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1. RESUMEN

El analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) en animales con patologias
neurolégicas, puede ser util como complemento en el diagnostico, siempre que se
tenga en cuenta que no es un método especifico y los valores obtenidos no siempre
son constantes.

Se buscé evaluar las variaciones entre LCR frescos y refrigerado a 4°C y LCR
congelados y almacenados a - 80°C, en su composicion celular, proteica y
enzimatica y estudiar la cantidad de células y concentracién de proteinas del LCR
en animales con sintomatologia neurolégica y sin la misma.

Se estudiaron 31 muestras de LCR, obtenido mediante la puncién espinal a nivel de
la cisterna magna en caninos sometidos a anestesia general y en caninos
eutanasiados. De éstas, 23 fueron procesadas frescas y congeladas a - 80°C para
su posterior procesamiento (muestras pareadas), el resto (8 muestras) solo se
procesaron en fresco. Los parametros evaluados fueron: caracteristicas fisicas
(color y turbidez), enzimas (Aspartato Amino Transferasa- AST, Lactato
Deshidrogenasa- LDH y Creatin Kinasa- CK), estudio cuantitativo y cualitativo de
proteinas y recuento celular.

El estudio enzimatico y proteico cuantitativo de las muestras se realiz6 mediante el
uso de reactivos especificos para cada parametro y su posterior lectura en un
espectrofotometro. El analisis cualitativo de proteinas (globulinas) se llevé a cabo
mediante la reaccion de Nonne-Apelt. El recuento celular se realizé en camara de
Neubauer y observacion en microscopio 6ptico.

El objetivo de este estudio fue evaluar las variaciones en dichos parametros entre
LCR frescos y LCR congelados, haciendo especial énfasis en el analisis de
proteinas y recuento celular. Otro objetivo planteado fue determinar diferencias en la
composicién del LCR en animales con diagnéstico de enfermedad neurolégica y
animales con otras patologias.

Se encontraron diferencias significativas cuando se evaluaron los recuentos de
células y la cuantificaciéon de proteinas totales, entre LCR fresco y post congelacién
a - 80°C. En ambos casos se verifica una disminucién en los valores. Por otro lado,
no se encontraron diferencias significativas al evaluar enzimas en las muestras
pareadas.

No se hallaron diferencias significativas al evaluar los recuentos celulares y el nivel
de proteinas totales al comparar los estudios de LCR de animales con patologias
neurolégicas y aquellos sin las mismas.

No es util la congelacién del LCR a - 80°C sin conservantes (citoprotectores) para su
posterior procesamiento, ya que los valores de importancia que se analizan
(recuento celular y proteinas totales) sufren alteraciones que pueden llevar a una
conclusién erronea por parte del investigador. El recuento celular del LCR vy la
determinacién de proteinas totales no son métodos especificos para llegar al
diagnostico de patologias neurologicas.



2. SUMMARY

The analysis of cerebrospinal fluid (CSF) in animals with neurologic
pathologies, can be useful as a complementary diagnostic method, as long as
one keeps in mind that it is not a specific method and that the results obtained
can be variable.

Thirty-one samples of CSF were studied. They were obtained through a spinal
puncture at the cisterna magna for canines under general anesthesia, as well
as for euthanized canines. Of these, 23 were analyzed as fresh samples and
then frozen at - 80°C for later analysis (paired samples). The remaining 8
samples were processed fresh but were not frozen. The parameters evaluated
were: physical characteristics (color and turbidity), enzimes (Aspartate
Transaminase- AST, Lactate Dehydrogenase- LDH y Creatine Kinase- CK),
qualitative and quantitative protein study, and cell count.

The quantitative enzimatic and protein study of the samples was carried out
with the use of specific reagents for each parameter, and its subsequent
analysis with a spectrophotometer. The qualitative analysis of proteins
(Globulin) carried out with the Nonne-Apelt reaction. The cell count was done
with a Neubauer chamber, and the observation in an optical microscope.
The objective of this study was to evaluate the variation in the aforementioned
parameters between the fresh and frozen CSF samples, with a special
emphasis on the protein and cell count analysis. Another proposed objective
was to determine diferences in the composition of CSF among animals
diagnosed with a neurological pathologies and animals with other pathologies.
Significant differences were found between the fresh and frozen CSF samples
for cell counts and quantitative protein evaluation. On the other hand, no
significant differences were found upon analysing the enzimes in the paired
samples.

No significant differences were found during the evaluation of the cell counts
and the total protein levels in the study of CSF samples from animals with and
without neurological pathologies.



3. INTRODUCCION

El analisis del liquido cefalorraquideo (LCR) provee un amplio rango de informacion
acerca de la salud neurolégica del paciente. Similar a un completo examen de
sangre, el analisis del LCR tiene buena sensibilidad (para la deteccién de
enfermedades). Sin embargo, los cambios raramente aportan un diagnostico
especifico. De todas formas, el analisis del LCR permite agrupar diferentes
enfermedades en categorias (inflamatorias, neoplasicas, metabdlicas) de acuerdo
con su habilidad para crear cambios similares (Di Terlizzi y Platt, 2006)

3.1 FORMACION Y LOCALIZACION DEL LCR

El LCR se forma en el interior de los ventriculos, en los plexos coroideos y fluye
caudalmente hacia el espacio subaracnoideo donde sera reabsorbido. La filtraciéon
se lleva a cabo a través de la membrana permeable del plexo coroideo (Chrisman y
col.,, 2003). El rango de produccién de LCR por los plexos coroideos es
aproximadamente de 0,05 ml/minuto (3ml/hora) en el perro (Flecher, 1993). EI LCR
es considerado un dializado que esta en equilibrio osmético e hidrostatico con la
sangre, sin embargo su composicion es diferente a la del plasma (Mayhew y Beal,
1980).

