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1.1 Larespuesta de fase aguda.

La respuesta de fase aguda (RFA) es una reacciéon compleja y no especifica
de un animal tras un dafo tisular producido tanto por agentes externos como
internos. Atendiendo a su naturaleza, el agente puede ser fisico (traumatismos,
cirugias, quemaduras...), quimico (irritacion por téxicos) o biolégico (infeccion,
crecimiento tumoral, alteraciones inmunolégicas...). Esta respuesta se considera
parte del sistema innato de defensa del organismo y actiua como predecesora de
la respuesta inmune adquirida. Se genera durante las primeras etapas del ataque
y es la responsable de la supervivencia del individuo. En el sitio de lesién se
genera una inflamacioén localizada y muy controlada ya que trata de adecuarse a

la magnitud de la amenaza. (Kushner 1982; Gabay et al., 1999; Eckersall 2000).

El inicio y la progresion de la RFA responden a una reaccion coordinada por
los mediadores de inflamacién. Las citoquinas proinflamatorias, factor de necrosis
tumoral (TNF), interleuquina-1 (IL-1) e interleuquina-6 (IL-6), son los mediadores
mas importantes en el inicio de la RFA. Estas citoquinas inducen un numero de
respuestas locales y sistémicas. Al inicio de la respuesta se observan cambios en
el calibre, permeabilidad y flujo vasculares. Se produce la acrecion de leucocitos a
las zonas inflamadas y si es necesario se activan las vias de coagulacion y del
complemento para el desarrollo de una respuesta de defensa 6ptima. El tejido
inflamado y el sistema vascular circundante libera una segunda oleada de
citoquinas que actuan sobre los érganos diana dando lugar a una reaccién
sistémica en la que se producen numerosos cambios fisioldgicos, metabdlicos y
endocrinos (Ceciliani et al., 2002) (Tabla 1).
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Tabla 1. Cambios neuroendocrinos, metabdlicos, hematopoyéticos y hepaticos
producidos en el organismo durante la respuesta de fase aguda.

Cambios neuroendocrinos Fiebre, pérdida de apetito y somnolencia

Aumento de la secrecion de ACTH (hormona

adrenocorticotrépica), cortisol y catecolaminas

Cambios metabdlicos Aumento del catabolismo protéico
Produccion hepética de las Proteinas de Fase Aguda
Aumento de la lipogénesis hepatica
Aumento de la lipdlisis del tejido adiposo
Disminucion de la masa 6sea
Aumento de la gluconeogénesis

Disminucion de la protein lipasa en musculo y tejido

adiposo

Hipertrigliceridemia e hipocolesterolemia

Cambios hematopoiéticos Anemia (en enfermedades crénicas)
Leucocitosis

Trombocitosis

Cambios en constituyentes Hipozinquemia, hipoferremia e hipercupremia

lasmaticos no protéicos . ” .
P P Aumento de las concentraciones plasmaticas de retinol y

glutatién

Cecilliani et al., 2002. Protein and Peptide Letters

El sistema nervioso y el sistema endocrino se ven afectados y estimulados
por las citoquinas pro-inflamatorias, produciéndose alteraciones en el
comportamiento, cambios fisiolégicos, bioquimicos y nutricionales. La activacion
del eje hipotalamo-pituitario-adrenal es una de las principales caracteristicas
neuroendocrinas de la RFA, que se traduce en la liberacion de sustancias como la

hormona adrenocorticotrépica (ACTH), y el aumento en los niveles de cortisol
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(Borghetti et al., 2009). Una de las principales manifestaciones clinicas es la
fiebre. Se cree que la fiebre puede ser una respuesta a la IL-6 mediante la
produccion de prostaglandinas, otros mediadores que afectan al hipotalamo
(Dinarello 2004). Igualmente se observan cambios en la concentracion sérica de
iones como hierro y cinc, asi como es su redistribucién en los tejidos donde

ejercen una actividad antioxidante (Borghetti et al., 2009).

Bacteria, LPS

Lesiones, heridas, l

i d Virus
isquemia, trauma

Crecimiento tumoral
Estrés

Dafio tisular Estimulos proinflamatorios:
Alteracion de la homeostasis Activacion de laRFA

s
Aumento permeabilidad vascular Activacion del sistemainmune

Aumento factores adhesion @7
Atraccionleucocitos

w ’
© oo T
S -
Fibroblastos, Células endoteliales ManocitosMacroragos
‘ Accion local: Inflamacion |
g
3 Accion sobre diferentes
organos diana: Reaccion
sistémica
Activacion 1
eje HPA
13T, ","- >
1 I/D‘lrs'minumén masadsea

Fiebre

Anorexia ;

Somnolencia x lipglists /——7—
» musculo
2 N
2 catabolismo muscular

GLUCOCORTICOIDES |7
v

D -
Tejidos B®n
extrahepaticos 2 @ Leucocitosis

'. / trombocitosis
Gluconeogénesis \

Lipogénesis
Sintesis PFA

Figura 1. Esquema de la respuesta de fase aguda. Fecha roja representa efecto
inhibicién
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Uno de los principales cambios metabdlicos que se producen en el
organismo es el cambio en la sintesis de las proteinas de fase aguda (PFAs)
(Gabay et al., 1999). Estas proteinas pertenecen al grupo de proteinas
plasmaticas cuya concentracion cambia, al menos un 25 % su concentracién
basal, como respuesta a estimulos internos o externos en el organismo. El higado
es el principal 6rgano que sintetiza PFAs, y su concentracién plasmatica se ve
alterada como consecuencia de las alteraciones de tamafo, ultraestructura y
actividad metabdlica producidas en este 6rgano (Kushner 1982). La produccion de
las PFAs en el higado viene estimulada por las citoquinas pro-inflamatorias,
concretamente la induccion de la expresion de estas proteinas se produce en los
hepatocitos. Ademas de la produccion hepatica, las PFAs pueden ser sintetizadas
por otros tejidos como la glandula mamaria (Gronlund et al., 2003; Eckersall et al.,
2006), la glandula salival (Lecchi et al., 2009), el tracto gastrointestinal
(Vreugdenhil et al., 1999), los rifiones y los pulmones (Ramadori et al.,, 1985)
entre otros. Sin embargo, la aportacion extra-hepatica a las concentraciones

plasmaticas durante la fase aguda es pequefia.
1.1.1 Regulacién de los cambios de fase aguda y sintesis de las PFAs

Los monocitos/macréfagos desempenan un papel fundamental en el inicio
de la cascada de eventos que se desencadenan durante la RFA. Los macréfagos
presentan en su superficie receptores de patrones de reconocimiento (TLR, Toll
Like Receptors), que pueden interaccionar con determinadas estructuras
moleculares compartidas por los microorganismos y que se denominan PAMP
(patrones moleculares asociados a patdégenos). La interaccion entre las
secuencias PAMP y TLR produce la activacién de rutas que activan al factor
nuclear NF-kB, que una vez activado, migra desde el citoplasma al nucleo e
induce la transcripcion de citoquinas pro-inflamatorias (Garcia De Lorenzo Y
Mateos et al., 2000).

La sintesis y liberacion de las PFAs se atribuye al efecto de los mediadores

de inflamacion liberados por los monocitos, los macréfagos y células estromales
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activadas. Estos mediadores de inflamacién pueden agruparse en cuatro
categorias, citoquinas de tipo IL-6, citoquinas de tipo IL-1 (IL-1a, IL-1B3, TNFaq,
TNFB), glucocorticoides y factores de crecimiento. Las citoquinas actuan como
estimuladoras de la expresion génica de las PFA, mientras que los
glucocorticoides y los factores de crecimiento modulan la actividad de las propias

citoquinas. (Baumann et al., 1994).

Las primeras citoquinas liberadas tras el estimulo son el TNFa y la IL-1p,
cada una de las cuales estimula la produccion de la otra. La expresion de TNFa,
IL-1 e INF-y es crucial para la expresion de otros mediadores como
prostaglandinas y leucotrienos, que a su vez inducen la expresiéon del factor
activador de las plaquetas y otras citoquinas (IL-6, IL-8). La sintesis de la IL-6
viene estimulada por TNFa e IL-1, y a su vez la IL-6 estimula su propia produccién
e inhibe la sintesis de TNFa e IL-1. La liberacion de citoquinas antiinflamatorias
(IL-4, IL-10) también disminuye la produccién de TNFa e IL-1 en los monocitos. La
unién de los mediadores de inflamacidon a sus respectivos receptores en los
hepatocitos y la transduccién de esta sefial, induce cambios en la expresion

génica de las PFAs (Baumann et al., 1994).

Segun el tipo de mediadores que regulan su sintesis, se suele hablar de dos
tipos de PFAs. Las PFAs de tipo |, aquellas inducidas por citoquinas de tipo IL-1, y
las PFAs de tipo Il, las inducidas por citoquinas del tipo IL-6. La IL-6 es capaz de
estimular directamente la sintesis de la mayoria de las PFAs (Castell et al., 1989)
y también puede actuar de forma sinérgica con las citoquinas de tipo IL-1 en la
estimulacion de las PFAs de tipo |. Las citoquinas de tipo IL-1, no son capaces de
estimular directamente la sintesis de las proteinas de tipo Il y si tienen algun
efecto sobre su sintesis suele ser de tipo inhibitorio (Baumann et al., 1994). La
GPA, el componente C3 del complemento, el SAA, la Hp de rata, la CRP y la Apo
A-l son PFAs de tipo |, mientras que la ITIH4, el fibrinégeno, la Hp humana, la a1-
antitripsina y la ceruloplasmina son de tipo Il (Pifeiro et al., 1999; Gonzalez-
Ramon et al., 2000; Haas et al., 2003; Navarro et al., 2005). Entre las citoquinas

de tipo IL-6, ademas de la propia IL-6 se encuentran otras como la oncostatina M
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(OSM), la IL-11 o el factor inhibidor de la leucemia (LIF), que también regulan la
sintesis de las PFAs de tipo Il. Sin embargo su efecto sobre la sintesis de las
PFAs es menor que el de la IL-6 (Fukuda et al., 1993).

La activacion de eje hipotalamico-pituitario-adrenal mediante estas
citoquinas de alarma, provoca la liberacidon de glucocorticoides generando un
sistema de retroalimentacion negativa que inhibe la expresiéon génica y por tanto
la produccién de las citoquinas pro-inflamatorias (Baumann 1993, Jefferson
1985). Sin embargo, en algunos experimentos in vitro se ha visto que, entre los
glucocorticides, la dexametasona es capaz de estimular por si sola la sintesis de
algunas PFAs, como la Hp bovina (Higuchi 1994) o la GPA vy la fibronectina de

rata.

Entre los factores de crecimiento, el factor de crecimiento de los hepatocitos
(HGF) actua de forma antagonica a la IL-6 y estimula la sintesis de las PFAs
negativas como la albumina o la transferrina, e inhibe la sintesis de la Hp y la a1-
antiquimiotripsina en hepatocitos humanos. Ademas ese factor estimula la sintesis
de la a2-macroglobilina que no se considera una PFA humana (Guillen et al.,
1996).

La RFA es el resultado de la actuacién de un gran nimero de mediadores y
cofactores, y algunos de ellos, posiblemente, todavia desconocidos, que actuan
sinérgicamente, esto explicaria la enorme complejidad y la diversidad del
fendmeno. La terminacién de la RFA, viene mediada por la vida media de los
mediadores pro-inflamatorios y por la produccién de citoquinas anti-inflamatorias
entre las que se incluyen IL-10, IL-4, IL-13 y TGF-B. Una de las funciones de la
IL-10 es inhibir la sintesis de IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa. La IL-4 es capaz de inhibir la
sintesis de CRP, Hp y albumina en hepatocitos humanos (Loyer et al., 1993). Los
excesos de las citoquinas pro-inflamatorias pueden eliminarse mediante
receptores solubles de citoquinas o por receptores antagonistas, asi como

también pueden ser bloqueadas por los glucocorticoides (revisado en Koj 1998).
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Por tanto, la terminacion de la RFA parece ser tan compleja como los

mecanismos implicados en su inicio.

1.1.2 Funcién general de las proteinas de fase aguda en la defensa del

organismo

Aproximadamente unas 40 proteinas son consideradas PFAs (Gabay et al.,
1999). Algunas de estas proteinas pertenecen a los sistemas de coagulacion o del
complemento, otras son proteinas de transporte, otras participan en la respuesta
inflamatoria o son inhibidores de proteasas. De esta manera, es probable que
muchas PFAs tengan la capacidad para influir en uno o en varios de los eventos
desencadenados durante la inflamacién participando en el sistema de defensa del

organismo (Ceciliani et al., 2002).

La inflamacion es un proceso complejo y finamente regulado en el que
participan muchos tipos de células y moléculas. Algunas de estas moléculas
involucradas son multifuncionales y contribuyen tanto a la iniciacion como al
control de la inflamacién en los diferentes estados por los que transcurre hasta su
resolucion (Kushner 1998). El objetivo de la respuesta inflamatoria es la
recuperacion de la homeostasis amenazada por agentes externos e internos, que
va acompafiada, a menudo, de unos dafios colaterales para el organismo, como
la destruccion de tejidos causada por los radicales libres liberados durante la
RFA. Es por ello, por lo que es importante la actividad antioxidante de las PFAs
Hp (Alayash 2011), hemopexina (Delanghe et al., 2001) y ceruloplasmina (Patel et

al., 2002), frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS).

En contraste, otras PFAs, tienen una funcién pro-inflamatoria importante. En
las primeras etapas de la respuesta inflamatoria se produce la activacién del
complemento, iniciando una serie de eventos como la quimiotaxis de células
sanguineas y la exudacion de proteinas plasmaticas hasta el sitio infectado o

dafnado, para la opsonizacion del agente infeccioso y de las células dafiadas.
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El complemento es uno de los principales mecanismos de defensa del
sistema inmune, como se ha mencionado se activa en las primeras etapas de la
respuesta inflamatoria. Los componentes del complemento pueden ser activados
por diferentes vias mediante una cascada de proteinas permitiendo el
reconocimiento por parte del sistema inmune del agente infeccioso y la activacion
de la fagocitosis. La CRP activa la via clasica del complemento mediante la union
a una de sus proteinas (C1q) y participa en la eliminaciéon de agentes externos
(Du Clos 2000; Li et al., 2007).

