR en CL



CAPITULO 6 — DISCUSION




106

Discusién

La discusion del trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha dividido en funcion de los

articulos publicados, tal y como se plantea a continuacion:

ESTUDIO 1

Galén-Rodriguez A, Carletti BE, Morgaz-Rodriguez J, Gamito-Gémez A, Mufioz
Rascon P, Martin-Suarez EM. (2013) Cerebrospinal fluid lactate and pyruvate
concentrations in healthy adult dogs. Vet Rec 173(10), 249.

El lactato es un subproducto del metabolismo de la glucosa (Pang y Boysen 2007) y es
empleado por la neurona para producir energia y mantener el potencial de membrana
(Smith y col. 2003). El lactato, al ser considerado como parte fundamental en el
metabolismo energético neuronal, ha sido empleado por numerosos estudios, tanto en
medicina humana (Cunha 2011, Leen y col. 2012, Liguori y col. 2015), como
veterinaria (Yin y col. 2001, Pugliese y col. 2005, Sullivan y col. 2009, Witsberger y
col. 2012, Caines y col. 2013, Mariani y col. 2019) como biomarcador del MEC en
LCR.

En nuestro estudio valoramos la concentracion de lactato en CM en 18 Beagle
sanos. El tamafio muestral fue seleccionado atendiendo a los criterios éticos en base a la
normativa del Comité de Bioética de la Universidad de Cordoba (Directiva 86/609CEE
y R.D. 1201/2005, de 10 de octubre), cuyo objetivo es el empleo del menor nimero de
animales para la obtencion de resultados estadisticamente significativos cuando se trata
de procedimientos cruentos. A pesar de no ser una muestra de tamafio elevado, nuestro
estudio aporta un grupo homogéneo de pacientes a estudio cuyo numero esta por encima
de otros trabajos previamente publicados (Yin y col. (2001) utilizaron 11 perros como
grupo control, Pugliese y col. (2005) emplearon 11 perros, Witsberger y col. (2012)
utilizaron 16 perros). Mariani y col. (2019) para su estudio sobre lactato en LCR en
perros con enfermedad inflamatoria del SNC emplearon 102 pacientes. Sin embargo, en

este estudio no se emplea grupo control.

Nuestros resultados muestran valores de lactato medio de 1,189 mM/L, con

valores minimos y maximos de 0,416 y 1,850 mM/L respectivamente. La mediana se
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establece en 1,39 mM/L. En el estudio de Witsberger y col. (2012) obtuvieron una
mediana para el grupo control de 1,33 mM/L (1,13-1,58 mM/L). Si bien los valores de
mediana se correlacionan en ambos estudios, los valores minimos (1,13 mM/L) y
méaximos (1,58 mMJ/L) difieren, particularmente los valores minimos. Resultados
similares se obtuvieron en el estudio de Caines y col. (2013) con respecto a Witsberger
y col. (2012). El trabajo de Caines y col. (2013) aporta un valor medio de lactato en
LCR (1,6 mMY/L) similar al obtenido en nuestro estudio (1,189 mMY/L). Sin embargo, el
valor minimo en su estudio (1,1 mM/L) difiere mucho del nuestro (0,416 mM/L). Las
diferencias observadas entre estos valores en ambos estudios pueden estar justificadas
principalmente por el protocolo anestésico empleado y el tiempo de extraccion de las
muestras. En nuestro estudio, todas las muestras fueron obtenidas a los 15 minutos de la
induccion anestésica. En el trabajo de Witsberger y col. (2012), las muestras se
obtuvieron dentro de las primas 18 horas desde el ingreso del paciente en el hospital. En
el estudio de Caines y col. (2013), los autores obtienen las muestras de LCR en tiempos
diferentes dentro del mismo grupo control. Su grupo control estaba compuesto por
perros que se sometieron a RM por una patologia no neurolégica (en los cuales la
extraccion de LCR se llevd a cabo tras la RM) y un grupo de perros sanos sometidos a
esterilizacion (en los cuales la extraccion se realizo tras la induccion anestésica). Como
se describe en Seisdedos y col. (2019), los niveles de lactato presentan una tendencia al
alza a las 3 horas de la induccidén anestésica en los pacientes anestesiados con
isofluorano. En base a esto, las variaciones en los niveles de lactato en los estudios que
hemos comentado previamente pueden deberse principalmente al momento de

extraccién de LCR.

La heterogeneidad del grupo control empleado por Witsberger y col. (2012) y
Caines y col. (2013), con perros de diferentes edades y razas, puede justificar los
valores minimos mas altos obtenidos en sus estudios. Leen y col. (2012) obtienen
valores mas altos de lactato en LCR en personas ancianas que en personas jovenes. Esto
mismo podria suceder en el perro; sin embargo, hasta la fecha no hay publicaciones
sobre la variacion del lactato en funcion de la edad en esta especie. De la misma
manera, a conocimiento del autor, no existen estudios en medicina veterinaria que
demuestren diferencias en la concentracion de lactato en funcién de la raza. En
medicina humana, estudios como los de Van der Merwe y col. (1999) o Bret y col.
(2013) ponen de manifiesto ciertas diferencias en las concentraciones de lactato en
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funcién de la clase étnica, por lo que resultaria interesante llevar a cabo estudios
poblacionales para corroborar esto en medicina veterinaria. En nuestro estudio
empleamos solo perros de raza Beagle. Sin embargo, Witsberger y col. (2012) utilizaron
razas diferentes (Labrador Retriever, Red Bone Hound, Blue Tick Hound y mestizos),
mientras que Caines y col. (2013) incluyeron principalmente Beagle pero también

Labrador Retriever, Golden Retriever, diferentes perros de caza y mestizos.

Dada la influencia demostrada de los agentes anestésicos en el MEC (Horn y
Klein 2010, Kiewert y col. 2010), el empleo de diversos protocolos anestésicos y
diferentes tiempos de extraccion de LCR por parte de Witsberger y col. (2012) y Caines
y col. (2013) pueden haber influido en los niveles medios més altos de lactato. En
nuestro estudio empleamos un protocolo anestésico a base de medetomidina, butorfanol,
propofol e isofluorano, mientras que en el estudio de Witsberger y col. (2012)
desconocemos la premedicacién empleada. Los autores usaron propofol como inductor
y sevofluorano o isofluorano durante el mantenimiento. En el estudio de Caines y col.
(2013) se emplearon acepromacina e hidromorfona como premedicacion (aunque en
algunos perros no se especificaba la premedicacion utilizada), atracurio como
bloqueante neuromuscular, propofol o tiopental como inductores e isofluorano para el
mantenimiento. Consecuentemente, el empleo de protocolos anestésicos tan diferentes

entre si, hace que sea imposible la comparacidn entre estos tres estudios.

Yin y col. (2002), en su estudio sobre hemorragia intracraneal inducida en
perros, obtuvieron medianas de lactato en CM de 1,51 mMY/L en el momento previo a la
hemorragia. Pugliese y col. (2005), en el grupo control hallaron valores basales de
lactato de 1,9 mM/L (con una desviacion estandar de 0,61 mM/L). Estos valores,
considerablemente mas altos que los obtenidos en nuestro estudio o los obtenidos en
Witsberger y col. (2012), pueden justificarse por el empleo de tiopental como agente
anestésico en ambos trabajos. Sonnay y col. (2017) realizaron un estudio sobre los
efectos del tiopental en el MEC en ratas. El tiopental reduce el metabolismo oxidativo
tanto de neuronas como de astrocitos, disminuyendo la utilizacién de glucosa como
sustrato energético. De este modo, las mediciones realizadas in vivo por Sonnay y col.
(2017) mostraron la necesidad de las neuronas de obtener una fuente de carbono

alternativa a la glucosa, como podria ser el lactato.
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El lactato ha sido ampliamente estudiado en la enfermedad de Alzheimer en
medicina humana y en el SDCC en el perro. Pugliese y col. (2005) obtuvieron valores
de lactato en LCR en CM de 1,9 mM/L en el grupo control. En su estudio se observé un
aumento de los valores de lactato en los sujetos con mayores déficits cognitivos, siendo
el grupo mas afectado el que presento valores medios de lactato mas altos, de 3,05+0,92
mM/L. Con respecto a los valores obtenidos en nuestro estudio (1,18 mM/L), sus
valores basales son claramente mas altos. Este hecho podria justificarse por un lado por
el empleo de agentes anestésicos que deprimen el metabolismo oxidativo mitocondrial a
nivel neuronal como el tiopental o anestésicos volatiles (Muravchick y Levy 2006,
Sonnay y col. 2017). Por otro lado, estas diferencias se pueden justificar por los
animales incluidos en el grupo control. Nosotros empleamos animales sanos mientras
que Pugliese y col. (2005) utilizaron como grupo control a perros de entre 1 y 7 afios de
vida que habian sido atendidos por otras patologias (artritis, axonopatias, neuropatias
periféricas o enfermedad discal lumbar, entre otras). Las axonopatias son una condicion
patologica que contribuye a las manifestaciones clinicas de las enfermedades
neurodegenerativas. Uno de los procesos implicados en el desarrollo de las axonopatias
son los defectos mitocondriales en el metabolismo oxidativo, lo que conlleva el
aumento de los niveles de lactato (Burgess y Chrish 2018). Rojas y col. (2019)
describieron el aumento de L-lactato en tejido nervioso periférico asociado a neuropatia
diabética en ratas. La disfuncién mitocondrial generada por la hiperglucemia mantenida
provoca un cambio en la mitocondria desde el metabolismo oxidativo al metabolismo
anaerobio. Los niveles de lactato en LCR son independientes de los niveles en plasma;
no obstante, en situaciones de hipoglucorraquia o hiperlactatemia, el lactato puede
atravesar la BHE por transporte activo dependiente de ATP (Smith y col. 2003).
Aunque Pugliese y col. (2005) no tomaron mediciones de lactato en sangre, el empleo
de tiopental y anestésicos volatiles, unido a un posible aumento de la concentracion de
lactato en sangre, justifica que los niveles basales obtenidos fueran mayores a los de

nuestro estudio.