El flujo del LCR hacia el espacio subaracnoideo es variable. Durante la respiracion
los cambios en la cavidad toracica y abdominal causan diferencias de presion,
haciéndolo fluir cranealmente durante la inspiracion y caudalmente durante la
espiracion (Coles, 1989; Chrisman, 1992; Bailey y Vernau, 1997).

La barrera hematoencefalica (BHE) actua como una membrana semipermeable,
permitiendo selectivamente el pasaje libre de algunas sustancias y transportando
activamente otras. El pasaje o no de una sustancia a través de la BHE, esta
determinado por su peso molecular, siendo el maximo 65.000 daltons (peso
molecular de la albumina) (Duncan y Prasse, 1977; Di Terlizzi y Platt, 2006).

3.2 FUNCIONES DEL LCR

El LCR tiene un rol protector, principalmente del cerebro, de los cambios de presion
venosa central y arterial asociados con la postura y la respiracion. Junto con la
sangre cerebral, ayuda a modular las variaciones normales de la presion
intracraneana (PIC). El craneo es una estructura rigida de volumen constante que
en su interior contiene el tejido nervioso, el volumen vascular intracraneal y el
volumen intracraneal del LCR. Solamente estos ultimos son capaces de desplazarse
para mantener constante el volumen y la PIC sin causar dafo cerebral (Di Terlizzi y
Platt, 2006).

El LCR, ademas, cumple una importante funciéon en la excrecion de metabolitos
toxicos del metabolismo cerebral. Las neuronas son muy sensibles a los cambios
ibnicos de su medio, por lo que una variacion en la composicién del liquido
extracelular podria dafarlas. Por esta razén, es necesario que los fluidos que bafan
las celulas cerebrales tengan una composicién quimica bien regulada. El cerebro
carece de un sistema linfatico, por lo tanto, sustancias como las proteinas
abandonan primariamente el tejido cerebral a través del espacio perivascular y por
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difusion directa a través de la piamadre, hacia el espacio subaracnoideo. Al llegar a
este espacio, las proteinas fluyen en el LCR para ser absorbidas finalmente hacia
las venas cerebrales. Por lo tanto, el espacio perivascular actua como un sistema de
transporte linfatico modificado. Ademas del transporte de fluidos y proteinas, el
espacio perivascular transporta otras particulas como células y bacterias, desde el
cerebro hacia el espacio subaracnoideo (Di Terlizzi y Platt, 2006).

El LCR es un vehiculo de sustancias biolégicamente activas, tales como factores
liberadores de hormonas que se forman en el hipotalamo y se descargan al LCR del
tercer ventriculo para ser trasladadas a sus sitios efectivos en la eminencia media.
También transporta neurotransmisores y neuropéptidos que se pueden ver alterados
en enfermedades tales como epilepsia y compresion de la médula espinal (Di
Terlizzi y Platt, 2006).

3.3 ANALISIS DEL LCR

El agujero magno es la apertura caudal del craneo, en la continuidad del encéfalo
con la médula espinal. Este se llama cisterna magna y es el sitio predilecto de
puncion para extraccion de LCR en los animales domésticos. Se realiza mediante la
insercion de una aguja espinal entre el borde caudal del craneo y la primera vertebra
cervical (atlas). EI LCR también puede ser colectado del espacio subaracnoideo
entre las vértebras lumbares L4-L5 o L5-L6. La coleccion es simple y raramente
resulta en dano del sistema nervioso central (SNC) (Bailey y Vernau, 1997; Chisman
y col., 2003).

Los parametros en el LCR pueden verse alterados en diferentes situaciones como
ser inflamacién, traumas, neoplasias, alteraciones vasculares, infecciosas, téxicas,
metabdlicas, nutricionales, congénitas e idiopaticas. Por esta razéon, el estudio del
mismo nos orienta al diagnéstico y pronostico de la enfermedad, ademas permite
evaluar la evolucién del paciente ante un tratamiento instaurado (Chrisman, 1992).

Las técnicas de rutina del analisis del LCR son simples y no requieren la utilizaciéon
de equipamientos sofisticados. Sin embargo, es necesaria la previa capacitacion del
técnico, ya que los valores (especialmente el recuento celular) se alteran con el
paso del tiempo. Existen autores que afirman que la muestra debe ser procesada en
un tiempo no mayor a los 30 minutos post-extraccion (Abate y col., 1998). Mientras
que otros aseguran que no hay variaciones significativas hasta 48 horas luego de
realizada la extraccion de la muestra (Bienzle y col, 2000).

3.4 PARAMETROS A EVALUAR Y SUS VARIACIONES

Los parametros a evaluar en el analisis del LCR se pueden clasificar en tres
grandes categorias: caracteristicas fisicas, componentes quimicos y examen
citolégico.

3.4.1 Caracteristicas Fisicas

Dentro de las caracteristicas fisicas se evalua el color y la turbidez. El liquido normal

es incoloro y claro. En caso de encontrarse rojo brillante, puede ser debido a sangre
entera de hemorragias iatrogénicas, que al centrifugar queda un sobrenadante claro
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e incoloro. La presencia de sangre puede indicar hemorragia del sistema nervioso
central (SNC). Un sobrenadante amarillo indica xantocromia que se puede deber a
la presencia de bilirrubina producida uno o dos dias posteriores a la hemorragia. La
xantocromia también esta presente cuando hay alta concentracién proteica (mas de
400 mg/dl), hidrocefalia e inflamacion. La turbidez se presenta cuando las células
estan por encima de 500 células/ul (Duncan y Prasse, 1977; Chrisman, 1992).