La sobreexpresién del sistema de coagulacién y de cicatrizacién, también es
una caracteristica de la respuesta de fase aguda para mantener la homeostasis y
evitar el desequilibrio en el proceso de reparacién (Li et al., 2007). PFAs como la
protrombina y el fibrindgeno, estan involucrados en la cascada de coagulacion y
producen la activacién del endotelio incluyendo un incremento de células de

adhesion, extension y proliferacion.

En definitiva, la respuesta de fase aguda es un mecanismo homeostatico
cuya finalidad es recuperar las funciones normales del organismo lo antes posible.
Este resultado se obtiene mediante el aislamiento y destruccién de los agentes
infecciosos, la eliminacién del tejido dafiado y la reparacién del érgano afectado.
Este proceso generalmente revierte en unos pocos dias tras la desaparicion de la
causa que lo provoco; sin embargo, si la causa persiste puede darse una
inflamacién crénica. La pérdida de este control local o la aparicibn de una
respuesta hiperactiva llevan a una respuesta sistémica conocida como sindrome

de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS).

1.2 Proteinas de fase aguda, caracteristicas bioquimicas y

funcion

Como se ha mencionado anteriormente, durante la respuesta de fase aguda

la concentracion sérica de las PFA cambia notablemente. Estas proteinas se
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pueden clasificar atendiendo al cambio que experimentan en su concentracion,
como PFAs positivas 0 negativas. Las PFAs positivas aumentan su concentracion
y en este grupo se incluyen algunas proteinas séricas bien conocidas, como la
proteina C reactiva (CRP), el amiloide A sérico (SAA) y la haptoglobina (Hp). Las
PFAs negativas, al contrario, disminuyen su concentracion durante la RFA. Se
incluyen en este grupo la albumina, la transferrina (Tf) y la apolipoproteina A-l
(Apo A-l).

Las PFAs positivas pueden clasificarse también, segun el incremento de
concentracidn que experimentan, como principales, moderadas y minoritarias. Las
PFAs principales son aquellas que aumentan su concentracién mas de 10 veces
respecto a las concentraciones basales. Este incremento es muy rapido, ya que
aparece antes de las primeras 24 horas tras producirse el estimulo inflamatorio y
su vida media es muy corta, de manera que los niveles basales se recuperan
rapidamente con la desaparicion del estimulo. Otra caracteristica de las PFAs
principales es la baja concentracion sérica que presentan en situacién de
normalidad, que en algunos casos esta por debajo del umbral de 1 pg/mL. Las
PFA moderadas, alcanzan concentraciones entre 2 y 10 veces superiores a los
niveles basales y presentan una cinética mas lenta. Las concentraciones maximas
suelen alcanzarse entre las 48-72 horas después del estimulo y permanecen
elevadas durante varios dias. Las PFAs minoritarias son aquellas que
experimentan menores aumentos en sus concentraciones plasmaticas tras el
estimulo inflamatorio, pudiendo aumentar su concentraciéon en un rango entre un
50 y un 100% respecto a los valores basales. Aunque en términos de incrementos
las PFAs moderadas aumentan menos que las principales, debido a que su
concentraciéon en suero de animales sanos es mas elevada, comparando con los
niveles basales de CRP o SAA, la cantidad total de proteina producida durante la

respuesta de fase aguda es mayor (Ceron et al., 2005; Eckersall et al., 2010).

El interés despertado por las PFAs negativas ha sido mucho mas limitado.
El que entre ellas aparezca, en practicamente todas las especies estudiadas, la

albumina, que es la proteina cuantitativamente mas importante del suero
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sanguineo, posiblemente haya devaluado el papel de las PFAs negativas. Se cree
que el descenso en la sintesis de estas proteinas podria aportar aminoacidos
para la produccién de las PFAs positivas durante la respuesta sistémica, al menos
en las etapas iniciales de la misma. Mas adelante, estas necesidades de
aminoacidos serian aportadas por la degradacion de proteinas del musculo, que
es uno de los cambios metabdlicos caracteristicos de la RFA (Ceciliani et al.,
2002).

Sin embargo, entre las PFAs negativas destaca la Apo A-l, que
paraddjicamente puede ejercer funciones trascendentales durante la RFA al
reducir de manera importante su concentracion plasmatica. La Apo A-l es el
componente proteico mayoritario de las de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) en situaciones de normalidad. Diversos estudios han demostrado que la
Apo A-l, ademas de estar implicada en el transporte reverso del colesterol, tiene
funciones anti-inflamatorias (Barter et al., 2006), antioxidantes (Barter et al.,
2004), vasodilatadoras y es un antiagregante plaquetario (Kawai 1994). Todas
estas actividades, sin duda protectoras para el organismo, se ven afectadas
durante la RFA, en la que el metabolismo lipidico es drasticamente modificado.
Durante la RFA las HDL pierden Apo A-l, que es sustituida por el SAA, que es una
PFA positiva principal. La pérdida de Apo A-l disminuye la captaciéon de las HDL
por los hepatocitos y a la vez la presencia de SAA en las HDL aumenta la afinidad
de estas por los macréfagos, modificando el transporte reverso de colesterol.
Ademas, las HDL se tornan pro-inflamatorias y pro-aterogénicas, ya que pierden
también su capacidad de inhibir la oxidacioén de las LDL. El descenso de la Apo A-
I, las modificaciones de las HDL y del metabolismo lipidico en general contribuyen
a la defensa del huésped, proporcionando por un lado lipidos para la reparacion
de los tejidos afectados y energia para las células del sistema inmunitario. En este
contexto, el papel de la Apo A-l como PFA negativa no es secundario sino todo lo
contrario. En estudios recientes se ha visto que en cerdos sometidos a
inflamacién o diferentes procesos infecciosos experimentales la concentracion de
Apo A-l cae a los pocos dias del estimulo hasta niveles comprendidos entre un

medio y un décimo de sus valores iniciales (Carpintero et al., 2005; Carpintero
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2007; Carpintero et al., 2007). La evolucién de los niveles de la Apo A-l porcina es

similar, aunque contraria, a la de las PFAs positivas principales.

Las PFAs son indicadores altamente sensibles de inflamacion, pero carecen
de especificidad y su respuesta durante la fase aguda depende de la especie.
Existe gran variabilidad en la RFA entre las diferentes especies (Tabla 2), y el que
una proteina se comporte como PFA en una especie determinada no significa que

lo sea en otra distinta.

Tabla 2. Clasificacion de las PFAs segun la especie animal

Especie Principales Moderadas Minoritarias Negativas
(10-100 veces) (2-10 veces) (<2 veces) (disminucién)
Humano CRP, SAA GPA, Fb, Hp, Cp Albumina, Tf,
ITIH4 Apo A-l
Rata Inhibidor de Hp, ITIH4, Fb a1-AT, Cp, Albumina, Tf,
Cistein CRP Transtirretina
Proteasas,
GPA, a,-MG
Cerdo Pig-MAP, CRP, Hp, Fb Cp Albumina, Tf,
SAA Apo A-l
Vaca SAA, Hp ITIH4, GPA, CRP, Fb AlbUumina
Cp
Caballo SAA Hp, GPA, Fb, Albumina
Cp
Gato SAA, GPA Hp, Cp, Fb Albumina, Tf
Perro CRP, SAA Hp, GPA, Cp, Albumina, Tf

Fb
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CRP; proteina C reactiva, SAA; amiloide A sérico, GPA; ai-glicoproteina acida, Fb; fibrinégeno, Hp;

haptoglobina, Cp; ceruloplasmina, Tf; transferrina, Apo A-l; apolipoproteina A-l.

Revisado en Petersen et al., 2004; Eckersall et al., 2008; Kjelgaard-Hansen et al., 2011; Gomez-
Laguna et al., 2011

En general, en todas las especies de mamiferos estudiadas hasta el
momento, existe un incremento en la sintesis de la haptoglobina (Hp), fibrinégeno
(Fb) y a1-glicoproteina acida (GPA), con excepcion del cerdo para esta ultima
(Lampreave et al., 1994), y una reduccion en la sintesis de la albumina y la
transferrina (a excepcion del pollo) durante la RFA. Por el contrario la CRP y SAA

muestran grandes diferencias de una especie a otra.
A continuacién se describen algunas de las PFAs mas relevantes:
Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (CRP) fue la primera PFA identificada en el suero de
humanos y primates no humanos (Abernethy et al., 1941). Su presencia en los
sueros infectados pudo ponerse en evidencia por ser precipitable por el
polisacarido C de las bacterias del género Pneumococcus. A esta propiedad debe
su nombre de proteina C reactiva (CRP). Es una pentraxina, que consta de cinco
subunidades unidas de manera no covalente y combinadas en forma de
estructura pentamérica (Thompson et al., 1999). El peso molecular de la CRP
humana es de 118 KDa por equilibrio de sedimentacion o de 120 KDa derivado de
su secuencia de aminoacidos, con subunidades de 24,3 KDa (Volanakis et al.,
1978). A diferencia de la mayoria de PFAs la CRP no es una glicoproteina,
excepto en la especie canina donde dos de sus cinco subunidades se encuentran

glicosiladas (Caspi et al., 1984).

La CRP tiene la capacidad de influir en varias etapas de la inflamacion. Una
funcién importante es su capacidad de unirse a fosforilcolina en presencia de
Ca?*, pudiendo asi reconocer a patdgenos extrafios asi como a fosfolipidos

constituyentes de células propias danadas (Gabay et al., 1999; Thompson et al.,
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1999). Los complejos formados por la CRP con células extrafias y dafadas
activan la via clasica del complemento, lo que permite la captacion de dichos
complejos por los macréfagos gracias a los receptores de CRP presentes en su
membrana(Du Clos et al., 2001). De esta manera, la CRP puede iniciar la
eliminacion de patégenos extrafios y también de células propias dafadas,
previniendo, en este Ultimo caso, los procesos de autoinmunizacion.
Recientemente se ha visto la que la CRP es secretada en su forma pentamérica
(pCRP), pero durante la inflamacién puede aparecer también en forma
monomeérica (MCRP) que consta de una unica subunidad. Esta ultima se formaria
mediante una disociacion irreversible de la pCRP en los sitios de inflamacion,
dafo tisular o infeccion y serviria, junto con las proteinas C1q y C4bp del
complemento, para modular mas finamente la activacién de la via clasica del
complemento en células necréticas (Sproston et al., 2018). Otros efectos pro-
inflamatorios de la CRP incluyen la induccién de citoquinas inflamatorias en

monocitos (Ballou et al., 1992b)

En medicina humana, la medida de la CRP es usada como un marcador
clinico de inflamacion. A pesar de su falta de especificidad, la concentracién de
CRP refleja la presencia y severidad de los procesos inflamatorios o infecciosos
activos (revisado, Pepys 1981). Los niveles encontrados en adultos sanos, suelen
ser inferiores a 2 mg/L, aunque niveles hasta 10 mg/L pueden encontrarse en
individuos aparentemente sanos. Por encima de 10 mg/L se consideran
elevaciones notables En individuos con inflamacion, casi siempre debidas a
infecciones severas, pueden observarse niveles de hasta 500 ug/mL (Ballou et al.,
1992a). La medida de esta proteina ha sido de utilidad en la deteccién de
enfermedades cardiovasculares, ademas aumentos significativos de CRP se han
asociado a diferentes enfermedades como apendicitis, colecistitis, pancreatitis,
meningitis y en diabetes gestacional y preclampsia entre otras (Cao et al., 2018;
Sproston et al., 2018).

Al igual que en humanos, la CRP es una PFA principal en perro y su

concentracién plasmatica se ha visto aumentada en diversas patologias que
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afectan a esta especie (Eckersall et al., 2010). En el cerdo también se han
observado incrementos en la concentracién plasmatica de CRP como respuesta
frente a estimulos inflamatorios de diferente naturaleza, como la inyeccién con
aceite de trementina (Lampreave et al., 1994) o ante infecciones ocasionadas por
diferentes microorganismos de manera aislada (Heegaard et al., 1998) o en
combinacion con otros (Pomorska-Mol et al., 2013). En la especie equina se han
encontrado aumentos de CRP tras diferentes procesos inflamatorios (Takiguchi et
al., 1990). Por el contrario, la CRP no se considera de fase aguda en la especie
bovina (Petersen et al., 2004). Sin embargo, no hay unanimidad respecto a ése
comportamiento entre los investigadores, ya que se han descrito incrementos en
su concentraciéon durante infecciones normales ocurridas en granjas
relacionandose su concentracion con el estado de salud de los animales (Lee et
al., 2003). En gato, la CRP tampoco experimenta cambios frente a inflamacion
(Kajikawa et al., 1999).

Haptoglobina

La haptoglobina (Hp) es una glicoproteina de la fracciéon de las a, globulinas
del plasma de muchas especies animales. La Hp humana, y la de la mayoria de
los animales, estructuralmente estd compuesta por dos subunidades a y dos
subunidades B formando un dimero de dos cadenas a3 unidas covalentemente
por un puente disulfuro, entre dos residuos Cys'® de cada cadena a. El gen
humano de la Hp esta formado por tres alelos estructurales, los productos de
dichos alelos son los responsables de la presencia de los tres tipos de Hp
presentes en la especie humana (1-1, 1-2, 2-2) de diferente estructura y tamano
(Polticelli et al., 2008). La Hp canina, que presenta similitud con el subtipo 1-1
humano, es un tetramero formado por dos subunidades a8 de 47 KDa en las que
cada subunidad contiene una cadena a de 18 KDa y una 3 de 34 KDa. Sin
embargo, a diferencia de la Hp humana, los dimeros af no estan unidos por
puentes disulfuro debido a que la Cys' participante en el enlace es sustituida por
un residuo Leu (Kumazaki et al., 1992; Mominoki et al., 1995). Otra diferencia con

la Hp humana es que la cadena a tiene una secuencia de union a oligosacaridos y
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esta glicosilada (Mominoki et al., 1995), a diferencia de la humana que
unicamente tiene glicanos unidos a sus cadenas B. El patron de glicosilacién de
esta proteina puede variar con enfermedades inflamatorias, autoinmunes y

neoplasias (Andersson et al., 2001).