Horn y Klein (2010) observaron que los anestesicos volatiles, en comparacion
con los anestésicos intravenosos, causaban un aumento dosis-dependiente de los niveles
extracelulares de lactato y piruvato en el cerebro de ratones de experimentacion. En
nuestro estudio, a pesar del empleo de isofluorano en el mantenimiento anestésico, los

valores de lactato y piruvato han sido mas bajos que en los estudios anteriores, en los
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que empleaban anestésicos intravenosos como pentobarbital (Sugi y col. 1975) o como
tiopental y anestésicos volatiles (Pugliese y col. 2005). Estos datos sugieren que el
protocolo anestésico y los tiempos de intubacidn/extubacion pueden interferir en los
niveles de lactato y piruvato en LCR. La estandarizacion de técnicas resulta necesaria
para establecer concentraciones fisiologicas de lactato y piruvato en el LCR de perros

Sanos.

A conocimiento del autor, el rango de referencia del lactato en LCR en el perro
no ha sido establecido mediante estudios poblacionales con un elevado tamafio muestral
ni se han llevado a cabo estudios elaborados bajo condiciones controladas.
Recientemente, Kopanke y col. (2018) publicaron rangos de referencia para la enzima
LDH (6-19,3 U/L) utilizando para ello 40 perros, pero no aportaron valores de lactato.
Los rangos establecidos para el lactato en LCR estan elaborados a partir de estudios
clinicos con grupos control muy heterogéneos. En el estudio de Caines y col. (2013) se
obtiene un grupo control de 49 perros a partir de 10 perros sanos que se sometieron a
RM por razones no neurolégicas y otros 39 perros que fueron sometidos a
esterilizacion. En el trabajo de Pugliese y col. (2005) el grupo control se elabor6 con 11
perros jovenes (de 1 a 7 afios) sin signos de SDCC pero con diversas patologias. En el
estudio de Sullivan y col. (2009) se establece un grupo control de 55 perros con
enfermedad discal intervertebral con un amplio rango de lactato en LCR (0,5-7,4
mM/L). La heterogeneidad de las muestras en las que se basan los estudios publicados
para elaborar el grupo control, junto a los diferentes protocolos anestésicos empleados,
dificultan la obtencién de valores de referencia. Esto no ocurre en medicina humana, ya
que los estudios para la obtencidn de valores basales son estudios multicéntricos que
incluyen miles de muestras. Leen y col. (2012) establecieron el rango de glucosa y
lactato en LCR en personas en funcidon de la edad, empleando para ello 23.618 muestras
de LCR obtenidas entre septiembre de 1993 y diciembre de 2008. Tras descartar las
muestras que no cumplian con sus criterios de inclusién, finalmente elaboraron el rango
de referencia a partir de 4.173 muestras, tamafio muy por encima de lo que
habitualmente se consigue en medicina veterinaria. Consecuentemente, mediante
estudios multicéntricos se podrian obtener resultados con una gran relevancia en
medicina veterinaria. Sin embargo, la menor disponibilidad de financiacion para la
investigacion en animales de compafiia hace mas dificil llevar a cabo este tipo de

estudios.
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En nuestro estudio, el valor medio de piruvato es de 0,057 mM/L (0,01-0,15
mM/L) y el ratio L/P 44,24 (6,11-161). Nuestros valores de piruvato son similares a los
obtenidos por Lo6bert y col. (2003) (0,028-0.083 mM/L) en 4 animales sanos
previamente a la realizacion de ejercicio. Pugliese y col. (2005) obtuvieron valores
mayores en el grupo control (0,19+0,07 mM/L). En el estudio de Sugi y col. (1975), en
3 animales empleados como control, se encontraron valores de piruvato muy superiores
a los nuestros, con valores minimos de 0,257 mM/L y maximos de 0.32 mM/L. Al igual
que ocurre con el lactato, los estudios sobre rangos fisiologicos de piruvato en LCR en
medicina veterinaria son muy limitados. En el estudio de Vamosi y col. (1982) se
obtuvo el primer rango de referencia de los valores de piruvato en LCR en personas
empleando para ello 144 muestras de LCR. En su estudio se establecié un valor medio
de 0,10 mM/L con un rango de 0,05-0,15 mM/L. Zhang y Natowicz (2013)
determinaron el rango de piruvato en LCR en personas tomando muestras de 627
pacientes, obteniendo un valor medio de 0,1 mM/L (0,03-0,15 mM/L) y un ratio L/P de
13,9 (9,05-26,37). Al igual que en Zhang y Natowicz (2013), en nuestro estudio no

observamos diferencias relacionadas con el sexo.

Parnetti y col. (1995) hallaron niveles muy altos de piruvato en pacientes con
enfermedad de Alzhéimer con mayores déficits cognitivos (1,1 mM/L), mientras que el
valor basal medio en el grupo control se establecié en 0,26 mM/L. En el estudio llevado
a cabo por Pugliese y col. (2005) se obtuvieron los mayores valores de piruvato en los
perros con déficits cognitivos severos (0,29 mM/L), observando mayores niveles de
piruvato que en el grupo control (0,19 mM/L) y que en el grupo con ligeros déficits
(0,23 mM/L). Al disminuir el metabolismo oxidativo tanto en pacientes con Alzhéimer
como en perros con SDCC, los astrocitos generan lactato y piruvato como fuentes de
energia. Yin y col. (2002) mostraron que el piruvato aumenta en hemorragia
subaracnoidea inducida en perros, tal y como Li y col. (2018) observaron en humanos.
El aumento de piruvato es considerado por Li y col. (2018) como biomarcador
prondstico negativo en hemorragia subaracnoidea. El hallazgo de valores de piruvato
altos en los estudios previos se puede justificar por un metabolismo oxidativo alterado,
ya sea por el acimulo de placas beta-amiloide en SDCC (Pugliese y col. 2005) o por la
hemorragia intracraneal y la consecuente disminucion del flujo sanguineo cerebral (Yin
y col. 2002, Li y col, 2018). Segun nuestros resultados y su proximidad con estudios

basales como el de Vamosi y col. (1982) podemos considerar nuestros valores de
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piruvato en LCR como normales, dada la ausencia de enfermedades en la evaluacion

previa de cada sujeto a estudio.

En los estudios de Benoist y col. (2003) y Leen y col. (2012) se describieron
valores de piruvato que disminuian con la edad, mientras que el lactato y ratio L/P
aumentaban. Sin embargo, estudios como el de Zhang y Natowicz (2013) mostraron que
el piruvato aumentaba con la edad. En nuestro estudio no observamos relacion
significativa entre niveles de piruvato, lactato o ratio L/P. El estrecho rango de edad, de
5 a 7 afos, justifica que no se observen diferencias significativas en funcién de la edad.
Resulta necesario realizar estudios estandarizados en medicina veterinaria, con un
amplio tamafio muestral, incluyendo variables como la edad, para determinar el
verdadero efecto del envejecimiento en las variaciones de lactato, piruvato y ratio L/P
en LCR.

En nuestro estudio se obtuvo un valor medio para el ratio L/P en LCR de 44,24,
muy superior al ratio obtenido por Sugi y col. (1975), que consiguen un valor de 6,23 0
por Pugliese y col. (2005) que obtiene un resultado de 10. La mediana en nuestro
estudio es de 20,33. La principal diferencia radica en los valores de piruvato,
considerablemente méas bajos en nuestro estudio (solo 3/18 muestras presentan valores
por encima de 0,1 mM/L, con valor maximo de 0,151 mM/L). Mientras que Sugi y col.
(1975) obtuvieron valores medios de piruvato de 0,327 mMJ/L, nuestro valor medio es
de 0,057 mMI/L.