3.4.2 Analisis Quimico

El estudio quimico del LCR habitualmente incluye: proteinas, glucosa, iones, urea,
enzimas, acido urico, densidad y equilibrio acido-base. El estudio de las proteinas
puede realizarse de manera cualitativa y cuantitativa. Las proteinas de alto peso
molecular (globulinas) son evaluadas cualitativamente mediante el Test de Pandy o
Reaccién de Nonne-Apelt. Las pruebas cuantitativas son colorimétricas o
turbidimétricas y los valores normales varian segun el lugar de extraccion del LCR.
Si se extrae de la cisterna magna, el rango es de 10 a 27 mg/dl, mientras que si se
extrae a nivel lumbar debe ser hasta 45 mg/dl (Chrisman, 1992). El contenido de
proteinas aumenta en inflamaciones (asociado con un incremento celular) vy
condiciones no inflamatorias como hemorragia, encefalomalacia y neoplasias. Un
aumento no patologico de las proteinas puede deberse a la presencia de proteinas
plasmaticas a causa de la contaminacion con sangre durante la extraccién (Duncan
y Prasse, 1977). La electroforesis permite un estudio discriminado de las proteinas:
albumina 31-44%, alfa-globulina 24-31%, beta-globulina 19-30% y gamma-globulina
6-9% (Sorojonen y col, 1989; Behr y col., 2002). En el caso de las enzimas, al ser
relativamente de alto peso molecular (usualmente del tipo de las globulinas), la
concentracion de las mismas en el LCR sera baja y su entrada o salida a través de
la BHE sera controlada de manera similar a las proteinas. El aumento de enzimas
puede deberse a alteracién de la BHE o por necrosis de células del SNC, siendo
esta causa la mas comun. Las enzimas que se detectan mas comunmente son:
Aspartato Amino Transferasa (AST), Lactato Deshidrogensa (LDH) y Creatin Kinasa
(CK). El rango normal de la AST es de 48,6 + 44,8 mU/ml; la LDH oscila entre 31,9 +
12,1 mU/ml y la CK entre 6,9 + 4,3 mU/ml (Mayhew y Beal, 1980; Bailey y Vernau,
1997; Necas y Sedlakova, 1999).

Las proteinas resisten el proceso de congelacion de los diferentes fluidos organicos,
sin sufrir cambios en su estructura y concentracién cuando se evalua posteriormente
al descongelado (Rosychuk y col, 1988; Schoonenboom y col., 2005).

Una elevacion de las proteinas puede ocurrir en enfermedades que alteren la BHE,
que causen necrosis local, interrupcion del flujo y absorcién normales del LCR o
alteracion de la produccién intratecal de globulinas. La alteracion de la BHE permite
el pasaje de proteinas séricas al LCR. La elevaciéon de las proteinas se puede ver
acompanada o no por pleiocitosis. El Distemper canino (encefalomielitis viral no
supurativa) cursa normalmente con un aumento en las proteinas totales causado
por una mayor produccion de inmunoglobulinas intratecal (Chrisman, 1992; Abate y
col, 1998). Los tumores producen un aumento de proteinas totales debido a
necrosis del tejido local o pasaje de proteinas séricas a través de la BHE alterada
(Bailey y Higgins, 1986; Abate y col, 1998). Ademas, algunos procesos tumorales
pueden provocar aumento en la producciéon de inmunoglobulinas locales (Bailey y
Higgins, 1986). En lesiones de la médula espinal por procesos mecanicos, el
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aumento de las proteinas en el LCR se debe a roturas de vasos sanguineos,
interrupcién del flujo y absorcién del LCR y necrosis de tejido. Lesiones leves como
las asociadas a Sindrome de Wobbler y Hansen tipo Il, cursan con aumento de
proteinas sin pleiocitosis. En caso de mielopatia degenerativa se da un aumento de
las proteinas totales y de la fraccidén de gamma-globulinas debido a dano en la BHE
(Abate y col., 1998).

La variabilidad en las enzimas presentes en el LCR, a pesar de no indicar una
enfermedad especifica, ayudan a diferenciar entre una enfermedad estructural y
funcional del SNC (Bailey y Vernau, 1997). Existe un aumento de estas enzimas en
el caso de encefalitis, especialmente de LDH y CK en las formas supurativas. La CK
aumenta significativamente en patologias degenerativas, neoplasias e inflamaciones
como Toxoplasma y Distemper (Abate y col., 1998).

3.4.3 Analisis Citolégico

A pesar de que el numero y el tipo de células en el LCR son limitadas, la deteccion
total del numero y tipo celular puede aproximarnos a un diagnéstico definitivo. Las
células presentes en el LCR normal seran linfocitos y mas raramente fagocitos
mononucleares, neutrofilos, eosinofilos, células plasmaticas y células tumorales
(Mayhew y Beal, 1980; Coles, 1989).

Debido a que las células se degeneran rapidamente luego de la extracciéon de la
muestra, se recomienda realizar el recuento total lo mas rapido posible. En el caso
de retrasarse el procedimiento, es recomendable agregar la misma cantidad de
etanol a la muestra (Coles, 1989). Otros autores sugieren la adicion de suero
autélogo o suero fetal, ya que se ha probado que estabiliza el LCR canino y felino
durante mas tiempo (D"Angelo, 2009). El examen citolégico se basa en el recuento
total de células nucleadas a partir de una alicuota del LCR. Existe una férmula para
corregir el contaje de células en LCR por hemorragias iatrogénicas que ocurren
durante la extraccion (Duncan y Prasse, 1977; Mayhew y Beal, 1980).