La funcion bioldgica de la Hp, a la que debe su nombre otorgado por sus
descubridores Polonowsky y Jayle (1983), se asocia a su capacidad para formar
complejos estables con la hemoglobina. De esta forma es capaz de controlar la
disponibilidad del hemo circulante, impidiendo la pérdidas excesivas de hierro por
excrecion en la orina (Giblett 1974; Yang et al., 2003). Los complejos Hp-
Hemoglobina son reconocidos por receptores especificos CD163, presentes en
los macrofagos, y eliminados del organismo mediante fagocitosis lo que reduce el
dafo oxidativo de la hemodlisis (Kristiansen et al.,, 2001). Ofras funciones
atribuidas a la Hp son: estimulacién de la angiogénesis, inhibicion de la catepsina,
hemaglutinacién viral, modulacién de la funcién de los macrofagos, estimulacion
de la formacién de protaglandina E2, inhibicién de la produccién de superoxidos y
el aumento de la produccién de calcio en los neutréfilos (Kohler et al., 1978; Oh et
al., 1990; Frohlander et al., 1991).

En el perro la Hp es una PFA moderada y responde frente a diversos
estimulos inflamatorios y enfermedades infecciosas. La Hp canina es
especialmente sensible al efecto de los glucocorticoides. Valores altos de Hp se
han encontrado tras el tratamiento con estos y durante hiperadenocorticoidismo
(Eckersall 2008). En otras especies como la porcina, aumentos de esta proteina
se han visto asociados con diversos signos clinicos y situaciones inflamatorias
(Lampreave et al., 1994; Sorensen et al., 2006; Saco et al., 2016). En caballos se
han observado aumentos en los niveles de Hp asociados a la inflamacién
producida por artritis, tanto en suero como en liquido sinovial (Barrachina et al.,
2016). En bovino las concentraciones de Hp en suero son muy bajas (< 20 mg/L),
a diferencia de otras especies como perro, gato, caballo y cerdo cuyas
concentraciones estan un rango de 1 a 2 mg/mL (Eckersall 2008). Esta proteina

considerada como PFA principal en el suero bovino, se ha estudiado ampliamente
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en suero en el diagndstico de diferentes enfermedades (Eckersall et al., 2010) y
en muestras de leche durante mastitis (Pyorala et al., 2011). La Hp también es
proteina de fase aguda en el resto de especies estudiadas, como humano, rata,

ratén, conejo, gato (Putnam 1975, Petersen 2004).
a-glicoproteina acida

La a4-glicoproteina acida (GPA), también conocida como orosomucoide,
(Weimer et al.,, 1950), es quizas la glicoproteina sérica humana mejor
caracterizada estructuralmente. En el perro es una glicoproteina de 43 KDa que
presenta un alto grado de glicosilacion, aproximadamente el 45 % de su peso.
Debido a su alto contenido en acidos sialicos la GPA presenta un bajo punto
isoeléctrico, pl muy acido y numerosas microformas con pl comprendidos entre
2,8y 3,8. (Dello et al., 1987; Fournier et al., 2000).

Al igual que la albumina sérica, la proteina fijadora de drogas mas
importante, la GPA puede unirse y transportar sustancias de origen endégeno o
exégeno como heparina, histamina, serotonina y esteroides (Fournier et al.,
2000). Esta capacidad de unir drogas le confiere una gran utilidad en aplicaciones
terapéuticas. La GPA es considerada un antiinflamatorio e inmunomodulador
natural. De esta forma, inhibe la activacién de los neutréfilos y aumenta la
secrecion de receptores antagonistas de la IL-1 por los macrofagos (Fournier et
al., 2000). Ademas, puede ayudar en la eliminacién del lipopolisacarido (LPS)
uniéndose directamente a él y neutralizando asi su toxicidad (Moore et al., 1997).
Inhibe también la proliferacion linfocitaria inducida por mitégenos (ltoh 1989) y la
actividad de las células NK (Natural Killer) (Okumura et al., 1985). Se ha mostrado
también que la actividad inmunomoduladora de la GPA depende de su
glicosilacion (Hatton el al, 1983). Finalmente, es relevante destacar que en
lechones recién nacidos la GPA puede alcanzar concentraciones de casi 13
mg/mL, que disminuyen rapidamente después del nacimiento (Lampreave et al.,
1982; Lampreave et al., 1984). Dicha concentracién es mas de 40 veces superior

a la concentracion de los adultos normales y representa casi el 50 % de las
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proteinas totales del suero de los cerditos recién nacidos. Puede decirse que la
GPA desempefia una funcién desconocida pero sin duda fisiologicamente

importante en el periodo fetal y neonatal porcino.

En la mayoria de las especies estudiadas como hombre, rata, raton
(Kushner et al., 1994) GPA es una PFA. En las especies canina y felina GPA se
comporta como una PFA positiva moderada. La GPA felina es un reconocido
marcador de peritonitis infecciosa y también se han visto niveles elevados en
neoplasias (Eckersall et al.,, 2010). En cerdo por el contrario la GPA no parece
comportarse como una proteina de fase aguda, ya que su concentracion no se ha
visto significativamente modificada significativamente durante la respuesta de fase
aguda (Lampreave et al., 1994; Eckersall et al., 1996) aunque recientemente se
ha postulado su comportamiento como PFA negativa debido a la disminucion de
su concentracion en el suero de cerdos tras infeccion experimental con bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas e inflamacién aséptica inducida con

aceite de trementina (Heegaard et al., 2013)
Amiloide A sérico

El término amiloide A sérico (SAA) comprende a una familia de proteinas
polimérficas codificada por multiples genes (Sipe 1999). Su secuencia esta muy
conservada en todos los mamiferos, asi como en pdjaro y otras especies
animales. Presenta un numero variable de isoformas dependiendo de la especie
animal. Los SAA 1 y SAA 2 son PFAs principales, ya que sus concentraciones
aumentan hasta 1000 veces durante la inflamacion. En leche se ha visto la
presencia de una isoforma de esta proteina denominada MAA diferente a la del
suero y sintetizada por glandula mamaria en vacas con mastitis (Eckersall 2008).
Por el contrario, la SAA 4 es inducida minimamente durante la RFA y solo se ha
encontrado en humanos y en ratones. Aunque SAA es una proteina pequena y su
secuencia y polimorfismos son conocidos los detalles de su estructura

tridimensional son imprecisos debido a su caracter hidrofébico (Sack 2018).
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Las SAAs son pequenas apolipoproteinas de 12-14 KDa que se asocian
rapidamente durante la RFA con la fraccién de las HDL3 en las que se hacen
mayoritarias, excediendo en cantidad a la Apo A-l. Esto modifica drasticamente el
metabolismo del colesterol. EI SAA aumenta la afinidad de las HDL3 por los
macrofagos a la vez que disminuye la afinidad de las HDLs por los hepatocitos
(Kisilevsky et al., 1992). Entonces, las HDLs se desplazan a los macréfagos que
engullen el colesterol y los restos de lipidos en los sitios de necrosis. El colesterol
podria entonces ser redistribuido para usarlo en la reparacion del tejido y el
exceso seria excretado (Steel and Whitehead, 1994). Ademas, se le han atribuido
otras funciones, como la induccion de enzimas que degradan la matriz
extracelular y reclutamiento quimiotactico de células inflamatorias a los sitios de
inflamaciéon (Ye et al., 2015). El SAA 1 esta potencialmente involucrado en la
patogénesis de varias enfermedades inflamatorias crénicas: es el precursor de la
proteina amiloide A depositada la amiloidosis y también ha sido implicada en la
patogénesis de la aterosclerosis y la artritis reumatoide (Ceron et al., 2005;
Eckersall 2008).

El SAA se comporta como PFA principal en la mayoria de las especies de
mamiferos estudiadas (Petersen et al., 2004; Ceron et al., 2005), excepto en la
rata (Kushner 1988). EI SAA junto con la CRP son las principales PFAs en el
perro. La determinacion de SAA es util en gatos donde actua como principal PFA
frente a una amplia variedad de procesos inflamatorios e infecciosos (Eckersall et
al.,, 2010). En vaca, aumentos en la concentracién de SAA se han asociado a
infecciones tanto naturales como experimentales, y junto con Hp, el SAA ha sido
propuesto como biomarcador de la mastitis (Eckersall et al., 2010). Elevadas
concentraciones de SAA se han encontrado en el suero de caballos sometidos a
inflamacién experimental (revisado en (Eckersall 2008)), ademas esta proteina ha
sido usada para diferenciar casos infecciosos como enteritis, enterocolitis,
peritonitis, o abscesos abdominales, de casos no infecciosos que causan dolor
abdominal (Vandenplas et al., 2005) . En humanos SAA muestra una sensibilidad
y rapidez de respuesta similar a la que presenta CRP. Niveles elevados de esta

proteina se han encontrado asociados a etapas tempranas de diversos tipos de
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cancer, lo que ha llevado a evaluar su papel como posible biomarcador en este
tipo de patologias; ademas debido a su caracter lipofilico los cambios en la
concentracion de SAA se han asociado a cambios en la formacion de HDL y a
lesiones ateroscleréticas, asi como también se ha visto asociada a sarcoidosis
(Revisado en (Sack 2018)).

Cadena pesada 4 del inhibidor de tripsina inter-a

La cadena pesada 4 del inhibidor de tripsina inter-a (ITIH4) es una
glicoproteina sérica, que se incluye dentro de la familia del inhibidor de tripsina
inter-a (ITI), dada su homologia secuencial con el resto de cadenas pesadas de
esta superfamilia. La familia ITI consta de una serie de proteinas plasmaticas que
resultan de la unidon de una cadena ligera (bikunina) y diferentes cadenas
pesadas, que se unen a través de puentes de glicosaminoglicanos (Salier et al.,
1996). La familia de las cadenas pesadas consta de 5 miembros: H1, H2, H3, H4
y la dUltima caracterizada, la H5 (Himmelfarb et al., 2004). La bikunina se
encuentra unida a las cadenas H1, H2, H3 y H5, pero no a la H4. La falta de
bikunina, que contiene dos dominios inhibidores de la tripsina tipo kunitz, hace
que la ITIH4, a diferencia del resto de miembros de su familia, no posea

capacidad inhibitoria de la tripsina (Gonzalez-Ramon et al., 1995).

Inicialmente, bajo el nombre de sgp120 (serum glicoprotein 120 KDa), la
ITIH4 humana fue clasificada como una proteina reguladora del complemento
(Hammer et al., 1989). Casi al mismo tiempo y de manera independiente, dos
grupos japoneses dedujeron la secuencia de 902 aminoacidos para la proteina
madura a partir de la secuencia de cDNA (Nishimura et al., 1995; Saguchi et al.,
1995). Debido a que esta proteina es sensible a la degradacion mediante la
calicreina, algunos autores pasaron a denominarle PK-120 (human plasma
kallicrein-sensitive protein de 120 KDa) (Nishimura et al., 1995; Pu et al., 1995),
mientras que otros la renombraron como IHRP (ITI heavy chain related protein)
(Choi-Miura et al.,, 1995; Saguchi et al., 1995), debido a la homologia que

presentaba con las cadenas pesadas de familia ITIl. Poco antes de llevarse a cabo
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estos estudios, la ITIH4 fue descrita como PFA por primera vez en la especie
porcina, a la que se le denomind en origen Pig-MAP (major acute phase protein in
pigs); esta nueva proteina porcina experimentaba los mayores aumentos de
concentracion en el suero, tras la induccion de la fase aguda mediante la
inyeccion con aceite de trementina (Lampreave et al., 1994). Posteriormente esta
nueva proteina porcina fue identificada como una proteina homoéloga a la PK-120
humana, mostrando una homologia de 85 % en la secuencia amino terminal
(Gonzalez-Ramon et al., 1995). Esta proteina plasmatica pasé a denominarse
ITIH4 (Salier et al., 1996), aunque el término Pig-MAP es comunmente utilizado

para denominar a esta proteina en el cerdo.

Gracias a los estudios de Saguchi y Nishimura, se conoce la secuencia de
la ITIH4 humana. El codon de iniciacion ATG en el cDNA de esta ITIH4 esta
flanqueado por una secuencia consenso de tipo Kozak (CCACCATGG), habitual
en eucariotas superiores (Saguchi et al., 1995). La proteina se sintetiza en forma
de precursor con un péptido sefal de 28 aminoacidos. La proteina madura
contiene cuatro sitios de glicosilacion (Asn®, Asn'”®, Asn*®, Asn®*), tres residuos
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de cisteina (Cys®®*, Cys’" y Cys®®) y tres sitios de reconociminto de la calicreina
(Arg*®, Arg®®, Arg®®) dentro de la secuencia (Phe-Arg-Xaa) (Nishimuna et al.,
1995, Saguchi et al., 1995). Debido a la accién de la calicreina, en primer lugar se
obtienen dos fragmentos, uno de 100 KDa y otro de 35 KDa, seguidamente el
fragmento de 35 KDa pasa a 70 KDa y un fragmento tedérico de 30 KDa que no se
ha encontrado (Pu et al., 1995). Los dos residuos Cys’'®, Cys®”® se encuentran en

el fragmento de 35 KDa formando un puente disulfuro.

La similitud entre ITIH4 y las cadenas pesadas de la familia ITI, esta
restringida a los primeros dos tercios de la secuencia amino terminal. En esta
region tanto la ITIH4 como las otras cadenas pesadas poseen motivos
secuenciales de interés, entre los que se encuentran un dominio Vault, un sitio de
unién calcio y un dominio Von Willebrand. La regién carboxilo terminal (el ultimo
tercio de la secuencia) presenta homologia con proteasas dependientes de ATP
(Saguchi et al., 1995).
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La ITIH4/Pig-MAP se ha estudiado ampliamente en la especie porcina,
donde es caracterizada como principal proteina de fase aguda (Lampreave et al.,
1994; Heegaard et al., 1998). Su concentracion aumenta en infecciones
producidas tanto por virus, como por bacterias o parasitos (Carpintero et al., 2007;
Martin De La Fuente et al., 2010; Pomorska-Mol et al., 2013). La Pig-MAP
también se ha visto elevada en situaciones de estrés y que comprometen al
bienestar animal como el transporte (Pifieiro et al., 2007b), el hacinamiento
(Marco-Ramell et al., 2011) o cambios en las pautas de alimentacion (Pifieiro et
al., 2007a).