El ratio L/P es considerado un marcador del estado de éxido-reduccion celular.
Los niveles de piruvato disminuyen cuando aumenta la demanda de lactato como
sustrato energético, ya que el piruvato es utilizado por la LDH para convertir el piruvato
citosélico en L-lactato (Benoist y col. 2003). En nuestro estudio, el ratio L/P presenta un
rango de 6,11 a 161, con media de 44,247 y mediana de 20,332. Los sujetos con ratio
L/P mas altos (161 - 128,18 - 105,38) presentan valores de lactato normales (1,61 - 1,41
- 1,37 mMI/L, respectivamente) con valores de piruvato muy bajos (0,01 - 0,011 - 0,013
mMJ/L, respectivamente). Al igual que en Miyazaki y col. (1998), los sujetos que
presentaron ratio L/P elevado, con valores normales de lactato y piruvato en LCR,
fueron considerados normales. Esto se debe a la ausencia de estudios que evallen las
alteraciones del metabolismo del piruvato en este sentido (i.e. alteraciones metabolicas

hacia la disminucion de produccion de piruvato). Las alteraciones conocidas en el
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metabolismo del piruvato, derivadas principalmente de las alteraciones de las enzimas
PK, LDH, ALT y transportadores mitocondriales, producen la elevacion de los niveles
de piruvato ya que éste no puede ser empleado para producir energia. Solo en el caso de
las alteraciones de la PK se van a producir disminuciones en los niveles de piruvato,
sobre todo en células que carecen de mitocondria, como los eritrocitos. En este caso, el
piruvato disminuird solo en el eritrocito, pero los niveles sistémicos de piruvato se
mantendrdn normales (Gray y Tompkins 2014). Los niveles de piruvato en sangre
pueden verse afectados por el ejercicio fisico intenso y extenuante. Cuando la
fosforilacion oxidativa resulta insuficiente para mantener la alta demanda de energia en
el musculo, el piruvato es transformado en lactato por la LDH para producir energia,
disminuyendo las reservas de piruvato de forma transitoria (Travassos y col. 2018). En
nuestro estudio, ninguno de los sujetos fue sometido a ejercicio fisico previo a la
extraccion de LCR, mientras que los niveles medios de lactato (1,809 mM/L) y piruvato

(0,162 mM/L) en sangre se mantuvieron dentro de los rangos de referencia.

El ratio L/P en sangre (11,16) quedd muy por debajo del obtenido en LCR
(44,247). Esto demuestra que a pesar de que los valores de lactato son méas altos en
suero que en LCR (como consecuencia de la permeabilidad selectiva de la BHE al
lactato), el elevado ratio L/P en LCR es consecuencia de los bajos valores de piruvato
obtenidos en nuestro estudio con respecto a trabajos previos. Aunque en medicina
humana se han establecido los valores de lactato, piruvato y su ratio en LCR [Vamosi y
col. 1982, Leen y col. 2012, Zhang y Natowicz (2013)], a conocimiento del autor, no
hay articulos que determinen el rango fisioldgico del ratio L/P en LCR en el perro.
Nuestros datos han sido obtenidos de animales sanos, sin alteraciones en las analiticas
previas al estudio, sin enfermedades diagnosticadas y bajo condiciones de anestesia
controladas que aseguran la correcta oxigenacion del paciente en todo momento. Por lo
tanto, habiendo descartado que el ratio L/P elevado se deba a procesos de hipoxia o
isquemia cerebral, hay que considerar que es posible que el ratio L/P en el perro de raza

Beagle sea mas elevado (44,24) que el publicado en estudios de medicina humana.

Entre los factores técnicos que pueden afectar a la concentracion de lactato y
piruvato en LCR, encontramos la conservacion de las muestras y la posible
contaminacion con eritrocitos. La concentracion de lactato en LCR parece no afectarse
por la conservacion en frio (Lébert y col. 2003). No obstante, en estudios previos

(Pugliese y col. 2005, Mariani y col. 2019), se emplean tubos crioprotectores para llevar
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a cabo la congelacion de las muestras a -20°C o -80°C inmediatamente después de la
obtencidon. Recientemente, Nye y Mariani (2018), han desarrollado un medidor portatil
de lactato en LCR en el perro con el objetivo de evitar las variaciones de lactato en
funcién del método y tiempo de conservacion. En su estudio se valida el lactatometro
tomando mediciones en muestras de LCR en fresco, a -20°C y a -80°C. Los autores
concluyen que, aunque se recomienden las mediciones de lactato en fresco para evitar el
deterioro de la muestra, las mediciones llevadas a cabo en congelacion sufren solo
pequefias variaciones que pueden ser aceptables. En nuestro estudio, las muestras fueron
almacenadas en tubos Eppendorf a -20°C durante 5 dias. Los globulos rojos en LCR
pueden causar un incremento significativo de la concentracion de lactato (Venkatesh y
col. 2003). Si la presencia de eritrocitos en LCR no forma parte de un proceso
patoldgico, normalmente la contaminacion con globulos rojos sera iatrogénica (Di
Terlizzi y Platt 2009). Esta contaminacion de las muestras se relaciona con el aumento
significativo de los niveles de lactato, por lo que las muestras con valores superiores a
200 eritrocitos/pl o con un recuento desconocido deben ser excluidas de los estudios por
la elevada probabilidad de sobreexpresion de lactato (Leen y col. 2012). En nuestro
estudio, todas las muestras fueron de color claro y transparentes, con recuentos de

glébulos rojos por debajo de 200 eritrocitos/pl.
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ESTUDIO 2

Galan A, Carletti BE, Morgaz J, Granados MM, Mesa |, Navarrete R, Lombardo R,
Martinez CM, Martin-Suarez EM. (2014) Comparative study of select biochemical
markers in cerebrospinal fluid of healthy dogs before and after treatment with
nutraceuticals. Vet Clin Pathol 43(1), 72-77.

El declive de las funciones cognitivas asociadas a la edad, tanto en personas como en
perros, puede ser ralentizado mediante el empleo de suplementos nutricionales o
modificaciones en la dieta (Heath 2007, Head 2011). Se han empleado antioxidantes,
vitaminas, &cidos grasos de cadena larga y diferentes NCs pero el efecto real de este tipo
de suplementacion en el MEC es poco conocido. En el estudio de Heath y col. (2007) se
sometieron a un tratamiento de 42 dias de duracion con nutracéutico (Aktivait®) a un
grupo de perros con SDCC. Mediante la realizacion de test cognitivos observaron una
clara mejoria de la sintomatologia; sin embargo, no realizaron ningun tipo de medicién
analitica con valor objetivo. En nuestro estudio, llevamos a cabo un tratamiento con
Aktivait® de 50 dias, midiendo diferentes parametros tanto en LCR (PT, RCN, RGR,
glucosa, lactato, piruvato, ratio L/P, Na*, K* y CI"), como en sangre (hemograma,

bioguimica sérica (incluyendo ALT, ALP, urea, creatininay PT) y Na*, K" y CI).

En nuestro estudio, los valores en LCR de glucosa, lactato, piruvato y
electrolitos se mantuvieron dentro de los rangos de referencia durante todo el estudio
(Benoist y col. 2003, Pugliese y col. 2005, Di Terlizzi y Platt 2006). No obstante, los
valores de glucosa y Na" mostraron un aumento estadisticamente significativo tras el
tratamiento con Aktivait®, pasando de 59 mg/dL a 73 mg/dL en el caso de la glucosa (P
=0,009) y de 151 mM/L a 160 mM/L en el caso del Na* (P = 0,026).

El Na"es el electrolito mas abundante en el LCR y el mayor constituyente de la
osmolaridad. Guarda una correlacion directa con su concentracion en plasma (Di
Terlizzi y Platt 2006, Damkier y col. 2013). La concentracion de Na* en LCR depende
de la bomba Na'-K*-ATPasa, el cotransportador Na'-HCOs3 y la ruta paracelular
(Hladky y Barrand 2016). La bomba Na'-K*-ATPasa es la encargada de mantener el
potencial de membrana y esta funcion consume algo méas del 50% de la energia

generada en el SNC. Por consiguiente, cualquier patologia que afecte tanto a los niveles
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de Na* por un lado, como al metabolismo energético por otro, generara desordenes

neurolégicos de diversa indole (Klein y Cunningham 2013).