Las células presentan una extrema fragilidad por lo que no resisten el proceso de
congelacién y descongelacion sin criopreservantes. Las membranas celulares son
las estructuras que sufren mayor dafno en los procesos de congelacion en general
debido a la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos, la transicion de lipidos
fluidos a solidos se da a una temperatura de 10°C - 16°C alterando de esta manera
las funciones de la membrana y dandole un alto grado de fragilidad, durante la
deshidratacion celular que tiene lugar en el proceso de congelacion se puede
presentar una pérdida de lipidos lo cual afectaria la integridad de la membrana
plasmatica por pérdida de su capacidad de expansién durante la rehidratacion al
volver a condiciones isotonicas (Avila-Portillo y col., 2006)

La lesion celular crio-inducida se explica en funcion de la formacién de hielo
intracelular y el estrés osmético al que se ven sometidas las membranas celulares
durante la congelacion, Merryman propone la hipotesis del volumen celular minimo
que relaciona el efecto de la deshidratacion producida durante la concentraciéon de
solutos y la muerte celular con la vuelta a las condiciones isotdnicas después de la
congelacion (choque osmotico), el volumen celular minimo se basa en que el
volumen se reduce en relacién al aumento de la osmolaridad extracelular, a medida
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que la célula pierde volumen por la pérdida de agua, la compresion del contenido
citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen, y al
excederse la resistencia fisica de la membrana se produciran cambios irreversibles
en su permeabilidad, en este caso los crioprotectores actuarian reduciendo por sus
propiedades coligativas la cantidad de hielo formado a una temperatura determinada
(Avila-Portillo y col., 2006)

Existen diferentes métodos y sustancias utilizadas en la congelacion de diferentes
fluidos organicos con el fin de su posterior andlisis o utilizacién (semen) (lvanova y
col., 1999; Yang y col, 2005; Ide y col, 2008). Suele agregarse glicerol para proteger
los espermatozoides contra los efectos letales del congelamiento. También pueden
ser benéficos el DMSO y azucares como lactosa y rafinosa, ya que sirven como
agentes deshidratantes. Aun con las mejores técnicas de congelamiento, es
necesario poner mas espermatozoides en cada unidad de inseminacién que en el
caso de semen liquido (no congelado), debido a la pérdida de algunas células
viables durante el congelamiento (Hafez, 2002).

Uno de los criopreservantes utilizados normalmente para la conservacion de células
blancas es el DMSO. Sin embargo, el mismo no asegura una completa proteccion
ya que de todas maneras hay una significativa disminucién del numero total de
células post congelacién a -60°C (Yang y col., 2005).

Los valores normales de leucocitos presentes en LCR de caninos son menores a 25
células/ul (Duncan y Prasse, 1977). Estos valores normales pueden verse alterados
debido a lesiones superficiales o meningeas, encontrando una pleiocitosis (aumento
en el recuento celular); en el caso de inflamacion viral, fungica, neoplasias y
enfermedades degenerativas, habra una pleiocitosis de leve a moderada, mientras
qgue la misma sera marcada en procesos purulentos (Duncan y Prasse, 1977, Bailey
y Vernau, 1997). En el caso de tumores (primarios o secundarios) del sistema
nervioso central, donadores de células, esta pleiocitosis se puede deber a la
presencia de células tumorales (Martino, 2008). Si el recuento total de células
nucleadas es igual o mayor a 500 células/pl, va a afectar directamente la turbidez de
la muestra a la observacién macroscopica (Duncan y Prasse, 1977). En este caso,
se puede realizar un contaje diferencial mediante citocentrifugacion y posterior
realizacién de un frotis. El predominio de linfocitos asociado a un alto recuento de
células, podria indicar procesos virales, fungicos, toxicos, degenerativos e incluso
listeriosis. Los neutréfilos predominan en meningitis, encefalitis bacteriana,
abscesos y hemorragias (Mayhew y Beal, 1980; Chrisman, 1992).

Recuentos elevados de células blancas se asocian a enfermedades inflamatorias
del SNC. A mayor compromiso de meninges mayor sera el recuento de células
blancas (Chrisman, 1992). Sin embargo, un numero elevado de células no significa
que el animal presente déficit neurolégico severo. Al haber compromiso meningeo
leve, como en el caso de una leucoencefalomielopatia asociada al virus del
Distemper canino, los recuentos de células blancas en el LCR pueden ser normales
o moderadamente elevados (menos de 50 células/ul). Las neoplasias no se asocian
normalmente a una pleiocitosis, aunque algunos procesos neoplasicos con necrosis
0 compromiso meningeo pueden resultar en marcados aumentos en el recuento
celular (mas de 500 células/pl, siendo mayor a 1000 células/pl en casos de
meningiomas y linfomas cerebrales) (Bailey y Higgins, 1996; Chrisman, 1992).
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Casos de compresion medular por hernia de disco intervertebral, fractura del cuerpo
vertebral y absceso epidural, cursan con una leve pleiocitosis especialmente cuando
se presentan a nivel lumbar (Chrisman, 1992). Desoérdenes vasculares como infarto
tromboembdlico cerebral, lesion del fibrocartilago espinal, vasculitis y mielomalacia
cursan con una leve pleiocitosis (hasta 39 células/ul) (Jamison y Lumsden, 1988).

El estudio del LCR presenta como limitante que debe ser analizado en un periodo
menor a 48 horas si se mantiene refrigerado a 4°C. Por lo tanto, seria interesante
poder alimacenarlo a - 80°C para su posterior analisis.

4. OBJETIVOS

1. Evaluar las variaciones entre LCR frescos y refrigerado a 4°C y LCR
congelados y almacenados a - 80°C, en su composicion celular, proteica y
enzimatica.

2. Estudiar la cantidad de células y concentracion de proteinas del LCR en
animales con sintomatologia neurolégica y sin la misma.

5. HIPOTESIS

1. Existen similitudes en los parametros entre el LCR fresco y congelado en
cuanto a proteinas y enzimas, no asi en cuanto al recuento celular ya que no
resisten el proceso de congelacion y descongelacion.