En el caso humano, aumentos de esta proteina han sido descritos en
pacientes tras diferentes procesos inflamatorios como infarto de miocardio, angina
de pecho o tras intervenciones quirurgicas, lo que permitié caracterizarla como
una PFA en esta especie (Pifieiro et al., 1999). En la especia bovina también
actia como tal y se ha visto incrementos significativos de esta proteina tanto en
suero (Pifeiro et al., 2004), como en leche (Alonso-Fauste et al., 2012; Soler et
al.,, 2018) de vacas afectadas por mastitis. En otras especies como oveja
(Sendino 1988), rata (Daveau et al., 1998) o raton (Duan et al., 2005) también se
ha observado que esta proteina actie como PFA positiva. Hasta el inicio de esta
tesis no se tenian conocimientos acerca del comportamiento de la ITIH4 canina
en fase aguda. Resultados sobre esta proteina y su implicacién como PFA seran

discutidos en este trabajo.

Aunque su estructura y su implicacion en la fase aguda son conocidas, la
funcion bioldgica de la ITIH4 se desconoce todavia. Un posible papel podria estar
relacionado con la regulacion de la migracion celular y la proliferacion durante el
desarrollo de la RFA, ya que uno de sus dominios (el dominio von Willebrand A)
esta implicado en la interaccion con moléculas de la matriz extracelular (ECM),
como el colageno, proteoglicanos o heparina (Salier et al., 1996). También se ha
descrito que inhibe la polimerizacién de la actina y la fagocitosis en células
polimorfonucleares (Choi-Miura et al., 2000) y parece estar implicada tanto el

desarrollo como en la regeneracién hepatica (Bhanumathy et al., 2002).
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En humanos, la ITIH4 se ha propuesto como marcador de diferentes
patologias como esclerosis lateral amiotréfica (Tanaka et al., 2013), o dafo
isquémico (Nayak et al., 2016). Resultados previos (Tang et al., 2008), mostraron
que la ITH4 se encuentra aumentada en el carcinoma hepatocelular humano y la
ruta de senalizacion de IL-6 sobreactivada, sugiriendo un papel pro-tumoral de
esta proteina. Recientes estudios la consideran como un marcador temprano y de
diagnéstico para dicho cancer (Li et al., 2018). En adenocarcinoma gastrico su
uso como biomarcador también ha sido considerado (Subbannayya et al., 2015).
Ademas de los cambios en su concentracioén, la presencia de fragmentos de ITIH4
en diferentes tipos de cancer también ha sugerido el empleo de esta proteina
como marcador temprano y especifico de patologias tumorales. El péptido de 35
KDa se ha propuesto como marcador especifico de carcinoma de glandula
mamaria y de ovario, por verse aumentado en este tipo de canceres y no en otros

como osteosarcoma o carcinoma nasofaringeo (Mohamed et al., 2008).

1.3 Proteinas de fase aguda como biomarcadores en medicina

canina

El creciente interés en el uso de las PFAs en medicina canina es una
muestra de las amplias posibilidades de aplicacion de estas proteinas como
biomarcadores en diversas areas (Eckersall et al.,, 2010). La sensibilidad y
especificidad del andlisis de estas proteinas para la deteccidon de procesos
inflamatorios es superior a la que proporcionan otros parametros inespecificos de
inflamacién, como el ratio albumina/globulina o el recuento de leucocitos. Ademas
las PFA pueden utilizarse para detectar inflamaciéon en animales en los que la
médula ésea no puede responder al estimulo inflamatorio, como en casos de
tratamientos con quimioterapia y leucemia. Cabe destacar que las PFA son mas
estables que los componentes celulares de la sangre, por lo que los ensayos

pueden realizarse en muestras congeladas (Ceron et al., 2005).
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Tabla 3. Ejemplos de patologias caninas en las que se han evaluado las PFAs.

Patologia PFA Referencias
Enfermedades inflamatorias
Anemia hemolitica autoinmune CRP, GPA, Mitchell et al., 2009
albumina
Poliartritis inmunomediada CRP Kjelgaard-Hansen et al., 2006;
Ohno et al., 2006
Pancreatitis CRP Holm et al., 2004; Hori et al., 2006;
Sato et al., 2017
SIRS CRP, albumina Gebhardt et al., 2009; Torrente et al.,
2015; Gommeren et al., 2018
Infecciones bacterianas
Piometra CRP, SAA Hp Dabrowski et al., 2007; 2013; Jiptean et
al., 2014
Escherichia coli CRP, Hp Tvarijonaviciute et al., 2011
Leptospirosis CRP, Hp Caspi et al., Yamamoto, Mastrorilli et
al., 2007
Infecciones parasitarias
Leishmaniasis CRP, Hp Martinez-Subiela et al., 2002; 2011
Babesiosis CRP, GPA Matijatko et al., 2002;Lobetti et al.,
2000
Espirocercosis CRP, Hp Mylonakis et al., 2012
Infecciones virales
Parvovirus CRP, SAA, GPA Yamamoto et al., ;Yule et al.,
Neoplasias
Mamarias Hp, CRP Panellas et al., 2009
Linfoma CRP, Hp Merlo et al., 2007, 2008; Mischke et al
., 2007; Nielsen et al., 2007
Sarcomas y mastocitomas CRP, GPA, HP Chase et al., 2012
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Otros
Lesion en mucosa gastrica CRP, SAA, Hp, Fb  Bayrami and Ulutas, 2008
Problemas en cicatrizacién CRP Knapp et al ., 2009
Enfermedad cardiaca CRP Rush et al., 2006, Saunders et al., 2009
Hiperadenocorticismo CRP, Hp, Fb, McGrotty et al., 2005; Caldin et al .,

albumina 2009

El cambio en la concentracién de los niveles plasmaticos de las PFAs se ha
determinado en diversas patologias que afectan a la especie canina, tal y como
puede verse en la Tabla 3. El abanico de patologias estudiadas es muy amplio.
No obstante, no todas las patologias muestran los mismos incrementos en las
mismas PFAs, y el aumento y la prevalencia de estos viene influida por el tipo del

estimulo.

En medicina canina las PFA resultan utiles como marcadores de inflamacion
complementarios a los marcadores tradicionales, como es el recuento de células
blancas (Nakamura et al., 2008), o pueden ayudar en el diagnéstico de
enfermedades especificas, como pancreatitis (Mansfield et al., 2008),
enfermedades intestinales inflamatorias (Jergens 2004) y meningitis sensible a
corticoides (Bathen-Noethen et al., 2008; Lowrie et al., 2009a; Lowrie et al.,
2009b) En el caso de la meningitis sensible a corticoides, cuyo diagndstico
basado unicamente en criterios clinicos y test de laboratorios no especificos no ha
sido satisfactorio, se han realizado estudios que demuestran un incremento de
CRP, SAA y Hp en perros que presentaban una fase inicial de la enfermedad
(Eckersall et al., 2010).

El valor pronéstico de las PFAs para predecir el curso de enfermedades
agudas es otro posible campo de aplicacion de estos biomarcadores, de
indudable interés. Varios estudios han evaluado la medida de la CRP con esa
finalidad en perros con anemia hemolitica autoinmune (Griebsch et al., 2009;

Mitchell et al., 2009), en perros en estado critico que ingresaron en unidades de
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cuidados intensivos, o en perros con SIRS (Chan et al., 2009; Gebhardt et al.,
2009). Aunque el valor de la CRP determinado en el momento de ingreso del
animal no mostré un claro valor pronéstico, la determinacién de CRP si resultd
relevante para evaluar con prontitud la evolucion de la enfermedad tras el inicio el
tratamiento. En perros con SIRS o pancreatitis, la no disminucién de la
concentraciéon de CRP después del tratamiento parecié ser relevante para la no
supervivencia del animal (Mansfield et al., 2008; Gebhardt et al., 2009).

Las PFAs CRP, Hp y SAA han mostrado igualmente su valor en el
seguimiento del periodo postoperatorio y sus posibles complicaciones en perras
afectadas por piometra y sometidas a cirugia. (Dabrowski et al., 2009). También
se ha observado una relacion entre la evolucion de los niveles de las PFA vy el
resultado de los tratamientos en pacientes con neoplasias o enfermedades
hematolégicas (Tecles et al., 2005). En el caso concreto de anemia hemolitica
autoinmune Hp, CRP y SAA mostraron pequefios o0 moderados incrementos en su
concentracion, siendo mas notables en este caso los incrementos observados
para la Cp (Tecles et al., 2005). Se ha mostrado el potencial de CRP y Cp durante
la monitorizacién de la respuesta al tratamiento en animales infectados con L.
infantum Ademas se ha sugerido un papel importante de la CRP en la deteccion
de posibles recaidas tras la suspension del tratamiento (Martinez-Subiela et al.,
2003; Sasanelli et al., 2007; Martinez-Subiela et al., 2011b). Asi mismo se ha visto
la utilidad de la determinacion de CRP y SAA para evaluar la eficacia de los
tratamientos a antibiéticos en animales infectados con neumonia bacteriana
(Viitanen et al., 2017).

1.4 Métodos analiticos para la determinacion de PFAs en

especie canina

Los inmunoensayos son las técnicas mas utilizadas para la cuantificacion
individual de las proteinas séricas. Estas técnicas requieren la disponibilidad de
un antisuero o anticuerpo especifico, capaz de precipitar o fijar a la proteina de

interés. La existencia de reacciones cruzadas entre un antisuero o anticuerpo
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preparado frente a una proteina de una especie determinada y las proteinas
homologas de otras especies, ha permitido, en algunos casos, aplicar un mismo
método analitico a diferentes especies. Hay varias formas en las que los
anticuerpos se han incorporado en los inmunoensayos permitiendo el desarrollo
de diferentes metodologias para la cuantificaciéon de PFA caninas, entre las que
se encuentran la inmunodifusion radial (IR), la inmunoturbidimetria (IT), el ELISA,

la inmunocromatografia o la inmunofluorimetria.

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de las PFAs caninas,
algunos de los cuales han sido comercializados. En la Tabla 4 se recogen los
principales métodos comerciales cuya validacion esta disponible en la literatura.
En los ultimos afios se han puesto en el mercado diferentes métodos
turbidimétricos para la determinacion de CRP canina. Estos métodos suponen
una buena eleccion para el laboratorio clinico, debido a la capacidad de
automatizarse utilizando un analizador de bioquimica clinica, y a la baja

imprecision que presentan.

La CRP, es una de las principales PFA en el perro, ademas, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas es facil de purificar, es por esto por lo que es la PFA
para la que mas métodos de medida validados se encuentran en el mercado. La
CRP canina se determind inicialmente mediante métodos “in house” utilizando
técnicas de inmunoprecipitacion (Caspi et al., 1984), ELISA (Eckersall et al., 1989)
o turbidimétria (Eckersall et al., 1991). El primer ELISA comercial especifico de
especie, permitio extender este analisis a diferentes laboratorios, sin embargo la
alta imprecision entre ensayos no lo hace adecuado para diagndstico (Kjelgaard-
Hansen et al., 2003b). La validacién en perro de un ensayo inmunoturbidimétrico
especifico para CRP humana (Kjelgaard-Hansen et al., 2003a), proporciond una
herramienta de medida automatizable para la determinacién de CRP canina, con

una menor imprecision, aunque con error a bajas concentraciones.

El uso de métodos de cuantificacion de PFAs desarrollados en otras

especies y validados para perro ha sido frecuente hasta ahora, pero hay que tener
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en cuenta que un requisito imprescindible para garantizar la veracidad de los
métodos es el uso de estandares y calibradores especificos de especie. Ademas
en el caso de utilizar anticuerpos policlonales desarrollados frente a otra especie,
hay que validar cada nuevo lote de anticuerpos, porque puede que no reconozcan

de la misma manera a las proteinas (Kjelgaard-Hansen et al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, en los Ultimos afios se han
introducido en el mercado varios métodos turbidimétricos especificos de la
especie canina, que permiten determinar la CRP con alta precisién y exactitud
(Hillstrom et al., 2014) (Pifieiro et al., 2018). Igualmente se han desarrollado
diferentes metodologias “point of care” que permiten la obtencion de resultados de
forma rapida en la clinica (Mcgrotty et al., 2004; Jasensky et al., 2015).También
se ha desarrollado un método de alta sensibilidad basado en técnicas
inmunofluorimétricas, que permite cuantificar la CRP en otras matrices como orina
(Martinez-Subiela et al., 2013) o fluido cerebroespinal (Martinez-Subiela et al.,

2011a) entre otros.

A diferencia de la CRP, para la cuantificacion de SAA canina la
disponibilidad de métodos es mucho mas limitada. El método mas utilizado para la
determinacion de esta proteina es un ELISA tipo sandwich desarrollado con
anticuerpos monoclonales anti SAA humanos y validado para la especie canina
(Martinez-Subiela et al., 2005). También se ha encontrado en la literatura la
validacién de un ensayo inmunoturbidimétrico para diferentes especies, entre las
que se incluyen perro, gato y caballo, que utiliza anticuerpos monoclonales anti
SAA humano (Christensen et al., 2012)
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Tabla 4. Métodos analiticos comerciales validados en la literatura, para la determinacion

de las principales PFAs en perro.