En el estudio de Pugliese y col. (2005) se obtuvieron niveles de Na* similares en
los 3 grupos (154,60 - 153,56 - 153,80 mM/L), frente a los 151 mM/L obtenidos en
nuestro estudio antes del Aktivait® y los 160 mM/L tras el Aktivait®. La alteracion en
los niveles de glucosa, lactato, piruvato y glutamato se relacionan con la aparicion y
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en personas (Parnetti y col. 1995, Leen y col.
2012, Liguori y col. 2015, Ribeiro y col. 2017). La formacion de placas B-amiloide y los
enredos proteicos de neurofilamentos conllevan la alteracion del correcto
funcionamiento mitocondrial y homeostasis del Ca*?, desencadenando en la muerte
celular (Guglielmotto y col. 2010). En el estudio de Pugliese y col. (2005) se observo el
aumento de los niveles de lactato (3,05 mM/L) y piruvato (0,29 mM/L) en el grupo con
déficits cognitivos severos, el aumento no significativo de los niveles de glucosa (80,71
mg/dL) y el aumento significativo de los niveles de K (3,24 mM/L). Estos datos en el
grupo cognitivamente mas afectado implican que hay una reduccion del metabolismo
oxidativo de la glucosa y un consecuente aumento del metabolismo anaerébico para
producir lactato y piruvato como fuentes de energia. El aumento de los niveles de K* en
LCR se explica por el defecto de la bomba Na'-K*-ATPasa, que al no presentar energia
suficiente, no realiza el intercambio Na'-K* dependiente de ATP, con el consecuente
acumulo de K* extracelular. En nuestro estudio observamos un aumento significativo de
los niveles de Na* sin cambios resefiables en los niveles de K*. La suplementacion con
DHA y EPA, presentes en el Aktivait®, se ha relacionado con la normalizacion de la
incorporacion de acidos grasos en las membranas fosfolipidicas y con la restauracion
parcial de la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa en diferentes regiones del encéfalo
en ratas (Kumosani y Moselhy 2011). Por lo tanto, no se puede descartar una accion

directa del Aktivait® en la mejora de la funcionalidad de la bomba Na*-K*-ATPasa.

En nuestro estudio se observa como los niveles de Na* aumentan tanto en LCR
como en suero (de 141 a 149 mM/L) tras 50 dias de tratamiento con Aktivait®. Los
niveles de CI" en suero también aumentan de forma significativa y, aunque en LCR no,
si que se observa una tendencia al alza. En base a que los niveles de Na" y CI se
relacionan directamente con el estado de hidratacion, los cambios en la ingesta o
pérdida de fluidos pueden haber afectado a los niveles plasmaticos y a los niveles en

LCR de ambos electrolitos. Aunque la concentracion de proteinas séricas no
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experimento cambios tras el tratamiento, si que hay una ligera elevacion del hematocrito
[sin significancia estadistica (P = 0,273)], por lo que una ligera deshidratacion puede
haber afectado a estos valores. El tiempo de privacion de agua antes de la anestesia fue
similar en ambas ocasiones. No obstante, las diferencias de temperatura ambiental (de
14-20°C en la primera anestesia frente a 19-24°C en la segunda) pueden ser la causa de

esa ligera deshidratacion.

La glucosa llega al LCR por difusién o transporte facilitado desde la sangre. Su
concentracion en LCR es de aproximadamente el 60-80% de la glucosa en sangre por lo
que los niveles fisiologicos de glucosa en LCR van a depender directamente de la
glucemia, del ratio metabolico cerebral y del grado de saturacién de los transportadores
de glucosa (Di Terlizzi y Platt 2006. Jaggy 2010). En este estudio, apreciamos un
aumento significativo de la concentracion de glucosa en LCR tras el tratamiento con
Aktivait®, pero no se observan cambios en los niveles de glucosa en sangre. Antes de
iniciar el tratamiento, la glucosa en LCR representaba el 75,6% de la glucemia, el cual
esta dentro del rango fisiol6gico descrito (60-80%). Tras el tratamiento, la glucorraquia
sube hasta el 83,9% del valor de glucosa en sangre. Atendiendo a estos valores,
podemos decir que el aumento significativo de glucosa en LCR no se debe en exclusiva
al aumento de la glucosa en sangre. En situaciones de hipoglucemia, la glucosa pasara
rapidamente a LCR, mientras que en casos de hiperglucemia, los transportadores se
saturan y limitan la entrada de glucosa a través de la BHE (Di Terlizzi y Platt 2006). El
aumento o disminucion del consumo de glucosa por el tejido neuronal influye de forma
directa en los niveles de glucorraquia. Los procesos inflamatorios, infecciosos o crisis
convulsivas desencadenan un mayor consumo de glucosa y por lo tanto, una reduccion
en sus niveles en LCR. Por otro lado, la hipotermia severa, el estado comatoso o los
agentes anestésicos pueden actuar disminuyendo el metabolismo cerebral, reduciendo el
consumo de glucosa y provocando su aumento en LCR (Jaggy 2010). Todos los
animales incluidos en el estudio eran animales sanos, sin ninguna patologia detectada en
el examen pre-anestesico. Aunque las muestras fueron obtenidas bajo las mismas
condiciones anestésicas, tanto antes como después del tratamiento, el propofol e
isofluorano pueden haber contribuido al aumento de los niveles de glucosa en LCR al
disminuir el ratio metabdlico cerebral (Miller 2015). No obstante, el aumento de la
glucorraquia tras el tratamiento puede guardar relacion con una mejora en el MEC como

consecuencia de la suplementacion con NC. Los componentes del Aktivait®, vitaminas,
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PUFA, NAC y CoQ10 entre otros, contribuyen a mejorar la estabilidad de las
membranas neuronales y la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa (Heath y col. 2007,
Martin y col. 2011, Dahms y col. 2016, Sarmiento y col. 2016, Weiser y col. 2016). La
mejora en el metabolismo oxidativo neuronal provoca la reduccion en la captacion de
glucosa por los astrocitos para producir lactato (Pugliese y col. 2005). De esta manera,
hay una mayor biodisponibilidad de la glucosa para ser captada por las neuronas con el
objetivo de producir energia.

El lactato ha sido considerado como un marcador de hipoxia tisular y como un
factor pronostico negativo cuando sus valores plasmaticos suben por encima de 6 mM/L
(Silverstein y Hopper 2015). Actualmente, se le adjudica un efecto neuroprotector a
nivel del SNC (Pugliese y col. 2005). En condiciones patolégicas, en las que se produce
una liberacion masiva de glutamato, despolarizacion generalizada y excitotoxicidad
mediada por el exceso de Ca*? intracelular, se produce una adaptacién de las rutas
metabolicas. Por un lado, se inhibe la enzima glutaminasa y por otro lado, se activa la
LDH para producir lactato con el que se pueda producir energia por parte de las
neuronas. Por esta razon, el lactato en situaciones de alta demanda energética neuronal
se considera neuroprotector al permitir el funcionamiento de todo el tejido nervioso
(Loaiza y col. 2003, Gladden 2004). La disminucion significativa del lactato (P = 0,016)
junto con el aumento de los niveles de glucosa (P = 0.009) en LCR y el aumento no
significativo (P = 0,6) del lactato en sangre tras el tratamiento con Aktivait® pueden
reflejar la presencia y mejora de un metabolismo cerebral oxidativo. Ya que las
concentraciones de lactato en LCR son independientes a las del plasma (el lactato en pH
fisiolégico se encuentra en su forma ionizada y no atraviesa la BHE) y dependen
directamente de su ratio de produccion en tejido nervioso (Pang y Boysen 2007), la
reduccion de la produccién de lactato como fuente de energia y el aumento de la
disponibilidad de la glucosa en LCR reflejan la mejora en el metabolismo oxidativo

neuronal tras la administracion de NC.

El ratio L/P refleja de forma real el estado oxidativo del encéfalo y es
considerado un biomarcador citosolico del estado de 6xido-reduccion (NADH/NAD™)
(Benoist y col. 2003). Existe una fuerte correlacion en el metabolismo de la glucosa,
lactato y piruvato, de manera que en estados de hipoglucemia, el lactato tiende a
aumentar y el piruvato a disminuir. Debido a ello, el ratio L/P se hace mayor cuanto

mayor sea la diferencia entre lactato y piruvato. El ratio L/P es considerado un marcador
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de hipoxia y glucolisis anaerobia (Day y col. 2000). En el estudio de Day y col. (2000)
se encontraron valores de ratio L/P en sangre venosa significativamente mas altos en los
pacientes contagiados de malaria con peor prondstico. Jacobson y Lobetti (2005)
observaron resultados parecidos en perros con babesiosis, siendo peor el desenlace en
los pacientes que presentaron niveles mas bajos de glucemia (2 mM/L) y ratios L/P en
sangre mas altos (31,7+14,6). Nuestro estudio muestra resultados similares, observando
el valor medio del ratio L/P en LCR mas alto (16,2) antes del tratamiento, con valores
de glucosa de 59 mg/dl. Tras el tratamiento, el ratio L/P baja a 9,9 (P = 0,05) y la
glucosa sube a 73 mg/dl, sugiriendo de esta manera la mejora en el metabolismo
oxidativo cerebral tras el empleo de NC. En el estudio de Sugi y col. (1975) se observo
cémo el lactato aumentaba y el piruvato disminuia progresivamente en LCR tras varias
horas de la induccion de hemorragia cerebral. En consecuencia, el ratio L/P en LCR
aumento de forma progresiva evidenciando el estado anaerdbico presente en el encéfalo.
En el estudio de Pugliese y col. (2005) obtuvieron ratios L/P en LCR muy similares en
los 3 grupos de estudio. A conocimiento del autor, el rango de referencia para el ratio
L/P en LCR no ha sido establecido en base a estudios poblacionales. Los valores de
referencia para el ratio L/P en LCR que disponemos han sido obtenidos de estudios
clinicos con escaso nimero de pacientes y en base a grupos de estudio con diversas
patologias (Sugi y col. 1975, Pugliese y col. 2005). Otros trabajos aportan valores de
referencia para el ratio L/P en sangre venosa (Day y col. 2000, Jacobson y Lobetti
2005). Resulta necesario realizar mas estudios basales en medicina veterinaria para

poder establecer los niveles fisioldgicos de lactato, piruvato y ratio L/P en el perro.