2. Existen diferencias significativas entre las muestras de aquellos animales con
signos neurologicos y sin los mismos. El recuento celular y las proteinas
totales en los animales que sufren de patologias neurolégicas estan
aumentados.

6. MATERIALES Y METODOS

La experiencia se llevé a cabo en el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital de
la Facultad de Veterinaria, UdelaR, desde agosto 2008 a agosto 2009.

6.1. Poblacién animal

Se estudiaron 31 muestras de LCR obtenidas de caninos sometidos a anestesia
general para estudios mielograficos y otros eutanasiados por causas humanitarias.
De éstas, 23 muestras se dividieron en 2 tubos Ependorff, el LCR de uno de los
tubos se refrigerd a 4°C y se analizé dentro de las siguientes 48 horas y el otro se
congeld a -80°C para su posterior descongelacion y analisis de células y proteinas.
En el caso de las enzimas, se analizaron en 12 de las muestras AST y LDHy en 9
muestras CK. En ningun caso se tomé en cuenta la patologia que presentaba el
animal.

Para cumplir con el segundo objetivo se analizaron 31 muestras de LCR en fresco,
refrigerado a 4°C dentro de las 48 horas post extraccién. Dentro de éstas, 16



muestras pertenecian a animales que no presentaban patologias neurologicas y 15
muestras a animales con patologias neurolégicas. De estas ultimas, 6 animales
presentaban Distemper canino, 5 presentaban tumores, 2 sufrian de compresion
medular mecanica, 1 presentaba una fractura a nivel de T11 y 1 paresia del tren
posterior.

6.2. Metodos de obtencion y almacenamiento

Las muestras se obtuvieron mediante la puncién de la cisterna magna en la
articulacion atlanto-occipital con aguja 21 G. El animal se coloc6 en decubito lateral
derecho con el dorso hacia el operador, un asistente le sostuvo la cabeza y la
mantuvo en angulo de 90° (ventroflexion) con relacion al eje mayor del cuello. La
nariz debié elevarse de manera que quedara paralela a la mesa, porque los céndilos
del occipital se separan del atlas y aumenta el area a puncionar. Para delimitar la
zona debimos trazar una linea imaginaria desde el borde anterior de las alas del
atlas y otra linea desde la protuberancia occipital hasta la apoéfisis espinosa de la
segunda vertebra cervical (axis). Donde ambas lineas se cruzaron fue el sitio de
puncion (Coles, 1989). La zona se preparé de manera aseptico-quirurgica. La
muestra de 1 a 2 ml se colecté directamente en un tubo Ependorff, ya que por la
presion dentro del espacio subaracnoideo, el LCR fluye sin resistencia a través de la
aguja. Posteriormente se refrigeraron a 4°C o congelaron inmediatamente a - 80°C y
almacenaron para luego procesarse. El tiempo de almacenamiento tuvo una
duracién en un rango de un mes hasta diez meses. Las muestras congeladas fueron
descongeladas a bafo maria a 37°C inmediatamente antes del estudio de sus
parametros.

6.3. Caracteristicas fisicas

Las caracteristicas fisicas (color y turbidez) del LCR se evaluaron por inspeccién
macroscopica, evitando la llegada directa de la luz, que puede ser natural o
preferentemente artificial (blanca). La escala de color utilizada fue de incoloro a
sanguinolento y para el caso de la turbidez, de claro a turbio.

6.4. Evaluacién citolégica

El examen citologico se realizé a partir de una alicuota de 1 ul de la muestra,
medida con micropipeta y colocada en Camara de Neubauer. Se realiz6 el recuento
total de células con microscopio 6ptico en aumento 10x. Se contaron en los cuatro
cuadrantes de los vértices y el central de la camara de Neubauer. Al numero de
células contadas se las multiplico por 2 y el resultado se expresé en células/ul. En el
caso de que existieran dudas de que hubo hemorragia iatrogénica durante la
extraccion, se debi6 realizar un nuevo recuento mediante el agregado de un
diluyente para lisar los globulos rojos. El diluyente utilizado fue una solucion de azul
de metileno con acido acético (10 pl), que debi6 ser agregado a 90 pl de LCR en un
tubo de ensayo. El resultado obtenido se expresé en células/ul (Mayhew y Beal,
1980, Jamison y Lumsden, 1988; Parent, 2004).



6.5. Evaluacion de proteinas

Se realizé un estudio cualitativo y cuantitativo de las proteinas. El cualitativo const6
de la deteccion de globulinas aumentadas (proteinas de alto peso molecular), a
partir de la reacciéon de Nonne-Apelt (Ross Jones test). Se pipeted y colocd en un
tubo de vidrio 0,5 ml de solucién saturada de sulfato de amonio y luego se le agregd
0,5 ml de LCR. En caso de que las muestras contuvieran globulinas aumentadas, se
observé un precipitado de coloracion blanca en la superficie del LCR. En los liquidos
que no contenian globulinas, la prueba fue negativa (no hubo precipitado) (Mayhew
y Beal, 1980; Jamison y Lumsden, 1988). El estudio cuantitativo se realiz6 mediante
el kit de reactivos “Protein kit urin and CSF ®” de “Cypress Diagnostics” (Belgium)
que utiliza el método Rojo de Pyrogallol. Se colocé 1 ml de reactivo en tres tubos de
ensayo, luego a uno de los tubos se le pipetearon 20 pl de standard (concentracion
100 mg/dl) y al tercero se le colocaron 20 pyl de LCR. Luego de esperar 10 minutos a
temperatura ambiente, se leyé el resultado en espectrofotometro. El resultado se
midié en mg/dl.