PFA Tipo de ensayo Referencia comercial Especificidad Validacion
CRP ELISA tipo sandwich PHASE Canine CRP Perro Kjelgaard-
Assay kit, Tridelta Hansen 2003 a
CRP Inmunoturbidimétrico Bayer Humano Kjelgaard-
Hansen 2003
CRP Inmunoturbidimétrico Gentian canine CRP Perro Hillstrom 2014;
Kjelgaard-
Hansen 2014
CRP Inmunoturbidimétrico Turbovet canine CRP, Perro Pifieiroet al.,
Acuvet Biotech 2018
CRP Point of care LifeAssays canine CRP  Perro Ibraimi et al.,
2013
CRP Point of care EUROLYSER Perro Jasensky et al.,
Diagnostical 2015
Hp Espectrofotométrico = PHASE Haptoglobin Multiespecies Martinez-
Assay kit, Tridelta Subiela 2005
Hp Inmunoturbidimetrico Izasa Humano Tecles 2006
SAA ELISA sandwich Tridelta Multiespecies  Martinez-
Subiela 2005

En el caso de la Hp el método de cuantificacion mas ampliamente utilizado

es un método espectrofotométrico basado en la medida de la actividad peroxidasa

del complejo Hp-hemoglobina (Eckersall et al., 1999). Al no ser un inmunoensayo

no requiere la utilizacion de anticuerpos especificos y por tanto se considera un

método multiespecie, aunque esto no lo exime de una correcta validacién para

cada especie. En la

literatura se ha encontrado su validacion para la

determinacion de Hp canina (Martinez-Subiela et al., 2005). Uno de los principales

problemas que presenta este método es la alta interferencia de la hemdlisis en la
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medida. Este problema también se ha encontrado en el ensayo
inmunoturbidimétrico desarrollado para la Hp humana y validado para la Hp

canina (Tecles et al., 2007).

1.5 Piometra canina

La piometra es la afeccion mas comuin en perras que han alcanzado la
madurez sexual y que se manifiesta mediante acumulacion de pus en el Utero. Se
trata de una enfermedad grave que puede suponer una amenaza para la vida.
Generalmente, afecta a perras de mediana edad, aunque también puede
manifestarse en perras jévenes desde el cuarto mes de edad, a partir del primer
celo. Las perras mas susceptibles son aquellas que nunca han procreado
(Dabrowski et al., 2007; Hagman 2018).

Se trata de una infeccién secundaria, no contagiosa, ocasionada por una
infeccion bacteriana oportunista que viene favorecida por el aumento de
progesterona y por los cambios morfolégicos del endometrio tras el periodo de
celo. E. coli es el patégeno que con mayor frecuencia se ha aislado del utero en
piometra, aunque también se han encontrado otros organismos como
Staphilococcus sp o Streptococcus sp entre otros. Como respuesta a los niveles
de secrecion de progesterona que se producen después del celo, puede darse un
aumento del grosor de la pared del endometrio y la aparicibn de quistes
(hiperplasia endometrial quistica, HEQ). Ademas la progesterona disminuye la
contractilidad del utero y aumenta la secrecion de moco, facilitando el cierre del
cuello del utero. Este ambiente genera unas condiciones favorables para el
crecimiento bacteriano. Aunque la HEQ es un factor de predisposicién, piometra y

HEQ pueden desarrollarse de manera independiente (Hagman 2018)

El cierre del cérvix es un factor determinante en la gravedad de la
enfermedad. Si este permanece abierto las secreciones producidas por la
infeccion pueden ser expulsadas. En cambio si se obstruye completamente,

debido a la aparicion de quistes en el endometrio, al no poder producirse la
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descarga vaginal las secreciones se acumulan dando lugar a una inflamacién en
el utero, que se conoce como piometra cerrada. Se trata de una situacion aguda

que evoluciona rapidamente a estado de gravedad.
1.5.1 Diagnéstico y tratamiento de la piometra canina

Ademas de la acumulacion de pus en el Utero, la piometra se caracteriza
por una serie de manifestaciones clinicas y patolégicas tanto a nivel local como
sistémico, causadas principalmente por las bacterias y sus productos bacterianos.
La piometra se ha asociado con endotoxemia y sepsis, aunque un diagndstico
temprano y un tratamiento adecuado facilitan la supervivencia. Ademas de la
descarga vaginal purulenta, que solo se produce en los casos de piometra abierta,
entre los sintomas clasicos de piometra canina se incluyen anorexia, depresién o
letargia, polidipsia (necesidad exagerada de beber), poliuria, taquicardia,
taquipnea, pulso débil y color anormal en las membranas mucosas. Sintomas
como fiebre, anorexia, deshidratacion, vomitos, diarrea y dolor abdominal estan

presentes entre el 15 % al 30 % de la perras con piometra (Hagman 2018).

La piometra es facilmente diagnosticable en su version clasica (piometra
abierta), pero no lo es tanto en los casos en los que no se produce descarga
vaginal (piometra cerrada). El diagndstico de piometra ha de incluir un diagnostico
preliminar basado en la historia, un examen fisico y ginecoldgico en busqueda de
los signos clinicos de la enfermedad asi como test para determinar parametros

bioquimicos y hematolégicos y un diagndstico de imagen del abdomen.

La ovariohisterectomia es el tratamiento mas seguro y efectivo en la
piometra canina, ya que se elimina la fuente de infeccion y por tanto su posible
recurrencia. Ademas la ovaristerectomia se utiliza como método de esterilizacion
quirurgica de eleccion y como método de prevencién. En el postoperatorio es
importante controlar los signos de infeccidon ya que una piometra avanzada junto
con un largo periodo de hospitalizacion puede derivar en peritonitis (Jitpean et al.,
2014c). Se ha evaluado la posibilidad de un tratamiento puramente farmacologico

para el tratamiento de piometra, pero esta opcidén solo puede administrarse en
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piometra abierta y tras una cuidadosa seleccidén del paciente canino (Fieni et al.,
2014).

La determinacion de variables inflamatorias y su seguimiento puede ser util
para la deteccién temprana de complicaciones y la deteccién del progreso de la
inflamacién sistémica. La determinacion de los niveles de CRP, SAA y Hp se ha
utilizado en la monitorizacién del paciente tras la ovariohisterectomia. La
concentracion de las PFAs disminuye de forma gradual tras la cirugia (Dabrowski
et al., 2007), mientras que el aumento o la no disminucion en los valores de estas
pueden indicar complicacion tras la cirugia (Dabrowski et al., 2009). Los niveles
de estas PFAs, han sido evaluados también para el diagndstico de piometra,
mostrando variaciones en su concentracion en cuanto al tipo y la gravedad de la
enfermedad (Dabrowski et al., 2013). En casos que cursan con sepsis se ha visto
una importante elevacion de los niveles de CRP y SAA (Fransson et al., 2007;
Jitpean et al., 2014b).

1.6 Leishmaniosis canina

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria grave ocasionada por
protozoos de las diferentes especies del género Leishmania. Se trata de una
zoonosis que afecta a diferentes especies animales, incluido el hombre. Se
considera una de las enfermedades parasitarias mas importantes después de la
malaria y la filariasis linfatica. EI género Leishmania cuenta con mas de 20
especies dando lugar a las diferentes formas clinicas de la enfermendad, entre
ellas, la Lesihmaniosis visceral canina (Lcan), la forma mas grave de la
enfermedad, que esta causada por el protozoo Leishmania infantum (WHO,
2017).

Los primeros casos de L. infantum en perros se descubrieron en 1908, por
Nicolle y Comte, en Tunez (Rioux et al.,, 1980). Desde entonces se han
identificado varias especies de Leishmania en perros de distintas partes del

mundo, Africa, Asia y Europa (Viejo Mundo) y América (Nuevo Mundo). Hoy en
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dia se acepta que el agente causal de la Lcan en el Viejo Mundo, L. infantum, y su
homologo en el Nuevo Mundo, L. chagasi, son la misma especie (Mauricio et al.,
2000).

La leishmaniosis se encuentra en regiones tropicales y subtropicales, es
endémica en 98 paises y se estima una incidencia de dos millones de casos
nuevos al afo, de los cuales 500.000 se deben a Lcan (WHO, 2017). La infeccion
por L. infantum en perros es endémica en mas de 70 paises del mundo, aunque
se desconoce la prevalencia global en perros domésticos Lcan es endémica en
todos los paises de la cuenca mediterranea, incluyendo Portugal, Espafia,
Francia, ltalia, Grecia, Croacia, Albania, Malta, Chipre y Turquia (Dujardin et al.,
2008; Schallig et al., 2013). En todas estas regiones, el perro es el principal

reservorio para la infeccion con L. infantum, tanto en perros como en humanos.
1.6.1 Ciclo de vida del parasito

El ciclo natural de la infeccién por Leishmania implica ademas del protozoo
un hospedador vertebrado (hombre o perro) y un vector. Los Unicos vectores
capaces de transmitir Leishmania son las hembras de los fleb6tomos, insectos
voladores de dos alas, que miden entre 2 y 3 mm de longitud. Es importante la
presencia de estos ya que la transmision sostenida de Leishmania spp no suele

ocurrir en ausencia de vectores.

Leishmania tiene un ciclo de vida dimoérfico. En estado extracelular se
encuentra alojado en el tracto digestivo del fleb6tomo en forma de promastigote
(Figura 2, 1a), en este estado presenta un cuerpo alargado (tamafio, 15-24 ym x
2-4 ym) y un unico flagelo, este estado supone la forma infectiva para el
hospedador vertebrado. En estado intracelular, dentro del hospedador, se
encuentra como amastigote presentandose de forma redondeada con un tamano

de 2-3 ym y sin flagelo (Figura 2, 1b).

La hembra del flebétomo al alimentarse de un animal vertebrado le inocula

formas infectivas del parasito (Figura 2, 1c). Dentro de los macréfagos del
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hospedador, el parasito en forma de amastigote es englobado por una vacuola
parasitdfora para eliminarlo, pero Leismania evade las reacciones inmunolégicas
inespecificas del huésped sobreviviendo y multiplicandose por fision binaria. La
infeccién se extiende cuando las células parasitadas se rompen y liberan los
amastigotes, que seran fagocitados por mas macréfagos donde continuaran
multiplicandose. Ademas esta infeccion se extiende cuando los macrofagos
infectados después de dividirse de diseminan a través de la piel o el torrente
sanguineo a organos ricos en células macrofagicas como los linfonodos, la

médula ésea, el higado y el bazo (Solano-Gallego et al., 2011).

Los parasitos que se encuentran dentro del hospedador pueden volver al
tracto digestivo del fleb6tomo mediante la picadura de este, lugar donde el
parasito madura y vuelve a hacerse infectivo, listo para repetir el ciclo. Durante la
alimentacion del fleb6tomo, las formas no infectivas del parasito de alojan en la
parte posterior den intestino medio, ahi maduran durante 1-2 semanas resultando
la infeccidn transmisible con promastigores metacliclicos localizados en la parte

anterior del intestino (Moody et al., 1993).

Se han descrito otras formas de transmision de Leishmania en la que no se
encuentra implicado el flebétomo (Figura 2, 2), como la transmisién vertical, la
transmisién mediante transfusiones de sangre de donante que contengan el

parasito y también se ha descrito la transmision venérea.
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Solano-Gallego et al., 2011, Parasites & Vectors

Figura 2. Ciclo de vida de L. infantum y formas de transmisién sin vector. 1,
representa el ciclo de vida clasico de L. infantum; 1a, promastigote; 1b, amastigote; 1c,
diseminacién del parasito. 2, formas de transmision en ausencia de vector: vertical (2a),
transfusion sanguinea (2b) y transmision venérea (2c).

1.6.2 Sintomatologia y diagnoéstico

Lcan cursa con un amplio abanico de signos clinicos. El cuadro clinico es
variable y esta condicionado por la capacidad de protozoo para multiplicarse
dentro de las células del hospedador, asi como de su habilidad para evadir la
respuesta inmunitaria, ademas de los numerosos mecanismos patogénicos
existentes en la enfermedad, los diferentes 6rganos afectados y la individualidad

de la respuesta inmunitaria desarrollada por el hospedador (Baneth et al., 2008).

Desde la piel los parasitos se distribuyen por la sangre o la linfa a los
nodos linfaticos, al bazo y de ahi a otros érganos como higado y rifiones (Alvar et
al., 2004). La linfadenomegalia y la esplenomegalia son signos frecuentes en esta
enfermedad, el bazo se considera 6rgano clave para la supervivencia del parasito,
ya que su respuesta inmune es ineficaz ante la infeccién. Las lesiones cutaneas
entre las que se encuentran diferentes tipos de dermatitis, ulceras alopecias y

onicogriposis, son las manifestaciones clinicas comunes. Otras manifestaciones
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clinicas asociadas son las lesiones oculares (conjuntivitis y uveitis), pudiendo ser
estas ultimas la unica manifestacién clinica. Atrofia muscular, epistaxis, presencia
de mucosas anémicas, hepatomegalia y dafio renal, son otros sintomas a tener
en cuenta (Baneth et al., 2008).

El diagnostico de la enfermedad no es sencillo, se recomienda una
combinacion de examen clinico-patolégico con una confirmacion de la

enfermedad mediante diversas técnicas, tanto seroldégicas como moleculares.

- Diagnéstico clinico. Consta de un examen fisico completo que incluya

examen dermatolégico, oftalmologico y pruebas de rutina del laboratorio.

- Diagndstico parasitolégico, para determinar la presencia del parasito,

puede realzarse mediante diferentes técnicas, como histologia e
inmunohistoquimica, observacion directa mediante microscopio a partir de

frotis tenidos, o aislamiento de la especie mediante cultivo.

- Diagndstico serolégico. Se realiza mediante la deteccién de anticuerpos

especificos contra el parasito en el suero del hospedador. Entre las
técnicas cuantitativas encontramos la inmunofluorescencia indirecta (IFI),

técnica de aglutinacion directa (DAT) y ELISA.

- Diagndstico molecular. La deteccion de DNA de Leishmania por PCR,

proporciona un diagnéstico sensible y especifico de la infeccion. EL DNA
de Leishmania puede extraerse de diferentes tejidos, sangre o fluidos

biolégicos.