La concentracion sérica de creatinina en nuestro estudio (1 mg/dl antes del
tratamiento y 0,6 mg/dl tras el tratamiento) disminuy6 significativamente (P = 0,007)
tras la suplementacién con Aktivait®. Nuestros datos concuerdan con los obtenidos en
el estudio en medicina humana de Lauretani y col. (2009), en el que se observo la
disminucion de creatinina sérica en pacientes con un suplemento de PUFA en su dieta.
La suplementacion con este tipo de &cidos grasos retrasa el avance de la enfermedad
renal cronica gracias a los efectos antiinflamatorios que presentan, reduciendo el 6xido
nitrico, el FNT-a y la proteina kinasa (Lauretani y col. 2009). La mejora en la funcion
renal es también analizada por Hall y col. (2015). En este estudio observan que los
perros con dietas suplementadas con lipidos funcionales (aceites de pescado), acido

lipoico, carnitina y mayores cantidades de frutas y verduras (ricas en antioxidantes y
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vitaminas), mejoraron su tasa de filtracion glomerular, retrasando el avance de la
enfermedad renal crénica. Por lo tanto, la disminucion significativa de los niveles de
creatinina en nuestro estudio pueden estar relacionados con los efectos antioxidantes y

antiinflamatorios de los componentes del Aktivait®.
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ESTUDIO 3

Seisdedos A, Galan A, Carletti B, Quirds S, Funes F, Martin EM, Dominguez JM,
Gbémez R, Granados MM. (2019) Anesthetic effects of isoflurane and propofol on
cerebrospinal fluid biochemical markers in healthy dogs. Vet Clin Pathol 48(2),
270-275.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran la fluctuacion sufrida por los
niveles de lactato en LCR, tanto en funcion del agente anestésico empleado, como en
relacion al tiempo de extraccion de la muestra. A los 15 minutos de la induccién
anestésica (TO) no se observan fluctuaciones en los niveles de lactato, ni en el grupo
anestesiado con propofol (1,4 mMJ/L), ni en el anestesiado con isofluorano (1,43
mM/L). No obstante, a las 3 horas de la induccién anestésica (T3), podemos observar
una disminucidn significativa de los niveles de lactato en el grupo-Propo (1,02 mM/L),
mientras que por otro lado, observamos una tendencia a aumentar en los niveles de
lactato en el grupo-Iso (1,58 mMY/L). Resultados similares obtuvieron Horn y Klein
(2010) en su estudio de microdialisis en ratas. En su estudio se hallaron niveles de
lactato més altos tanto en LCR como en cortes histolégicos de encéfalo in vitro al
exponerlos a isofluorano. El aumento fue dosis-dependiente, obteniendo valores
significativamente mas altos en los sujetos con un Et del 2% en comparacion con los del
Et al 1%. Los anestésicos volatiles provocan un aumento dosis-dependiente de los
niveles de lactato en LCR en perros, mientras que los anestésicos inyectables no
provocan variaciones (Sobbeler y col. 2018). En nuestro estudio mantenemos un Et del
1,3-1,5%, lo que puede justificar que no hayamos obtenido una mayor diferencia en los
niveles de lactato en LCR tras la exposicion al isofluorano, en comparacion con los

resultados obtenidos por Horn y Klein (2010).

Actualmente, todavia se desconoce el mecanismo por el cual el isofluorano, y
otros agentes anestésicos volatiles, provocan la elevacion de los niveles de lactato. La
hipoxia cerebral cursa con la elevacion de los niveles de lactato y glutamato en LCR y
una disminucion dréastica de la glucosa (Kiewert y col. 2010). Sin embargo, los valores
medios de saturacion arterial de oxigeno obtenidos en el grupo-Iso (TO: 99,6 y T3:
99,7), de glucosa (T0: 104 mg/dL y T3: 105 mg/dL) y de glutamato (TO: 8,89 mM/L y
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T3: 11,20 mM/L) no reflejan periodos de hipoxia durante la anestesia, por lo que la
hipoxia tisular no parece justificar la elevacion de los niveles de lactato en LCR
encontrados en nuestro trabajo. Los estudios llevados a cabo en las dos Gltimas décadas
(Muravchik y Levy 2006, Horn y Klein 2010, Sobbeler y col. 2018, Demine y col.
2019, Nicholatos y col. 2019) ponen de manifiesto el efecto de los anestésicos volatiles
en la produccion intratecal de lactato, deprimiendo la respiracion mitocondrial y
promoviendo el desacople mitocondrial. Estos mecanismos, en condiciones controladas,

pueden actuar de forma neuroprotectora frente a la excesiva produccion de RL.

Muravchick y Levy (2006), en su revision sobre las implicaciones clinicas de la
disfuncion mitocondrial, describieron que el propofol disminuye el consumo de oxigeno
y la produccion de ATP en los sinaptosomas encefalicos. El propofol inhibe el complejo
| de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, evitando el transporte de
electrones para la produccion de ATP. En relacién a este concepto, el propofol es
considerado por tanto un agente neuroprotector, disminuyendo el metabolismo
oxidativo a nivel neuronal, reduciendo la formacion de RL y por lo tanto, promoviendo
la formacion de ATP a partir del lactato. En el estudio de Sobbeler y col. (2018), los
datos mostraron que los anestésicos inyectables no interfieren en la formacion de
lactato. Sin embargo, nuestros datos reflejan una reduccion significativa de los niveles
de lactato en el grupo-Propo a las 3 horas de la induccién anestésica, mientras que no
existen variaciones en TO entre grupos. Estos resultados sugieren que las variaciones de
determinados biomarcadores del MEC no son solo dosis-dependientes (como
demuestran estudios previos como los de Horn y Klein 2010 o Sobbeler y col. 2018)
sino también tiempo-dependientes. Por lo tanto, el momento de extraccién de LCR debe

ser tenido en cuenta, al igual que el agente anestésico empleado.

Los niveles de lactato que hemos obtenido en plasma en el grupo-Iso son mas
elevados en comparacion con los niveles en LCR, tanto en TO (2,04 mM/L en plasma
frente a 1,43 mM/L en LCR) como en T3 (1,98 mM/L en plasma frente a 1,58 mM/L).
Sin embargo, Horn y Klein (2010) encontraron niveles de lactato en LCR al menos dos
veces mas altos que en sangre. No ocurre lo mismo con los niveles de lactato
encontrados en nuestro estudio en el grupo-Propo, donde los valores medios son muy
similares en plasma y LCR tanto en TO (1,36 mM/L en plasma frente a 1,40 mM/L)
como en T3 (1,16 mM/L en plasma frente a 1,02 mM/L). Nuestros datos en el grupo-

Propo reflejan similitudes con los estudios de Caines y col. (2013) y Sobbeler y col.
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(2018), donde no se encontraron cambios significativos en el lactato en LCR frente al
valor plasmético. En sus estudios, emplean protocolos anestésicos diferentes en cada
grupo, lo que dificulta el poder establecer un nivel de correlacion significativo entre los
datos. No obstante, los sujetos que fueron anestesiados con isofluorano, mantuvieron un
Et todavia méas bajo que en nuestro estudio (0,66-1,17%), por lo que la elevacion del
lactato en LCR como consecuencia de la exposicion a isofluorano fue limitada. En el
estudio de Caines y col. (2013) ademas utilizaron varios tiempos de extracciéon de LCR
en funcion del grupo. EI momento de extraccion varié entre los 15 minutos post-
induccion en el grupo de cirugia y las 2,5 £ 0,45 h en el grupo de perros sanos. Como
podemos observar en nuestro estudio, el momento de extraccion de LCR influye en la
concentracion de lactato, por lo que los datos aportados por Caines y col. (2013) deben
ser interpretados con cautela. En el trabajo de Witsberger y col. (2012), al igual que en
nuestro estudio, obtuvieron valores plasmaticos de lactato (Mediana: 1,6 mM/L, Rango:
0,18-7,59 mM/L) mayores que en LCR (Mediana: 1,32 mM/L, Rango: 0,81-1,99
mM/L). En su estudio incluyeron pacientes con hernia discal intervertebral que ya
habian sido sometidos a diferentes tratamientos (corticoides, AINEs y analgésicos) y no
detallan el protocolo anestésico empleado. Los autores no consiguieron relacionar los
niveles de lactato en LCR con hernia discal, ya que no encontraron diferencias entre el
grupo control y el grupo a estudio. Aunque nuestros resultados se asemejan a otros
previamente publicados, la diversidad de estudios, patologias estudiadas, protocolos
anestésicos empleados y tratamientos utilizados, ponen de manifiesto la necesidad de
realizar estudios poblacionales con un elevado tamafio muestral para establecer rangos
fisiologicos de lactato y sus variaciones en funcion del agente anestésico empleado y el

momento de extraccion.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo sobre la concentracion de glutamato
en LCR se acercan mas a los valores fisiologicos encontrados en LCR en personas
(Danbolt 2001, Featherstone y Shippy 2008) que a los hallados en otros estudios de
medicina veterinaria (Butterwoth y col. 1997, Olby y col. 1999, Pham y col. 2008,
Creevy y col. 2013).