6.6. Evaluacion enzimatica

Finalmente, para el estudio de las enzimas se utilizaron reactivos especificos
“Humazym Test ®” de “Human GMBH” (Germany) para AST, LDH y CK mediante un
método cinético.

Los métodos de analisis y los parametros para la evaluacion, fueron elegidos
debido a que eran los unicos disponibles en el laboratorio en que se llevo a cado el
estudio.

6.7. Analisis estadistico

Al ser las proteinas y las células variables numeéricas, se utilizé6 como estimacién de
estadisticos, la media y el desvio estandar para presentar los resultados. Para la
comparaciéon de dos grupos (frescos y congelados) se utilizé el test de t para
muestras pareadas mientras que, para el caso de muestras independientes, se
utilizé el test de t". Finalmente se calcul6 el coeficiente de correlacion y de regresion
para las células y las proteinas entre el LCR fresco y congelado, de modo de poder
establecer si es posible predecir un valor a partir del otro (que valor tenia un
parametro en el LCR fresco si tenemos el valor del mismo post congelamiento).

7. RESULTADOS

7.1. COMPARACION ENTRE LCR FRESCO Y CONGELADO

7.1.1 Caracteristicas fisicas

No se encontraron cambios en las caracteristicas fisicas (color y turbidez) entre la
mayoria (21 de 23) de las muestras pareadas (LCR fresco y post congelamiento a -

80°C). En los casos en que se encontraron diferencias, el cambio fue en la turbidez
(de turbio a claro) y en el color (de sanguinolento a incoloro).
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7.1.2 Recuento celular

Las variaciones en el recuento celular entre el LCR fresco y congelado fueron
altamente significativas (P= 0,008). EI recuento celular en el LCR congelado fue
menor en todos los casos (Grafico 1).

La correlacion y el coeficiente de regresion entre los valores del recuento celular de
LCR fresco y post congelacion son muy bajos (r(x,y)= -0,064 y b(x,y)=0,004).

Grafico 1: Recuento celular en muestras pareadas
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7.1.3 Proteinas totales

La concentracién de proteinas totales en el LCR fresco comparado con la
concentracion de proteinas en al LCR congelado fueron significativas (P= 0,011). El
contenido de proteinas en el LCR congelado fue menor que en el LCR fresco
(Gréfico 2).

La correlacion y el coeficiente de regresion entre los valores de proteinas totales de
LCR fresco y post congelacion son bajos (r(x,y)=0,343 y b(x,y)=0,118).



Grafico 2: Proteinas totales en muestras pareadas
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7.1.4 Globulinas

En el estudio cualitativo de globulinas de un total de 23 muestras de LCR frescas se
obtuvieron 2 positivos y 21 negativos. En el estudio de las muestras congeladas
(pareadas) se obtuvo 1 positivo y 22 negativos.

7.1.5 Enzimas

e AST
Las variaciones de la AST entre el LCR fresco y congelado no fueron significativas

(P=0,592). Las variaciones observadas no fueron siempre en el mismo sentido.

Grafico 3: AST en muestras pareadas
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e LDH
Las variaciones de la LDH entre el LCR fresco y congelado no fueron significativas

(P=0,212). Las variaciones observadas no fueron siempre en el mismo sentido.

Grafico 4: LDH en muestras pareadas
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e CK
Las variaciones de la CK entre el LCR fresco y congelado no fueron significativas

(P=0,611). Las variaciones observadas no fueron siempre en el mismo sentido.

Grafico 5: CK en muestras pareadas
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7.2. COMPARACION ENTRE LCR DE ANIMALES CON PATOLOGIAS
NEUROLOGICAS Y ANIMALES SIN PATOLOGIAS NEUROLOGICAS

7.2.1. Recuento celular
No se encontraron diferencias significativas entre los recuentos celulares de los
animales que presentaban signos neurologlcos y aquellos que no presentaban

signos neurologicos (P=0,631).

Grafico 6: Recuento celular en muestras frescas
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7.2.2. Proteinas totales
No se encontraron diferencias significativas entre los valores de proteinas totales al

comparar muestras de LCR de animales con patologias neurologicas y animales sin
las mismas (P=0,952).
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Grafica 7: Proteinas totales en muestras frescas
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8. DISCUSION

Los cambios observados en las caracteristicas fisicas entre el LCR fresco y
congelado se atribuyen a la disminucién en el recuento celular posterior al proceso
de congelamiento y descongelamiento. Esto coincide con lo estudiado por Duncan y
Prasse que afirman que la turbidez del LCR se relaciona con un alto recuento
celular.

En cuanto a la variacion (disminucidn) en el recuento celular entre las muestras
frescas y congeladas, podemos decir que era lo esperado, ya que las células no
resisten el proceso de congelacion y descongelacion y la mayoria de ellas se
destruye debido a su extrema fragilidad. Si lo que se pretende en un primer
momento es hacer una evaluacién celular del LCR, la muestra se debe evaluar lo
antes posible después de su extraccidén para evitar cambios. La congelacion para
posterior recuento celular no es de valor ya que las células se ven afectadas en el
proceso y los datos obtenidos no son representativos de la realidad. Se encontr6
una correlacion y un coeficiente de regresién cercanos a cero entre las muestras
frescas y congeladas lo que no permite realizar una predicciéon de un valor a partir
del otro, ya que para formular una ecuacion de prediccién, es necesario que exista
una regresion alta.

Para el caso de las proteinas, no se esperaban encontrar variaciones entre los
niveles del LCR fresco y congelado ya que, si las muestras son congeladas a - 80°C
inmediatamente después de colectadas, las proteinas deberian conservarse en sus
valores originales, como afirman Schoonenboom y col. En cambio los resultados
muestran una significativa disminucion del nivel de proteinas totales en las muestras
congeladas. Por esta razén, no es adecuada la congelacién del LCR si lo que se
busca es obtener informacién respecto al estudio de las proteinas totales, ya que se
obtendrian valores alterados de las mismas, llevando a una conclusién imprecisa.
Como no se encontrd6 una correlacion, ni un coeficiente de regresion lo

15



suficientemente altos no es posible realizar una prediccion del valor de las proteinas
totales que tenia el LCR fresco a partir del congelado.