La inmunofluorescencia indirecta (IFl), se considera el método de referencia
para el diagndstico serologico en la leishmaniosis clinica, debido a su alta

especificidad y sensibilidad, aunque parece ser menos sensible en la deteccion de
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infecciones subclinicas (Maia et al., 2008). Debido a que muchos laboratorios han
establecido el punto de corte de manera arbitraria, es posible encontrar diferentes
titulaciones a la hora de considerar positivo a un animal, desde 1:40 a 1:80 e
incluso 1:160 (Gramiccia 2011). Es importante subrayar que para un diagnéstico
correcto, la informacién proporcionada tanto por la evaluacién clinicopatoldgica,
como serolégica y los datos de PCR, debe ser tratada en conjunto (Solano-
Gallego et al., 2011)

En los ultimos anos se han realizado diversos estudios con perros
infectados tanto de manera natural como experimental con L. infantum, para
evaluar si la medida de las PFAs podrian ayudar en el diagnostico de la
enfermedad y/o en su monitorizacion. (Martinez-Subiela et al., 2002; Sasanelli et
al., 2007; Martinez-Subiela et al., 2011b; Martinez-Subiela et al., 2014)

1.7 Proteinas de fase aguda como marcadores de bienestar

animal

El termino bienestar animal hace referencia al estado fisico y mental de un
animal en relacion a las condiciones en las que vive y muere. Para evaluar el

bienestar animal se pueden plantear preguntas tales como:

e ¢ El animal muestra signos de sufrimiento o dolor?

* ;El animal esta sano y tiene lo que quiere?

* ¢ El ambiente del animal cumple el principio de las cinco libertades
(libertad de no tener hambre ni sed; libertad de confort; libertad de
ausencia de dolor, lesiones y enfermedad; libertad de ausencia de
miedo y distrés; libertad de expresar un comportamiento normal)? (Farm
Animal Welfare Council, 1992)

La Organizacién Mundial de la Salud Animal considera que un animal se

encuentra en un estado satisfactorio de bienestar cuanto esta sano, confortable y
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bien alimentado, puede expresar su comportamiento innato y no sufre dolor,
miedo o distrés (WOAH, 2018).

Tedricamente, un animal puede encontrarse en tres situaciones diferentes
en cuanto a su grado de adaptacion al ambiente. En primer lugar, si el ambiente
es totalmente inadecuado, la adaptacién sera imposible y el animal morira o bien
sufrira lesiones o enfermedades. En este caso la mortalidad, la incidencia de
lesiones causadas por el ambiente (por ejemplo, lesiones causadas por suelo
inadecuado o debidas a otros animales) y la incidencia de enfermedades
causadas por el ambiente actian como indicadores de falta de bienestar. En
segundo lugar, es posible que el animal consiga adaptarse al ambiente, pero que
dicha adaptacién suponga un coste para el animal traducido en una respuesta de
estrés. Una situacion estresante intensa o prolongada puede tener efectos
negativos en el animal, tales como disminucion del crecimiento, inhibicién de la
funcién reproductiva o inhibicion del sistema inmunitario, lo que constituyen
indicadores de la falta del bienestar. Finalmente, un animal puede encontrarse en
un ambiente lo suficientemente satisfactorio como para que su adaptacién a él no
le suponga un coste, en este caso el bienestar del animal sera adecuado.(Zufiga
etal., 2011).

Al no poder el animal comunicar su estado, la estimacion del bienestar
animal es indirecta y habitualmente se deduce de la ausencia de indicadores de
malestar, sufrimiento o enfermedad, asi como en el conocimiento de las
necesidades fisiolégicas y el comportamiento de los animales (Zuniga et al.,
2011). La evaluacion del bienestar animal no es un problema resuelto y la
necesidad de criterios objetivos y validados cientificamente se ha puesto de
manifiesto. Normalmente se considera que la evaluacion del bienestar debe
basarse en un conjunto de indicadores que incluyan la observacion del
comportamiento del animal junto con la determinacion de parametros fisiolégicos.
Los niveles de cortisol en plasma, saliva y/o orina, se utilizan frecuentemente para
la medida del estrés, pero estos parametros pueden no reflejar una asociacion

con el estado emocional (Taylor et al., 2006).
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Diversos estudios han mostrado una elevacién de la concentracién de las
PFAs en situaciones que generan estrés, en diferentes especies, como la porcina,
bovina, e incluso el hombre (Murata et al., 2004). Las PFAs presentan una serie
de ventajas como biomarcadores, ya que son una medida facilmente
cuantificable, se ha visto que se elevan en situaciones de distrés o estrés
amenazante. Ademas la extraccion de sangre no altera de forma significativa los

niveles de estas proteinas (Ceron et al., 2005).

Cuando el animal percibe una amenaza, las sefales de estrés originadas en
el animal son transmitidas al hipotalamo, activando el eje hipotalamico-pituitario-
adrenocoticotrépico (HPA) y el eje simpatico-adreno-medular (SAM), permitiendo
una liberacion de glucocorticoides y catecolaminas, respectivamente (Aich et al.,
2009). La liberacién de glucocorticoides por parte del HPA, produce la activacion
del receptor de glucocorticoides en los leucocitos, lo que resulta en la inhibicién
de los genes pro-inflamatorios que median la transcripcion de las citoquina pro-
inflamatoria y por tanto una supresioén de la respuesta inflamatoria. Por otra parte
los glucocorticoides pueden actuar sinérgicamente con las citoquinas pro-
inflamatorias favoreciendo la sintesis de algunas PFAs. Durante la respuesta al
estrés las fibras nerviosas del sistema nervioso simpatico liberan noradrenalina
directamente en los tejidos parenquimatosos implicados en la hematopoyesis y
las interacciones entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos. Las
fibras nerviosas también estimulan la glandula adrenal liberando adrenalina a la
circulacion sistémica. Ambos neurotransmisores regulan la funciéon vascular. Se
considera que las moléculas liberadas por el SAM participan también en la
activacion de la transcripcion de las citoquinas pro-inflamatorias, que, como se ha
explicado previamente, inducen la sintesis de PFAs en el higado. (Murata et al.,
2004; Irwin et al., 2011).
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Figura 3. Implicacién de los ejes hipotalamico-pituitario-adrenocorticotrépico (HPA) vy
simpatico-adreno-medular (SAM) en la respuesta fisiolégica al estrés, a partir de la
activacion del sistema nervioso central (SNC) ante una sefal de peligro o alarma. Flechas
azules indican que promueven la actividad, flechas rojas indican una actividad inhibitoria.

En relacién a la especie bovina se han observado aumentos en la
concentracion de SAA y Hp tras el transporte de los animales (Arthington et al.,
2003) y asociados a cambios en la forma de alojamiento de los animales
(Gonzalez et al., 2008; Saco et al., 2008). También se ha visto que los niveles de

PFA pueden verse alterados notablemente como consecuencia del trasporte en
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cerdos (Saco et al., 2003; Pifieiro et al., 2007b; Salamano et al., 2008), siendo el
aumento mayor cuando las concentraciones de transporte no son 6ptimas (Pifieiro
et al., 2007b). Se han observado igualmente cambios en los niveles de las PFAs
asociados a diferentes situaciones de estrés como el hacinamiento (Marco-Ramell
et al., 2011), mezcla con nuevos animales, o cambios en las pautas de
alimentacion (Pifieiro et al.,, 2007a). En el caso del perro se han observado
modificaciones de los valores de concentracién de CRP, SAA y Hp, después de
un periodo de caza (Casella et al., 2013) y también tras el transporte (Fazio et al.,
2015), aunque en este caso los cambios observados son minimos debido al corto

periodo de tiempo evaluado.
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La concentracion de PFAs se eleva en el perro en muy diferentes
situaciones patoldégicas. Aunque no es un parametro que permita determinar la
causa de la elevacién, y no pueden utilizarse con un test primario para la
deteccion de una determinada enfermedad, presenta una elevada sensibilidad
para la deteccién de situaciones que alteran la salud del animal y pueden
proporcionar evidencia de que el animal presenta inflamacion o infecciones
subclinicas. Como se ha comentado en la introduccién, se han publicado
numerosos estudios que describen las PFAs como biomarcadores en diferentes
tipos de enfermedades que afectan a la especie canina. (Revisado en Cerén
2005, Eckersall 2010).

Al igual que en la especie humana en el perro la concentracién basal de
CRP es baja, y aumenta rapidamente durante los procesos inflamatorios.
Presenta ademas una vida media corta, por lo que su monitorizacion es adecuada
para el seguimiento del curso de la enfermedad. El caso del perro puede
considerarse similar a los casos en pediatria, donde la CRP es utilizada con gran
frecuencia debido a su caracter inespecifico (permite detectar un amplio espectro
de patologias) en un paciente que no puede explicar sus sintomas. Como se ha
indicado anteriormente la sensibilidad y especificidad de este analisis para la
deteccion de procesos inflamatorios es superior a la que proporcionan otros
parametros inespecificos de inflamacion. Ademas las PFAs pueden utilizarse para
detectar inflamacion en animales en los que la médula 6sea no puede responder
al estimulo inflamatorio, como en casos de tratamientos con quimioterapia y
leucemia. Por otra parte la CRP es un parametro bastante estable. Sus niveles
basales, asi como la capacidad de detectar una respuesta inflamatoria, no se ven
afectados por los tratamientos con esteroides o antiinflamatorios no esteroideos,
que si afectan a otros marcadores de la respuesta inflamatoria como por ejemplo
la fiebre. Por otra parte, las PFAs son mas estables que los componentes
celulares de la sangre, y los ensayos pueden realizarse en muestras de suero o

plasma congeladas (Ceron et al., 2005).
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La CRP posee ventajas desde el punto de vista diagnéstico para el
seguimiento de procesos inflamatorios, sin embargo otras PFAs pueden ser
interesantes desde el punto de vista diagndstico, bien porque su cinética es mas
lenta y prolongada (tardan mas en aumentar pero permanecen elevadas mas
tiempo), o bien porque su respuesta puede ser diferente en funcion de la
patologia que afecta al animal y podrian tener interés como herramientas de
diagnéstico diferencial. Por ejemplo en estudios recientes se ha visto que los
perros con enfermedades nasales presentan niveles elevados de CRP y Hp, y
que la concentracion de esta ultima es diferente en los animales que presentan
aspergilosis y los que presentan rinitis cronica (Sheahan et al., 2010). El uso de
proteinas como la AGP, o una combinacion de PFAs (Chase et al, 2012), podria
ser interesante para el diagnéstico y seguimiento de diferentes tipos de cancer,
permitiendo predecir la recaida antes de que se detecte sintomatologia clinica
(Hann, 1999).

El interés en el uso de las PFAs como biomarcadores de salud y bienestar
animal ha ido incrementando progresivamente en las ultimas décadas. Sin
embargo la falta de metodologia especifica de especie, adecuadamente validada,
se ha considerado como una de las principales limitaciones para la incorporacion
de estos pardmetros en la clinica (Kjelgaard-Hansen et al., 2011). Aunque
actualmente existen diferentes métodos para la cuantificacion de las principales
PFAs caninas, los resultados obtenidos con las diferentes metodologias pueden
ser en algunos casos muy variables, debido a la falta de estandarizacion de las
medidas analiticas. En este sentido el uso de métodos adecuadamente validados,
asi como de un material de referencia comun al que poder referir las medidas,

seria fundamental para poder obtener resultados comparables entre laboratorios.

El origen de esta tesis se encuentra en los trabajos pioneros llevados a
cabo en el departamento de bioquimica y biologia molecular y celular, por el
grupo del Profesor Lampreave, que llevaron a la caracterizacion de la respuesta
de fase aguda en la especie porcina, y el descubrimiento de la Pig-MAP, nueva

proteina sérica y PFA principal en el cerdo, también conocida como ITIH4
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(Lampreave et al., 1994; Gonzalez Ramoén et al.,, 1995). La pig-MAP ha sido
ampliamente estudiada por el grupo del departamento de Bioquimica de la
Universidad de Zaragoza en diferentes modelos de fase aguda, incluyendo
infecciones viricas, bacterianas y parasitarias, y en diferentes situaciones
causantes de estrés, demostrando ser un excelente marcador de situaciones
patolégicas y distrés en el cerdo (Heegaard et al, 2011; Pifeiro et al., 2007).
Muchos de estos trabajos fueron posibles gracias a la colaboracién con varios
grupos europeos en dos Acciones Concertadas y un Proyecto Europeo,
dedicados al estudio de las PFAs porcinas y su posible utilizacién en la medicina
veterinaria. Al mismo tiempo se estudio la nueva proteina ITIH4 en otras especies

como la humana, bovina y ovina, donde también se comporta como PFA positiva.

En esta tesis se continuan estos estudios centrados en la especie canina,
El objetivo general de este trabajo ha sido caracterizar la respuesta de la ITIH4,
junto con otras PFAs caninas en diferentes situaciones de fase aguda y estudiar
sus posibles usos como biomarcadores en diferentes procesos inflamatorios o
enfermedades caninas. Para ello se ha aislado la proteina y se han preparado
anticuerpos especificos con los que se ha desarrollado metodologia analitica para
su cuantificaciéon en suero. La ITIH4 se ha evaluado junto con otras de las
principales PFAs caninas en diferentes modelos experimentales. Para la
cuantificacion de estas PFAs se ha desarrollado y validado, igualmente,

metodologia analitica propia, especifica para la especie canina.

Como se ha indicado anteriormente las PFAs pueden aumentar también
en situaciones de estrés, por lo que se ha propuesto su uso como marcadores
generales de bienestar animal. Como es bien sabido el bienestar animal, su
evaluacion y mejora, es un tema de interés creciente, no solo en animales de
granja, sino también en animales de compafia. Prueba de ello es la reciente
creacion de la norma AENOR para la certificacion de centros de proteccion
animal, promovida por AVEM (Asociacion Espafiola de Veterinarios Municipales).
La evaluacion del bienestar animal es un tema complejo, y el disponer de

parametros objetivos para su evaluacion resulta de gran relevancia. Por ello esta
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tesis incluye un estudio en colaboracién con AVEM para determinar los niveles
de PFAs en animales alojados en centros de proteccion y su posible utilizacion

como marcadores de bienestar animal.
A continuacion se detallan cada uno de los objetivos de esta tesis:

Objetivo 1. Aislamiento y caracterizacion de la ITIH4 y otras PFAs principales en
la especie canina. Las proteinas purificadas durante el desarrollo de este trabajo
han sido: ITIH4, CRP, Hp y GPA

Objetivo 2. Obtencion de antisueros y anticuerpos especificos para cada una de

las cuatro proteinas purificadas.