En medicina humana, los niveles de glutamato en LCR de personas sanas se ha
establecido en torno a 8 umol/L de media y un rango de 3-10 pumol/L (Featherstone y
Shippy 2008, Cooper y Jeitner 2016). En el trabajo de Creevy y col. (2013) sobre
niveles de glutamato y GABA en LCR en perros con epilepsia idiopética (EI), hallaron
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niveles de glutamato en el grupo control muy por debajo de los obtenidos en nuestro
estudio (1,22 umol/L en Creevy y col. (2013) frente a 8,89 umol/L en TO en el grupo-
Iso y 10,7 umol/L en TO en el grupo-Propo). Ademas, los otros dos grupos de su estudio
(un grupo con EI sin cambios en la RM y otro grupo con EIl con cambios en RM)
mostraron niveles de glutamato (6,89 umol/L y 8,5 pmol/L respectivamente) cercanos a

los de nuestro estudio, pero ain con valores medios mas bajos.

Aungue la concentracion de glutamato aumenta en las muestras almacenadas a
temperatura ambiente (Creevy y col. 2013), nuestras muestras fueron congeladas a una
temperatura de -20°C antes de que transcurrieran 5 minutos de la extraccion, por lo que
el tiempo que han pasado a temperatura ambiente ha podido tener muy poca relevancia
en los niveles de glutamato. En su trabajo, Creevy y col. (2013) mantuvieron las
muestras almacenadas a -80°C y éstas son estables durante al menos 9 meses. No
obstante, no se conoce cuanto tiempo permanece estable el glutamato en muestras
almacenadas a -20°C, por lo que las diferencias encontradas entre ambos estudios
pueden guardar relacién con el modo de conservacion de las muestras. En su trabajo, de
caracter retrospectivo, no especifican el tiempo de almacenamiento de las muestras
utilizadas, por lo que no podemos saber si la concentracién de glutamato ha podido
sufrir alteraciones en muestras que hayan sido almacenadas durante mas de 9 meses. Al
igual que en el estudio de Creevy y col. (2013), en el trabajo de Butterworth y col.
(1997) se registraron valores medios de glutamato en LCR muy inferiores en el grupo
control (1,4 umol/L) a los obtenidos por nuestro grupo de trabajo. En este estudio, los
autores llevaron a cabo el analisis de las muestras de LCR de forma inmediata tras la
extraccion, por lo que redujeron asi el riesgo de aumento de los niveles de glutamato por
la conservacion de las muestras. En Butterworth y col. (1997), la extraccion de LCR se
llevé a cabo tras la induccion anestésica, antes de la intervencion quirdrgica, mientras
que en el estudio de Creevy y col. (2013) no se especifico el momento de extraccion al
tratarse de un estudio retrospectivo. Los resultados obtenidos en nuestro estudio no
muestran diferencias significativas ni en relacion al momento de extraccion del LCR ni

al agente anestésico utilizado.

En el estudio de McEwen y col. (2015) se reflejo la elevacion de los niveles de
glutamato extracelular en respuesta a momentos de estrés agudo en animales no
adrenalectomizados, sugiriendo una fuerte relacion entre la liberacién de

neurotransmisores excitatorios y el mantenimiento de una adecuada capacidad de
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respuesta al estrés. Los sujetos empleados en nuestro estudio fueron animales sanos, sin
patologias conocidas, por lo que la ausencia de farmacos sedantes en nuestro protocolo
anestésico ha podido generar la liberacion fisioldgica de glutamato en respuesta al estrés
del procedimiento. Esto podria justificar los niveles anormalmente altos de glutamato en
LCR obtenidos en nuestro estudio en comparacion con estudios previos. En
consecuencia, dado el elevado nimero de patologias diferentes en las que se ha
evaluado el nivel de glutamato en LCR, resulta necesario realizar estudios méas amplios,
con criterios unificados, con vistas a esclarecer el rango fisiologico de glutamato en el
LCR del perro.

Los valores de piruvato no presentan diferencias significativas ni entre el
momento de extraccion ni en relacion al agente anestésico. Sin embargo, el valor en TO
en el grupo-Propo es 10 veces mayor al valor en TO en el grupo-Iso, mientras que en T3
el valor se triplica en el grupo-Propo. En ambos grupos se observa una tendencia a
aumentar el valor de piruvato con el paso del tiempo. El ratio L/P presenta valores
considerablemente mas altos en el grupo-Iso (TO: 143; T3: 39,5), frente al grupo-Propo
(TO: 14; T3: 8,5). Aunque el ratio L/P es indicativo del estado de 6xido-reduccién del
encéfalo, gracias a la monitorizacion de los sujetos, podemos afirmar que no sufrieron
momentos de hipoxia tisular, por lo que atribuimos la reducciéon de los valores de
piruvato en gran medida al isofluorano. Los valores més bajos de piruvato se obtienen a
los 15 minutos de la induccion anestésica con isofluorano, tendiendo a estabilizarse con
el paso del tiempo. La induccion con mascarilla, necesaria en animales que no llevan
premedicacion anestésica, puede suponer un procedimiento estresante en animales sanos
sin depresion del estado mental. En el trabajo de Mutoh y col. (2001) se evidenci6 un
aumento significativo de la frecuencia cardiaca y de las presiones arteriales en perros
inducidos con mascarilla con isofluorano o sevofluorano durante los primeros minutos.
La liberacion de glutamato en respuesta al estrés va a propiciar la adaptacion de las
rutas metabdlicas, activando la LDH para producir lactato a partir del piruvato con el
objetivo de generar energia en forma de ATP (Loaiza y col. 2003, Gladden 2004,
Pugliese y col. 2005) y provocando el desacople mitocondrial para proteger a la neurona
del exceso de radicales libres (Nicholatos y col. 2019). La reduccién de los niveles de
piruvato en el grupo-Iso, junto a la presencia de valores mas altos de lactato en el grupo-

Iso con respecto al grupo-Propo tanto en TO como en T3, hace posible que el efecto
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neuroprotector del isofluorano en el SNC pueda ser la justificacion de los datos

obtenidos.

Nuestros datos reflejan valores de piruvato por debajo de los publicados en
estudios previos (Sugi y Fujishima 1975, Yin y col. 2001, Pugliese y col. 2005). En los
3 estudios emplean protocolos anestésicos diferentes dado que el objetivo no fue
evaluar el efecto de los agentes anestesicos sobre el MEC. En el estudio de Sugi y
Fujishima (1975) emplearon pentobarbital y galamina, Yin y col (2001) utilizaron
tiopental y Pugliese y col. (2005) anestesiaron a los animales con diacepam y tiopental.
Ademas, emplearon métodos analiticos diferentes, por lo que la comparacion de

resultados puede inducir a error.

Nuestros datos reflejan aumentos muy marcados de los niveles de glucosa en
sangre y LCR tanto en TO como en T3 en ambos grupos (Tabla 1), en comparacién con
estudios anteriores (Yin y col. 2002, Pugliese y col. 2005, Leen y col. 2012, Galan y
col. 2014). A pesar de ello, los niveles de glucosa no sufren variaciones significativas en
funcién del agente anestésico empleado ni del momento de extraccion. Dado que los
niveles de glucosa en LCR dependen en gran medida de la glucemia, observamos que el
aumento de glucosa en LCR va en concordancia con el aumento en sangre, ya que en 3
de los 4 grupos, esta se mantiene dentro del 60-80% del valor de glucosa sanguinea.
Como podemos apreciar en estudios previos (Horn y Klein 2010), los anestésicos
volatiles no provocan variaciones significativas de glucosa en LCR en ratas. En perros,
los valores de glucosa en plasma aumentan significativamente con el uso de isofluorano,
sevofluorano y alfaxolona, mientras que descienden con el propofol (Sobbeler y col.
2018). Este ultimo estudio obtuvo valores basales de glucosa en sangre de 95,3 mg/dL,
aumentando de forma significativa con mayores concentraciones de isofluorano (108,1
mg/dL). Aunque el isofluorano pueda aumentar el nivel de glucemia de forma dosis-
dependiente, los valores netamente mas altos que obtenemos en nuestro estudio parecen
ser debidos al efecto conjunto que puedan ejercer los agentes anestésicos y al hecho de
no haber empleado farmacos preanestésicos. La premedicacion anestésica es necesaria
en pacientes ASA I-111 con el objetivo de disminuir la ansiedad, facilitar la induccion
anestésica, y para disminuir las dosis de farmacos necesarias para poder intubar al
paciente (Dugdale 2010). El cortisol, liberado como respuesta al estrés, activa procesos
catabodlicos y la movilizacion de reservas energéticas, provocando la gluconeogénesis,

lipolisis y protedlisis (Chmelikova y col. 2019). En el estudio de Kim y col. (2010) se
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pone de manifiesto la elevacion de los niveles de cortisol en perros salvajes capturados
sin emplear ningun sedante frente al grupo en el que emplearon alprazolam, en el que
obtienen una disminucidn significativa de los niveles de cortisol. Aunque no tenemos
mediciones de cortisol, el estrés generado por la induccion sin premedicacion puede ser

la causa de la ligera hiperglucemia observada en nuestro estudio.