Los resultados obtenidos en el estudio cualitativo de las globulinas fueron poco
especificos. Como solamente se obtuvieron 2 muestras positivas en el LCR fresco y
solo una de estas muestras volvi6 a dar positivo luego del congelado vy
descongelado, no se pueden sacar conclusiones validas para el caso. Seria
conveniente utilizar otro test para el estudio de las globulinas, ya que el test de
Nonne-Apelt no parece ser muy sensible.

Los resultados obtenidos del estudio de las enzimas (AST, LDH, CK), tanto en el
LCR fresco como en el congelado, no son significativos. Por lo tanto, no se puede
concluir que existan cambios en los niveles de enzimas cuando se somete al LCR a
congelamiento a - 80°C. Se debe tener en cuenta que se utiliz6 un numero muy
pequefo de muestras (12 muestras para AST y LDH, y 9 muestras para CK), por lo
tanto, los resultados obtenidos podrian estar sesgados.

En los casos en los que se obtuvieron aumentos en la actividad enzimatica en el
LCR congelado, podria deberse a que las enzimas analizadas (AST, LDH y CK),
son del tipo de las intracelulares. Por lo tanto, al producirse la destrucciéon de las
celulas en el proceso de congelacién y descongelacién, estas enzimas son liberadas
al medio y por esto aumentarian en las muestras congeladas.

Si se comparan los valores de recuento celular entre los animales que sufrian
alteraciones nerviosas con aquellos que no sufrian alteraciones nerviosas, no se
encuentran diferencias significativas. Esto indica que el estudio del LCR como un
método para diagnosticar patologias nerviosas no es especifico, y puede llevar a
conclusiones erréneas si se basa en los niveles de células blancas. Los valores
obtenidos en este estudio difieren de lo expresado por Chrisman. En ese caso, el
autor encontrdé un aumento en el recuento de células blancas (pleiocitosis) de leve a
moderado cuando estaba en presencia de patologias con sintomatologia nerviosa
(por ejemplo, Distemper, algunos tipos de neoplasia, compresiones medulares,
fracturas vertebrales y abscesos epidurales).

Al comparar los niveles totales de proteinas en el LCR entre animales que
presentaban alteraciones del SNC con aquellos que no las presentaban, no se
encontraron diferencias significativas. Estos valores difieren de lo encontrado por
Abate y col. Estos autores encontraron diferencias en los niveles de proteinas
totales, al comparar LCR de animales normales y animales enfermos. Chrisman
afirma que pueden ocurrir elevaciones en el nivel de proteinas en enfermedades
que alteran la barrera hematoencefalica, causen necrosis local, interrupcién del flujo
normal del LCR o su absorcién.

9. CONCLUSIONES

No es Uutil la congelacién del LCR a - 80°C sin conservantes (citoprotectores) para su
posterior procesamiento, ya que los valores de importancia que se analizan
(recuento celular y proteinas totales) sufren alteraciones que pueden llevar a una
conclusion errénea por parte del investigador.
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Con respecto al estudio cualitativo de globulinas no se pudieron sacar conclusiones
debido a que solamente se obtuvieron 2 resultados positivos en las muestras
frescas de LCR y solamente una volvi6 a dar positivo luego de congelada a - 80°C y
descongelada.

En cuanto a los valores de las diferentes enzimas no se puede llegar a ninguna
conclusion ya que, al haber procesado un pequefio numero de muestras, los datos
obtenidos podrian estar sesgados.

El recuento celular del LCR no es un método especifico para llegar al diagnéstico de
patologias neuroldgicas, ya que no siempre la pleiocitosis se debe a patologias
neurolégicas sino que también puede ser causada por otros procesos morbidos.

La cuantificacion del total de proteinas en LCR tampoco es un método especifico
para llegar a un diagnostico de enfermedad del SNC, ya que estos aumentos
pueden ser provocados por otras enfermedades. Se deberia discriminar qué
fraccion proteica esta alterada para poder aproximarse mejor al diagnéstico.

El analisis del LCR como método colateral de diagnéstico presenta limitantes, entre
ellas, el tiempo desde la extraccion de la muestra hasta su analisis, que no puede
exceder las 48 horas y como se demostré6 en el estudio su congelamiento no
mantiene los parametros importantes (recuento de células totales y proteinas
totales) constantes. Ademas se debe tener en cuenta el hecho de que el animal
debe ser sometido a anestesia general para la extracciéon de la muestra
exponiéndolo a los riesgos que ésta conlleva. Como ultima limitante se destaca la
necesidad de entrenamiento del técnico, tanto para la extraccibn como para el
procesamiento de la muestra.
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11. ANEXOS
11.1. Cuadro 1: Resultados del analisis del LCR

C. F.= Caracteristicas Fisicas, Inc.= Incoloro, Turb.= Turbio, Sang.= Sanguinolento,
Lig.= Ligeramente, Rto. Cel.= Recuento Celular, Prs.= Proteinas, Cong.= Congelado