Objetivo 3. Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la cuantificacion de
estas proteinas, mediante técnicas de inmunoprecipitacion o ensayos inmuno

enzimaticos.

Objetivo 4. Evaluacién de la ITIH4, junto con otras PFAs en la especie canina, en

diferentes modelos experimentales:
e cirugia mayor
* animales afectados por piometra

* animales infectados de forma experimental por Leishmania

infantum

Objetivo 5. Evaluacion de niveles de las PFAs en animales acogidos en centros

de proteccion, como posibles marcadores de bienestar animal.
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3.1 Técnicas electroforéticas

3.1.1 Electroforesis en gel de Poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La SDS-PAGE se empled para analizar muestras proteicas de diversos
origenes. Se utilizaron geles verticales discontinuos de 0,75 mm de espesor y 8 x
7 cm, que contenian SDS al 0,1 % constituidos por un gel concentrador de 1 cm
de longitud y un porcentaje de poliacrilamida del 4 % y un gel separador de 6 cm
de longitud y un porcentaje de poliacrilamida que varié en el rango de 10-15 %
dependiendo del tamafio molecular de las proteinas a analizar. La relacion de
acrilamida-bisacrilamida (Bio-Rad) en los geles fue 30:0,8. Las muestras a
analizar se mezclaron en relacion 2:1 con tampén de carga (TRIS/HCI 0.25M,
glicerol 20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol 0.02% pH 8.6).
Se desnaturalizaron calentando a 100 °C durante 5 min en un termo-bloque o
bafo seco, y se aplicaron a los pocillos situados en la parte superior del gel y
sumergidos en tampdn de electroforesis (TRIS/HCI 0,025M, glicina 0,192M, SDS
1%, pH 8,6). La electroforesis se llevd a cabo durante aproximadamente 1 hora 30
min a 120V, 20 mA por gel. A continuacién las proteinas se tifieron con azul de
Coomasie (apartado 3.1.3) o se transfirieron a membrana (apartado 3.1.2). En
todos los casos en uno de los pocillos se aplicd una soluciéon de marcadores de
pesos moleculares pretefiidos (rango 10-260kDa, Spectra™ Multicolor Broad

Range Protein Ladder, Fermentas).
3.1.2 Transferencia de proteinas a membranas

Las proteinas separadas mediante electroforesis se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra, Amersham Biosciences) mediante
un sistema de transferencia semiseca (Trans-Blot SD semidry transfer cell, Bio-
Rad). Tras sumergir la nitrocelulosa y el gel durante 5 minutos en el tampén de
transferencia (TRIS/HCI 0,048 M, glicina 0,039 M, SDS 0,037 %, metanol 20 % pH
9,2) (Bjerrum and Schafer-Nielsen, 1986) se colocd sobre el anodo una capa de

papel de filtro grueso (Whatman) humedecida con el tampdn de transferencia,
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sobre ella la nitocelulosa, a continuacion el gel y por ultimo otra capa de papel de
filtro, evitando que se formasen burbujas de aire entre las distintas capas. La
transferencia se llevé a cabo a un voltaje de 20 V, 400 mA durante 1 hora. La
deteccion de las proteinas fijadas a la nitrocelulosa se realizé utilizando

anticuerpos especificos (apartado 3.6.3).
3.1.3 Tincion de proteinas

La tincién de proteinas se efectud por inmersién de los geles durante 4-6 h
en una solucién colorante de azul de Coomasie (Sigma) 0,5 g/L en acido acético
glacial al 6 %, metanol al 45 % y agua destilada al 49 %. La decoloracién del
fondo del gel se efectud por lavado durante 12 horas y varios cambios, con una
solucion decolorante que contenia acido acético glacial al 10 %, metanol al 25 %,
glicerol 2 % y 63 % de agua destilada. A continuacion los geles fueron tratados
con una solucion preservadora (70 % metanol, 3 % glicerol, 27 % agua) para
evitar su rotura durante el secado. Finalmente, se secaron entre dos laminas de
papel de celofan humedecidas en la solucion preservadora, y sujetas a una placa

de vidrio para evitar que se distorsionaran.
3.2 Purificacion de proteinas

Para la purificacién de las diferentes proteinas séricas aisladas en este
trabajo se utilizaron sueros de perro con diferentes procesos inflamatorios, que
fueron proporcionados por la profesora Anna Bassols (Servicio de Bioquimica

Clinica de la Universidad Auténoma de Barcelona).
3.21 Purificacion de CRP

La proteina C-reactiva se ha purificado mediante cromatografia de afinidad
con una resina de agarosa a la que se ha unido covalentemente fosforilcolina

(Pierce ™ p-Amino Phosphoryl Choline Agarose, ThermoFisher).
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Se hizo pasar a flujo lento una cantidad de 200 mL de suero de perro a
través de la columna de 5 mL de fosforilcolina-agarosa, previamente equilibrada
en tampén TRIS 0,05 M, NaCl 0,15 M, CaCl, 2mM, azida sddica al 0,1%, pH 8
(Tampon TRIS-Ca). Tras lavar exhaustivamente con el mismo tampén, la proteina
fijada a la columna se eluy6 en fracciones de 1,5 mL utilizando como tampén de
elucién TRIS 0,05M, NaCl 0,15 M, EDTA 2 mM, azida sédica 0,1 % pH 8 (tampdn
TRIS-EDTA). La proteina obtenida se dializé frente a tampén de dialisis (TRIS 0,1
M, NaCl 0,2 M, azida sddica 0,1%, pH 7,5), se concentré mediante centrifugacion
en tubos Amicon 30KDa (Merck Millipore) (apartado 3.3.2) hasta alcanzar una

concentracién de 2 mg/mL y se almacend a -20 °C hasta su uso.
3.2.2 Purificacion de ITIH4

La proteina ITIH4 se ha aislado a partir de suero de perro, no
necesariamente de fase aguda, mediante una cromatografia de inmunoafinidad
utilizando una columna que contenia anticuerpos anti Pig-MAP unidos de manera
covalente a una columna HiTrap NHS-activated HP (GE Healthcare) de 1 mL
(apartado 3.6.2.1). Esta etapa de inmunoafinidad aprovecha la fuerte reactividad
cruzada existente entre los anticuerpos desarrollados en conejo frente a la

proteina porcina Pig-MAP y su proteina homdloga canina, la ITIH4.

Tras equilibrar la columna en tampon PBS-NaCl 0,5M (KH,PO, 8 mM,
K:HPO, 1,7 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4), se hizo pasar un volumen de 15 mL de
suero de perro. Tras lavar la columna con abundante PBS-NaCl 0,5 M (5
voliumenes) y comprobar que la Abs280nm del excluido era menor que 0,01, se
eluyé con Glicina-HCI (Glicina 0,1 M, NaCl 0,4 M, pH 2,8) en volumenes de 1 mL
sobre tubos que contenian suficiente cantidad de K;HPO, 0,5 M para neutralizar
el pH. Se recogieron todas las fracciones eluidas y se dializaron frente a PBS. La
proteina se concentré mediante centrifugacion en tubos Amicon de 30 KDa

(apartado 3.3.2) hasta alcanzar 1 mg/mL y se almacené a -20 °C hasta su uso.
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3.2.3 Purificacién de Haptoglobina

La purificacién de haptoglobina (Hp) se llevé a cabo a partir de un suero de
perro de fase aguda mediante un procedimiento que constaba de las siguientes
etapas: precipitacion fraccionada con sulfato aménico saturado, seguida de una
cromatografia en Azul de Cibacron — Sheparose 4B, y una posterior filtracion en
Sephacryl S200.

Precipitaciéon con sulfato amoénico

Se realizé una precipitacion de las proteinas de suero con una disolucion
saturada de sulfato amoénico (NH4).SO,. En primer lugar se realizé una
precipitacién afiadiendo a 50 mL de suero el volumen necesario de solucién de
sulfato amoénico saturado para alcanzar un 40% de saturacion de sulfato aménico
en la mezcla. Tras incubar durante 1 hora a 4 °C y en agitacién se centrifugd a
5000g y 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante se recogié con cuidado
separandolo de la fraccion precipitada. A este sobrenadante se le afadid mas
sulfato amoénico hasta alcanzar una concentracion de sulfato amoénico equivalente
al 60 % de saturacion. Se incubé en agitacién durante 1 hora a 4 °C y se
centrifugd a 4 °C durante 30 minutos a 5000g. Se retir6 con cuidado el
sobrenadante de la fraccién precipitada. El precipitado obtenido se resuspendio
con un volumen de PBS igual a la mitad del volumen de suero de partida,

eliminandose el sulfato amonico mediante dialisis frente a PBS.
Cromatografia de Azul de Cibacron

La fraccion precipitada con sulfato amoénico al 60 % de saturacién, que
contenia Hp y albumina como componentes principales, se someti6 a una
cromatografia en una columna de Azul de Cibracron — Sepharose 4B,
previamente equilibrada en tampén TRIS 0,02 M, NaCl 0,05M pH 7,5 (Tampén de
Lavado). El tamano de la columna de Cibracrom y el volumen del precipitado re-

suspendido y dializado, se adecud en proporcion 1:1 (v:v).
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Tras aplicar la muestra y lavar la columna con el Tampén de Lavado, se
reunieron los tubos del pico principal de la fraccion excluida entre los que se
encontraba la Hp. La fraccién obtenida fue dializada frente a PBS y se concentrd
10 veces respecto del volumen inicial del suero de partida. Tras continuar el
lavado de la columna de Cibacron con un volumen de tampén de lavado 5 veces
mayor que el de la columna, se eluyeron las proteinas fijadas con tampén TRIS
0,05 M, NaSCN 0,2 M, pH 8,0, lo que permitié obtener albumina de perro bastante

purificada, que se guardd para otros usos.
Filtracién en gel (Sephacryl S200)

La fraccion de Hp obtenida en la etapa anterior se hizo pasar por una
columna de Sephacryl S200 High Resolution (GE Healthcare). Las dimensiones
de la columna fueron: 1 m de altura y 1,5 cm de diametro. Tras equilibrar la
columna en PBS, se hizo pasar por la columna 1 mL de la fraccidon concentrada a
un flujo constante y continuo. Se recogieron fracciones de 1mL, se midié la
absorbancia a 280 nm y se representé el cromatograma. Los tubos que formaban
los principales picos del cromatograma se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE y western-blot (apartados 3.1.1 y 3.6.5.1). Las fracciones que
contenian Hp se reunieron y concentraron hasta alcanzar una concentracion de 2
mg/mL. Para aumentar el grado de pureza de la Hp, se realizé una segunda

filtracion en gel.
3.2.4 Purificacién de as-glicoproteina acida

El procedimiento utilizado para la purificacién de a4-glicoproteina acida
(GPA) se baso en su propiedad de mantenerse en solucidon en medios con sales o

disolventes en los que precipitan la mayoria de las proteinas plasmaticas.

La primera etapa consistié en una precipitacion del suero de partida con una
solucion precipitante que contenia sulfato aménico (NH4).SO,4 420 g/L y acido
tricloroacético (TCA) 24,75 g/L. La precipitacién se realizd en proporcion 1:1 (v:v)

de suero de perro con la disolucidn precipitante. Esta disolucion se afiade poco a
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poco a la muestra, en bafio de hielo y en agitacion. Se ajusta el pH de la mezcla a

3,0 y posteriormente se centrifugé a 5000g y 4 °C durante 30 minutos.

A continuacion, el sobrenadante; que contenia la GPA, se dializé frente a
citrato sodico 0,025 M, pH 5,1. El siguiente paso consisti6 en pasar el
sobrenadante dializado por una columna de intercambio cationico de Amberlita
IRC-50, que estaba equilibrada también en el tampdén de citrato. La fraccion
excluida de la columna de Amberlita fue reunida y tras ser dializada frente a PBS
y concentrada hasta una concentraciéon de 2 mg/mL, se almacené a -20°C como
GPA canina.

3.3 Concentracién de soluciones proteicas por ultrafiltracion

3.3.1 Concentracion de muestras por presion de nitrégeno

Las muestras cuyo volumen era superior a 10 mL se concentraron en una
célula con agitacion Amicon (Merck Millipore) con discos de ultrafiltracion (Merck
Millipore). El tamafio de poro de la membrana varié en funcion del tipo de muestra
que se quiso concentrar y de su peso molecular, siendo de 100 KDa para
concentrar antisueros, fraccion IgG o anticuerpos inmunopurificados y de 30 KDa
para concentrar las proteinas purificadas ITIH4, Hp y AGP. Para llevar a cabo la
concentracion se ajusto la presion a 2 bar de N,. El tiempo necesario fue variable
segun el volumen y la concentracion iniciales de las muestras. Después de su
uso, cada membrana se regenerd con NaOH 0,1M (15 minutos con agitacién) y se
lavd con agua destilada durante 15 minutos con agitacion para después

conservarla a 4 °C en etanol al 50 % en agua.
3.3.2 Ultrafiltracion impulsada por centrifugacion

Las muestras con un volumen maximo de 10 mL se concentraron hasta
500 pL por centrifugacién en tubos Amicon Ultra-15 (Merck Millipore) sometidos a
una fuerza centrifuga relativa de 5000g. Como en el caso anterior el tamafo de

poro de la membrana del tubo Amicon se seleccion6 segun el tipo de muestra a
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concentrar 30KDa para las proteinas purificadas y 100 KDa para antisueros,
fraccion 1gG o anticuerpos inmunopurificados. Después de su uso, cada
membrana se regener6é con NaOH 0,1 M (50009, 5 minutos) y se lavé con agua
destilada (5000g, 5 minutos) para después guardarla en etanol al 50 % en agua

destilada.
3.4 Cuantificacion de proteina total

La determinacidon de proteinas totales se realizé por el método de Biuret
(Gornall et al., 1949). Como estandar se utilizé una solucién de albumina bovina
(2 mg/mL)

Este método, se utilizd también para la determinacion de las
concentraciones de las proteinas CRP, ITIH4, Hp y GPA. Dichas proteinas
purificadas se usaron como patrones primarios para valorar el suero estandar

(patron secundario) utilizado en las técnicas de inmunodifusion radial y ELISA.