Los valores de Na*, K*, CI" y Ca* iénico en LCR no sufrieron variaciones
significativas a lo largo del estudio, ni en relacion al agente anestésico empleado ni en
funcién del momento de extraccion del LCR. Los niveles de electrolitos en LCR y
sangre son ligeramente diferentes, ya que el transporte desde la sangre a LCR y
viceversa se produce mediante transportadores dependientes de ATP a nivel de BHE,
barrera sangre-LCR vy plexos coroideos (Di Terlizzi y Platt 2006, Damkier y col 2013,
Silverstein 2015, Hladky y Barrand 2016). Los agentes anestésicos empleados en
nuestro estudio no influyen en la homeostasis electrolitica, ya que no alteran la funcion
de las bombas Na'-K*-ATPasa, Ca**>-ATPasa, ni los canales iénicos transmembrana. El
Na’ y el CI', tanto a nivel sérico como en LCR, dependen en gran medida del estado de
hidratacion. En nuestro estudio, en base tanto a la exploracion preanestésica (frecuencia
cardiaca, tiempo de relleno capilar, coloracion de las mucosas y pliegue cutaneo) como
a los resultados analiticos (tanto el hematocrito como las proteinas totales en todos los
animales estaban dentro del rango fisioldgico), ninguno de los animales presento
deshidratacion y durante la anestesia todos fueron mantenidos con fluidoterapia
balanceada (ringer lactato) durante las 3 horas de duracion de la anestesia.

Los niveles fisiolégicos de Ca*? idnico en LCR no han sido bien definidos ni en
personas ni en animales. Recientemente, en el trabajo de investigacion de Forsberg y
col. (2019) se establecieron los niveles de Ca*? total en LCR en personas sanas en 1,18
mM/L, mientras que los valores de Ca*? iénico fueron ligeramente mas bajos (1 mM/L).
En nuestro estudio, los valores de Ca*? iénico en LCR fueron muy parecidos tanto en el
grupo-Iso en TO (1 mM/L), como en T3 (0,96 mM/L), asi como en el grupo-Propo en
TO (0,97 mM/L) y en T3 (0,96 mM/L). No obstante, los valores de Ca*? iénico en
sangre fueron mas bajos (0,73-0,85 mM/L). Segun estudios como los de Di Terlizzi y
Platt (2006), Damkier y col. (2013) o Forsberg y col. (2019), los niveles de Ca*? en
LCR son independientes a los del plasma, ya que la BHE y la barrera sangre-LCR
regulan de forma activa la entrada y salida de Ca*® en el encéfalo. Los resultados

obtenidos por nuestro estudio muestran valores de Ca*? iénico en LCR superiores a los
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del plasma, por lo que una posible justificacion puede ser errores en la toma o procesado
de las muestras. Los valores de Ca*® pueden verse afectados por el tipo de dieta, tiempo
de ayuno previo a la extraccion de la muestra, edad o momento del dia en el que se lleva
a cabo la extraccion, ya que la regulacion del Ca* sigue un ritmo circadiano (Rosol y
Capen 1996). La dieta y el tiempo de ayuno fueron iguales para todos los sujetos a
estudio; sin embargo, el momento de extraccién de las muestras si oscild entre
diferentes horas del dia. Estudios como los de Ldpez y col. (2005) mostraron cambios
en los niveles de hormona paratiroidea y Ca*? iénico en funcién de la hora de extraccion
de las muestras. Los autores concluyeron que las variaciones observadas en su estudio
no deben influir en la interpretacion de los niveles de Ca*?y de hormona paratiroidea
para fines diagnosticos. Aun asi, recomiendan que la extraccion de las muestras se
realicen entre las 09:00 y las 12:00 horas para evitar variaciones asociadas al ritmo
circadiano. Las modificaciones en el pH sanguineo como consecuencia de la ingesta de
alimento reciente o de la toma de muestra en aerobiosis pueden dar lugar a que una
mayor fraccién de Ca*? iénico se una a proteinas, reduciendo su valor en sangre de
forma artefactual (Rosol y Capen 1996, Lopez y col. 2005). En nuestro estudio la toma
de muestras se realizé en anaerobiosis y la medicién de Ca* iénico se Ilevé a cabo con
la medicion del pH y temperatura sanguineos de esa misma muestra. No obstante, no se
pueden descartar errores laboratoriales que justifiquen que los valores de Ca** iénico

sean mas bajos en sangre que en LCR.

Los niveles més bajos de proteinas en LCR en comparacion con la sangre,
provocan que la fraccién de Ca*? unido a proteinas sea mas baja en LCR que en plasma.
En consecuencia, los niveles de Ca*? iénico y/o el Ca*? unido a otros solutos aumentan
en LCR para completar la suma de Ca* total. No obstante, los valores de referencia
todavia no han sido establecidos, pero se estima que el 85% del Ca*? total se encuentra

en su forma ionizada en LCR (Forsberg y col. 2019).
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ESTUDIO 4

Galan A, Seisdedos A, Carletti BE, Quirés S, Martin EM, Menor D, Granados MM.
(2020) Cisternal versus lumbar cerebrospinal fluid lactate concentration in healthy
dogs. Vet Med (Praha) 65, 297-300.

A conocimiento del autor, no existen estudios clinicos sobre las diferencias en la
concentracion de lactato en LCR, en condiciones fisioldgicas, en funcion del lugar de
extraccion (CM o CL) en el perro. Tanto en medicina humana como en medicina
veterinaria, se ha descrito un flujo rostrocaudal de determinados biomarcadores en LCR.
En el trabajo de Tarnaris y col. (2011) se describié en personas una tendencia al alza de
los niveles de lactato en CL (2,07 mM/L) frente a CM (1,71 mM/L). En medicina
veterinaria, los resultados del estudio de Vaughn y col (1988), mostraron en perros una
disminucion de determinados metabolitos (acido di-hidroxi-fenil-acético, acido
homovanilico y acido 5-hidroxindolacético) en CL con respecto a CM, mientras que los
nieles de PT fueron mas altos en CL (27,2 mg/dL) que en CM (16,1 mg/dL). En el
trabajo de Andrews y col. (1990) se observo en el caballo el aumento de los niveles de
lactato en CL con respecto a CM. En un estudio llevado a cabo en perros con
enfermedad discal toracolumbar a los que se extrajo LCR tanto de CM como de CL,
Olby y col. (1999) pusieron de manifiesto la importancia de extraer LCR caudal a la
lesion neuroldgica, como consecuencia del flujo rostrocaudal del LCR. Los autores
obtuvieron valores de glutamato dentro del rango fisiolégico en CM pero elevados en
CL. En el trabajo de Witsberger y col. (2012) se tomaron muestras de LCR en CM en
pacientes con hernia discal toracolumbar para medir lactato, entre otros biomarcadores.
Los autores no observaron cambios significativos en los valores de lactato que pudieran
ser empleados como factor prondstico de la evolucién. Posiblemente, el hecho de
obtener LCR de CM, craneal a la lesién neuroldgica, ha provocado la ausencia de
resultados significativos en el estudio de Witsberger y col. (2012). Por lo tanto, el
conocimiento de las concentraciones fisiologicas de los distintos biomarcadores del
MEC en CM y CL resulta esencial para la comprension del significado patologico que

puede tener cada biomarcador.
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En cuanto a los valores de lactato en CL, nuestro estudio aporta datos relevantes
acerca del flujo eminentemente rostro-caudal del lactato en LCR en el SNC en el perro.
Los valores medios de lactato en CL fueron de 1,58 mM/L (frente a 1,44 mMJ/L en
CM), siendo significativamente mas altos que en CM (P < 0.05). Aunque en el perro no
se ha establecido la causa por la cual la concentracion de PT y otros metabolitos es mas
alta en CL que en CM, en medicina humana, estudios como los de Fishman y col.
(1958) ponen de manifiesto el diferente grado de permeabilidad de las membranas. Las
diferentes caracteristicas del endotelio capilar, de la membrana pial-glial, del epéndimo,
de los plexos coroideos y de la membrana aracnoidea hacen que la permeabilidad de
estas barreras sea diferente en CM que en CL. La mayor permeabilidad en CL hace que
los niveles de proteinas sean mayores que en CM (Fishman y col. 1958), al igual que los
niveles de lactato son también mayores en CL (Gerber y col. 1998, Tarnaris y col.
2011).