Rto cel. Rto cel. Prs. Prs.
Fres. Cong. fresco Cong
NO Ficha C.F.fresco C.F.cong (céls/ul) (céls/uh) (mg/dl) (mg/dl)
0030/089 Claroelnc Claroelnc 50 27 112 89
0753/08 Turbelnc Claroelnc 542 0 62 54
0963/08 Claroelnc Claroelnc 32 6 35 60
0978/08 Claroelnc Claroelinc 228 0 113 95
1398/08 Claroelnc ClaroeInc 86 0 342 98
1454/08 Claroelnc ClaroeInc 50 2 248 96
2259/08 Claroelnc Claroelnc 68 50 120 126
14/03/09 Claroeinc Claroelnc 54 28 313 180
0077/09 Claroelnc Claroelnc 134 84 150 120
1067/07 Claroelinc Claroelnc 21 2 145 24
Lig.Turbe Lig.Turbe .
1375/08 Inc Inc 116 14 123 24
0112/06 Claroelnc Claroe lnc 42 6 276 66
1190/08 Claroelnc ClaroelInc 20 8 361 114
1554/08 ClaroelInc Claroelnc 46 12 1025 198
0128/02 ClaroelInc Claroe Inc 32 15 392 295
1179/09 Claroelnc Claroe Inc 60 4 92 29
1189/09 Turbelnc Turbelnc 67 32 47 17
1668/08 Claroelnc Claroe Inc 94 8 504 214
1672/08 Claroelnc Claroe Inc 8 6 26 99
1314/09 Claroelnc Claroelinc 480 10 920 14
20/08/09 ClaroelIlnc Claroelnc 10 6 118 199
03/09/09 ClaroelInc Claroelnc 24 8 228 90
Turby
01/10/08 Sang Claro e Inc 32 4 533 642
1144/08 Turbe Inc X 106 X 59 X
0072/09 Claro e Inc X 36 X 135 X
0631/05 TurbelInc X 82 X 49 X
1167/96 Claro e Inc X 52 X 56 X
Lig.Turbe
1174/08 Inc X 192 X 107 X
Turby
13/08/08 Sang X 26 X 62 X
1913/07 Claroe Inc X 47 X 29 X
1473/08 Claroe Inc X 34 X 433 X

21



N.A.= Nonne Apelt, Neg.= Negativo, Pos.= Positivo

AST AST LDH LDH CPK CPK
N.A. N.A. fresco cong fresco cong fresco cong
NO Ficha fresco cong (UI/I) (uryh  uynh @y un o Iy
0030/09 Neg Neg 11 24 3,52 28,2 1,5 1,77
0753/08 Neg Neg 12 71 16 18,2 2 0,8
0963/08 Neg Neg 4 7 0 57 10 0
0978/08 Pos Pos 10 15,4 58 40,8 5 2,8
1398/08 Neg Neg 22 14,9 0 8,3 0 1,6
1454/08 Neg Neg 28 13,6 12 7 0 2,8
2259/08 Neg Neg 4 23 32,16 7,2 0,37 29,5
14/3/09 Neg Neg 7,12 22,5 10,6 134 20,38 4,7
0077/09 Neg Neg 44 60,8 13,24 69,5 3,67 20,21
1067/07 Neg Neg 51 16,6 500 7,3 X 1,6
1375/08 Neg Neg 14 25,3 423 20 X 0,1
0112/06 Neg Neg 2 8,6 0 20,4 X 2,8
1190/08 Neg Neg X 26,5 X 6,4 X 15,4
1554/08 Neg Neg X 33,5 X 11,3 X 0,1
0128/02 Neg Neg X X X X X X
1179/09 Neg Neg X X X X X X
1189/09 Neg Neg X X X X X X
1668/08 Pos Neg X X X X X X
1672/08 Neg Neg X X X X X X
1314/09 Neg Neg X X X X X X
20/8/09 Neg Neg X X X X X X
03/9/09 Neg Neg X X X X X X
1/10/08 Neg Neg X X X X X X
1144/08 Neg X 19 X 25 X 10 X
0072/09 Neg X 36 X 12,23 X 67,32 X
0631/05 Pos X 1 X 29 X 0 X
1167/96 Neg X 8 X 0 X 5 X
1174/08 Neg X 36 X 12 X 13 X
13/8/08 Neg X 13 X 681 X 5 X
1913/07 Neg X 36 X 16 X X X
1473/08 Neg X X X X X X X
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11.2. Cuadro 2: Resultados del analisis del LCR de animales sin patologias
neurolégicas

C. F.= Caracteristicas Fisicas, C= Claro, I= Incoloro, T= Turbio, S= Sanguinolento,
LT= Ligeramente Turbio, Rto. Cel.= Recuento Celular, Prs.= Proteinas

N° ficha C.F. Rto. Cel (cels./yl) Prots. Totales (mg/dl)

0072/09 CI 36 135
0112/06 C| 42 276
0128/02 CI 32 392
0753/08 TI 542 62
1167/06 C| 52 56
1179/09 Cl| 60 92
1189/09 T 67 47
1375/08 LTI 116 123
1454/08 C| 50 248
1672/08 C| 8 261
1314/09 CI 480 920
14/03/09 C | 54 313
20/08/09 C | 10 118
03/09/09 CI 24 228
01/10/08 T S 32 533
13/08/08 T S 26 62

11.3. Cuadro 3. Resultados del andlisis del LCR de animales con patologias
neurolégicas

C. F.= Caracteristicas Fisicas, C= Claro, |I= Incoloro, T= Turbio, Rto. Cel.= Recuento
Celular, Prs.= Proteinas

N° ficha CF Rto. Cel (cels./ul) Prot. Total(mg/dl)

1144/08 TI 106 59
0077/09 CI 134 150
1473/08 C 34 433
1174/08 LTI 192 107
1190/08 CI 20 361
1398/80 LTI 86 342
0978/08 TI 228 113
0963/08 ClI 32 35
1554/08 C | 46 1025
1668/08 C | 94 504
0631/05 TI 82 49
1067/07 C | 52 56
1913/07 C| 47 291
2259/08 CI 68 120
0030/09 ClI 50 59
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