Como observamos en Seisdedos y col. (2019), los valores de lactato obtenidos
en TO no difieren de forma significativa entre el grupo-Propo y el grupo-Iso, obteniendo
diferencias significativas s6lo en T3, a las 3 horas de la induccion anestésica. Por lo
tanto, ni el agente anestésico empleado ni el tiempo utilizado en este estudio para la
extraccion de LCR (15 minutos post-induccion) podrian haber influido en la
determinacion de los valores de lactato en CL. Aunque el reducido tamafio muestral de
nuestro estudio impide que nuestros resultados puedan ser empleados como valores de
referencia para el lactato en LCR en el perro, si podemos concluir que nuestros valores

son similares a los obtenidos en estudios anteriores en medicina humana y en caballos.

Las diferencias encontradas en cuanto a la determinacion de biomarcadores del
MEC en LCR, en funcion del lugar de extraccion, tanto en nuestro estudio como en
estudios previos (Olby y col. 1999, Tarnaris y col. 2011, Witsberger y col. 2012) genera
la necesidad de llevar a cabo estudios mas amplios para determinar el rango fisioldgico
de cada metabolito en CM y CL, asi como determinar el lugar de extraccion en funcion

de la patologia.
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Conclusiones

Las mediciones de determinados marcadores del MEC en LCR en el perro de raza
Beagle van a sufrir modificaciones asociadas a factores como el momento y el punto de
extraccion de la muestra, el protocolo anestésico utilizado y el tratamiento previo. El
veterinario debe conocer los posibles cambios que pueden sufrir los diferentes
biomarcadores con el objetivo de evitar errores en el proceso diagnéstico. Por lo tanto,

las conclusiones de esta tesis son las siguientes:

1. La determinacion de lactato, piruvato y ratio L/P en LCR de 18 perros sanos de
raza Beagle nos permite establecer las bases para la elaboracion de un rango
fisiolégico de estos biomarcadores del MEC en cisterna magna. El empleo de un
mismo protocolo anestésico en todos los perros y la utilizacion de la misma

cohorte de edad reduce el sesgo de los datos observado en estudios previos.

2. Tras 50 dias de tratamiento con nutracéuticos (Aktivait®), los valores de glucosa
y sodio en LCR aumentaron de forma significativa, mientras que los niveles de
lactato y ratio L/P descendieron. Estos datos sugieren una mejoria en el estado
oxidativo del MEC tras el tratamiento en estos perros. Las proteinas totales,

recuento celular, cloro, potasio y piruvato permanecieron sin cambios.

3. Tanto el protocolo anestésico como el momento de extraccion del LCR influyen
en la concentracion de biomarcadores del MEC. En TO no se observaron
diferencias significativas; sin embargo, en T3, en el grupo-Propo se observa una
disminucion significativa de los niveles de lactato, mientras que en el grupo-Iso
el lactato tiende a aumentar. La necesidad de anestesiar a los perros para la
extraccion de LCR vy las diferencias observadas en nuestro estudio condicionan
que se deba tener en cuenta las variaciones de biomarcadores del MEC

generadas por el agente anestésico empleado.

4. La concentracion de lactato en LCR fue mayor en las muestras obtenidas en
cisterna lumbar en comparacion con las obtenidas en cisterna cerebelomedular
en perros de raza Beagle. Estos resultados ponen de manifiesto el flujo

eminentemente rostrocaudal del LCR en el SNC en el perro.
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ABREVIATURAS




Abreviaturas

-l microlitro

-A-B: estado acido base

-acetil-CoA: acetil coenzima A

-ACTH: hormona adrenocorticotropa

-ADH: hormona antidiurética

-ADN: &cido desoxirribonucleico

-ADP: adenosil difosfato

-AE2: transporatdor especifico de membrana bicarbonato/cloro
-ALP: fosfatasa alcalina

-ALT: alanina aminotransferasa

-AMPA: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol

-ASA: american society of anesthesiologists (método de clasificacion de la gravedad de

los pacientes durante el examen preanestésico).

-AST: aspartato aminotransferasa
-ATP: adenosin trifosfato

-BHE: barrera hematoenceféalica
-Ca*% calcio

-CAM: concentracion alveolar minima
-CK: creatina kinasa

-CKA: creatina kinasa cida
-CKB: creatina kinasa basica
-CKE: creatina kinasa encefélica
-CKM: creatina kinasa muscular
-CL: cisterna lumbar

-CI": cloro

-CM: cisterna magna

-CO;,: didxido de carbono

-c0Q10: coenzima Q10
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Abreviaturas

-DHA: &cido docosahexanoico

-dL: decilitro

-D-Lactato: isdbmero dextrdgiro de lactato (sintetizado a nivel bacteriano)
-DM: desacople mitocondrial

-EDI: enfermead discal intervertebral

-El: epilepsia idiopética

-ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcion
-EPA: &cido ecoisapentanoico

-Et: end-tidal

-FNT-a: factor de necrosis tumoral alfa
-FS: fosfatidilserina

-G6F: glucosa-6-fosfato

-GABA: 4cido gamma-aminobutirico
-GDH: glutamato deshidrogenasa

-GFAP: proteina acida fibrilar glial
-GGPT: gamma glutamil transpeptidasa
-GLUS: glutamato sintetasa

-GLUTZ.: transportador de glucosa 1
-Grupo-Iso: grupo isofluorano
-Grupo-Propo: grupo propofol

-H™: atomo de hidrégeno, hidrogenion
-H,Cos: acido carbonico

-H,0: agua

-HCOj3": bicarbonato

-iIGLUR: receptor inotrépico de glutamato
-IL: interleucina

-IM: intramuscular

-IQR: Rango intercuartilico
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Abreviaturas

-1V: intravenoso

-K™: potasio

-KCC3: cotransportador de cloruro potésico

-LCR: liquido cefalorraquideo

-LDH: lactato deshidrogenasa

-LDL: lipoproteinas de baja densidad

-L-DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina

-L-Lactato: isomero levdgiro de lactato (sintetizado a nivel de las células humanas)
-MEC: metabolismo energético cerebral

-MEN: meningoencefalitis necrotizante

-mEq/L: miliequivalentes por litro

-mg/kg/min: miligramos por kilogramo por minuto

-mg: miligramo

-Mg"": magnesio

-mGLUR: receptor metabotrépico de glutamato

-ml: mililitro

-mmHg: milimetros de mercurio

-mmol/L: milimoles por litro

-mV: milivoltios

-Na": sodio

-Na'-K*-ATPasa: bomba sodio potasio atpasa

-NAC: N-acetil cisteina

-NAD": nicotinamida adenina dinucleétido forma oxidada
-NADH: nicotinamida adenina dinucleétido forma reducida
-NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
-NBCe2: cotransportador Na*-HCO5’

-NC: nutracéutico

-NFH: neurofilamento de cadena pesada
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Abreviaturas

-NFL: neurofilamento de cadena ligera

-NFM: neurofilamento de cadena media
-NMDA: N-metil-D-aspartato

-NMO: neuromielitis optica

-NSE: enolasa neuronal especifica

-0,: oxigeno

-OMS: organizacion mundial de la salud

-PAM: presion arterial media

-Pa0O,: presion arterial de oxigeno

-PET: tomografia por emision de positrones
-Ptkfb3: 6-fosfofructosa-2-kinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa-3
-pH: -log[H*] (valor numérico del estado acido-base de la sangre)
-PIC: presion intracraneal

-PK: piruvato kinasa

-P-TAU: proteina TAU fosforilada

-PUFA: 4cido graso poliinsaturado

-PV: peso vivo

-Ratio L/P: ratio lactato/piruvato

-RCN: recuento de células nucleadas

-RGR: recuento de globulos rojos

-RL: radicales libres

-RM: resonancia magnética

-SARA: sistema activador reticular ascendente
-SDCC: sindrome de disfuncion cognitiva canina
-SIP: sindrome de infusion de propofol

-SNC: sistema nervioso central

-SNP: sistema nervioso periférico

-TO: tiempo cero de extraccion de LCR

159



160

Abreviaturas

-T3: tiempo de extraccion de LCR a las 3 horas de la induccion
-TC: tomografia computarizada

-TCE: traumatismo craneoencefalico

-TIVA: anestesia total intravenosa

-TM: traumatismo medular

-TPM: transportador de piruvato mitocondrial
-T-TAU: proteina TAU total

-U/L: unidades internacionales por litro
-UCPs: proteinas de desacople

-UDFG: uridin difosfato glucosa

-Uniones tipo GAP: uniones comunicantes

-VPP: via de la pentosa fosfato
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FE DE ERRATAS

En el manuscrito enviado (Estudio 3) hay una errata en cuanto a las unidades de
medicion del lactato y piruvato tanto en los resultados como en la Tabla 1. Los
valores aparecen en mg/dL y han sido modificados a mM/L en el manuscrito de
esta Tesis Doctoral.

También ha sido modificado en el material y método el pardmetro “total calcium
(spectrophotometry [Atom A15, Biosystems, Barcelona, Spain])” por “ionized
calcium (selective electrode (Bayer Diagnostics, Barcelona, Espafia)”.

Estas erratas seran corregidas durante las revisiones del manuscrito con la

revista, asi como las oportunas correcciones que sean requeridas.
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