En el caso de los anticuerpos inmunopurificados la cuantificacion de estos

se realizé mediante la medida de Abs,sonm de acuerdo a la siguiente férmula:
C = Abs 280nm1,36

Siendo:

C: concentracion de anticuerpos expresada en mg/mL
Abs 280nm: la absorbancia medida a 280nm

1,36: el coeficiente de extincion para las IgGs de conejo

También se realizd6 una medida de la Abss;onm para comprobar
comprobando el estado de agregacion de los mismos. En los casos en que los
valores de absorbancia a 320 nm fueron muy elevados, se centrifugaron las
muestras para eliminar los anticuerpos agregados y se volvié a medir la AbS;gonm

para recalcular la concentracion del mismo modo.
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3.5 Identificacion de proteinas

La identificacion y por tanto confirmacién de las proteinas purificadas, se
llevé a cabo mediante MALDI-TOF. En el caso de la proteina ITIH4, por ser una
proteina de la que no se tenia constancia que se hubiera purificado anteriormente
se procedid a una doble confirmacién mediante identificacion por sistema de LC/
MS MS

En ambos casos la identificacion de las proteinas se realizd a partir de las
bandas de proteinas que mostraron los geles de SDS-PAGE al aplicar las
proteinas una vez purificadas. Dichas bandas fueron recortadas manualmente en
campana de flujo laminar con ayuda de un bisturi y conservadas en agua miliQ

estéril hasta su digestion.
3.5.1 MALDI TOF MS

Las bandas de proteinas extraidas manualmente del gel SDS-PAGE vy
transferidas a tubos cénicos de 600 uL que contenian agua miliQ se enviaron a la
unidad de protedmica, Servicios Cientifico Tecnicos del CIBA, Instituto Aragonés
de Ciencias de la Salud-Instituto de Investigacion Sanitaria Aragon, Zaragoza. La
digestidon de las muestras fue llevada a cabo con un digestor automatico (Digestor
MSI Complete, Intavis AG, Koeln, Germany) siguiendo el protocolo descrito por
Mato (Mato et al., 2015). El analisis mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF, se llevd a cabo usando un MALDI-TOF TOF 4800plus (ABSciex). La
busqueda de las secuencias proteicas se llevo a cabo en la base de datos NCBI

usando el software Mascot (Matrix Science Ltd.)
3.5.2 LC-MS/MS

El analisis mediante LC-MS/MS fue realizado por el Laboratorio de
Protedmica CSIC/ Universidad Autonoma de Barcelona. Las muestras fueron
derivatizadas con iodoacentamida y digeridas de acuerdo a protocolos internos. El

extracto digerido con tripsina se hizo pasar por una columna cromatografica C18
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(Nikkyo Technos Co.) acoplada a un sistema HPLC compuesto por una bomba
Agilent 1200 capillary micro pump. El sistema MS usado fue Velos LTQ
(ThermoFicher).

El espectro LC-MS/MS se obtuvo mediante el software SEQUEST
(Proteome Discoverer v1.3, ThermoFisher). La base de datos Uniprot fue utilizada

para la busqueda de las proteinas.

3.6 Métodos inmunoquimicos

3.6.1 Preparacion de antisueros
3.6.1.1 Inmunizacion y obtencion de antisueros

Los antisueros anti-CRP, anti-ITIH4, anti-Hp, anti-GPA se obtuvieron
mediante la inmunizacion de conejos de la raza Gigante de California (Servicio de
experimentacion animal-SAl, Universidad de Zaragoza) siguiendo un
procedimiento aprobado por la Comisién Etica Asesora para la Experimentacion
Animal de la Universidad de Zaragoza (Numero Pl 15/11) y que se describe a

continuacion.

Se prepar6 una mezcla de solucion de proteina purificada
(aproximadamente 200 ug de proteina purificada en el caso de CRP, ITIH4y Hp y
500 pg de proteina purificada en el caso de GPA) disuelta en PBS y mezclada
con el mismo volumen de adyuvante completo (Freunds Complete Adjuvants,
Sigma) en la primera inmunizacion y adyuvante incompleto (Freunds Incomplete
Adjuvants, Sigma) para las inmunizaciones de recuerdo. Los componentes se
mezclaron con ayuda de una jeringuilla, hasta formar una emulsién. La emulsiéon
se inyect6 en cada conejo subcutaneamente en varios puntos de la region dorsal.
El volumen de mezcla inyectada en ningun caso fue mayor de 1 mL. Tres

semanas después de la primera inyeccion, se procedid a realizar la primera
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inmunizacion de recuerdo. Una semana después se efectud la primera sangria a
través de la arteria central de la oreja del conejo, con la ayuda de un catéter. Tras
la sangria se dejaron los animales en un periodo de recuperacion de 3 semanas y
se volvieron a repetir los ciclos de reinyeccion y sangrado de los animales de la

misma manera que en la inyeccién de recuerdo.

Los antisueros obtenidos se analizaron por inmunoelectroforesis (apartado
3.6.4.2) frente al suero de perro y a la proteina purificada correspondiente. Cada
una de las sangrias se titul6 de acuerdo al titulo de Becker y se agruparon en

funcién del mayor o menor titulo para hacer lotes homogéneos.
Determinacién del titulo

La determinacion del titulo de los antisueros, se realizd mediante
inmunodifusién radial (Becker 1969), utilizando siempre un mismo patrén

establecido para cada proteina.

Para el calculo del titulo, se representé el diametro al cuadrado (d?) de los
halos de precipitacion expresados en mm? frente a la concentracion de antigeno
correspondiente, expresada en mg/100mL. El calculo de los titulos de los
antisueros se efectudé a partir de la pendiente de la recta obtenida mediante la

siguiente férmula:
T=4-VAgP-s-3,14-pte

Siendo:

VAg: volumen de antigeno aplicado en cada pocillo en pL (6)

P: Porcentaje de antisuero en el gel de agarosa

s: espesor del gel de agarosa en mm (1,8)

pte: valor de la pendiente obtenida al representar d*> (mm?) frente a

concentraciéon (mg/100mL)
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3.6.1.2 Preparacion de inmunoadsorbentes e inmunoadsorcién de

antisueros
Preparacion del inmunoadsorbente

Para eliminar las reactividades indeseadas de los antisueros desarrollados
del modo descrito en el apartado 3.6.1.1 y obtener antisueros especificos, se
realizaron inmunoadsorciones con suero de perro o fracciones del mismo que no
contenian cantidades detectables de la proteina de interés. En el caso del
antisuero anti-CRP se utiliz6 como inmunoadsorbente un suero de perro sano con
baja concentracion de CRP. En el caso del antisuero anti-ITIH4 se utilizaron las
fracciones correspondientes a los excluidos de la columna de anticuerpos anti-
PigMAP obtenidos durante el transcurso de varias purificaciones de la proteina
ITIH4. Para inmunoadsorber los antisueros anti-Hp se utilizaron las fracciones de
suero carentes de Hp obtenidas en la precipitacion con sultfato amédnico durante
la purificacion de dicha proteina (apartado 3.2.3). Debido a la especificidad que
presentd por inmunoelectroforesis, el antisuero anti-GPA obtenido no se
considerd necesario someterlo a inmunoadsorcién. Dichos excluidos o fracciones
de suero se dializaron frente a PBS y en el caso que fuera necesario se
concentraron (apartado 3.3) hasta alcanzar un valor de proteina total superior a
70 mg/mL.

La insolubilizacion de las fracciones seleccionadas para la preparacion de
los inmunoadsorbentes, se realizé segun el método de Avrameas (Avrameas et
al., 1969) con algunas modificaciones. El método se basa en el uso de un reactivo
bifuncional, el glutaraldehido, que forma enlaces intermoleculares con los restos

amino, principalmente de las lisinas.

Por cada 10 mL de suero de perro fraccion seleccionada, se adicioné en
primer lugar 1 mL de tampon de acetato sédico 2 M, pH 5 y seguidamente 3 mL
de solucion acuosa de gultaraldehido al 2,5 % (v/v) ambos se anadieron
lentamente y con agitacion suave. La mezcla se dej6 gelificar en reposo durante 3

horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo el gel se fragmenté con
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ayuda de un bisturi y se lavé con abundante PBS hasta que la Aggonm del PBS de
lavado fue menor de 0,05. Seguidamente el gel se bloqued con etanolamina 1 M,
pH 8,0 incubando durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion rotatoria
suave, o toda la noche a 4 °C. El exceso de etanolamina se retiré con una bomba
a vacio. Después el gel se lavé con glicina-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8 durante
15 minutos a temperatura ambiente y se neutralizé6 rapidamente con tampén

fosfato 0,5 M. Finalmente se equilibré en PBS que contenia azida sédica al 0,1 %.
Inmunoadsorcion de antisueros

Una vez preparado el gel de inmunoadsorbente se incubd durante al
menos 20 horas, a 4 °C y con agitacion suave con una solucion de antisuero. La
proporcion de antisuero afiadido al inmunoadsorbente se determiné en funcion del
grado de inespecificidad de cada antisuero, siendo 1:1 (v:v) la proporcion utilizada
en la mayoria de los casos. Transcurrido el tiempo de incubacion se recupero el
antisuero y se lavd el inmunoadsorbente con un volumen de PBS con azida
sbédica al 0,1% equivalente al volumen de inmunoadsorbente utilizaso. Los
lavados con PBS se realizaron incubando durante 30 minutos a 4°C y con
agitacion, hasta que la Azgonm fue menor de 0,1. El inmunoadsorbente se regeneré
con glicina 0,1 M, NaCl 0,4 M, pH 2,8, se neutralizé con 1 volumen de disolucion

K:HPO,4 0,5 M y se reequilibréo con PBS con azida sédica 0,1%.

El antisuero obtenido, junto con los lavados cuya Azsonm €ra superior a 0,1
se concentraron hasta el volumen inicial de antisuero mediante ultrafiltracion
(apartado 3.3.1). La especificidad del antisuero obtenido se comprob6é mediante
inmunoelectroforesis (apartado 3.6.4.2) y Western blot (apartado 3.6.5.1). El
antisuero se conservo a 4 °C para uso rutinario y a -20 °C para su conservacion a

largo plazo.
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3.6.2 Preparacion de columnas de inmunoafinidad
3.6.2.1 Columna de anticuerpos anti Pig-MAP

La columna de anticuerpos anti Pig-MAP utilizada para la purificacion de la
ITIH4 de perro se preparé mediante la inmovilizacidon de 4 mg de anticuerpos anti
Pig-MAP, previamente desarrollados en el laboratorio, a una columna HiTrap
NHS-activated HP (GE Healthcare) de 1 mL.

El acoplamiento se llevd a cabo segun las indicaciones del fabricante. El
isopropanol que protege los grupos NHS se elimind haciendo pasar por la
columna una solucion de HCI 1 mM preenfiado, con la ayuda de una jeringa.
Inmediatamente después, se afiadieron a la columna los anticuerpos anti Pig-
MAP concentrados hasta un volumen de 1 mL y dializados en tampén de
acoplamiento (NaHCO; 0,2 M, NaCl 0,5 M pH 8,3). Los anticuerpos se incubaron
en la columna durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, los
anticuerpos no fijados se eluyeron con 3 mL de tampdn de acoplamiento para
calcular la eficacia de la fijacion. Tras este paso intermedio, se lavo la columna
con tres ciclos alternos de una solucion de etanolamina 0,5 M, NaCl, 0,5 M pH 8,3
(6 mL) y de acetato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4 (6 mL). En el segundo ciclo
la etanolamina se incubd durante 30 minutos para bloquear los centros activos.
Finalizados los ciclos la columna se equilibré con 2 volimenes de PBS con azida
al 0,1 %.

El rendimiento de la fijacion se calcul6 a partir de la absorbancia a 280 nm
de los anticuerpos aplicados a la columna de HiTrap y de los anticuerpos no
fijados a dicha columna tras la incubacién. El anticuerpo eluido de la columna de
HiTrap contiene muchas sales que interfieren en la medida a 280 nm. Para
eliminar estas sales, 0,5 mL de dichos anticuerpos fueron cromatografiados en
una columna PD-10 Desalting Column (GE Healthcare) previamente equilibrada
en PBS. Una vez eliminadas las sales interferentes se recalcul6 la absorbancia a

280 nm de la fraccién no acoplada a la columna de HiTrap.
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3.6.2.2 Columnas de ITIH4 y de Haptoglobina caninas

Para la purificacién de anticuerpos anti ITIH4 y anti Hp, fue necesario
preparar dos columnas de inmunoafinidad, HiTrap NHS-activated HP (GE
Heralthcare) de 1 mL, en las cuales se inmovilizaron 2 mg de ITIH4 y 3 mg de Hp,

respectivamente.

El acoplamiento de estas proteinas a sendas columnas, se realizd
siguiendo el mismo procedimiento que se ha descrito anteriormente en la
preparacion de la columna de anticuerpos anti pig-MAP utilizada para la

purificaciéon de la ITIH4 de perro.
3.6.3 Obtencion de anticuerpos
3.6.3.1 Purificacion de anticuerpos

La purificacion de los anticuerpos especificos anti ITIH4 y anti Hp caninas
se llevd a cabo haciendo pasar 3 mL de un antisuero anti ITIH4 o anti Hp
especifico (apartado 3.6.1.2) por la columna de 1mL de HiTrap-NHS a las que se

habian fijado covalentemente las proteinas ITIH4 y Hp, respectivamente.

La purificaciéon de los anticuerpos con estas columnas pre-empaquetadas
se realiz6 con la ayuda de un equipo AKTA prime plus (Amersham Biosciences).
Tras lavar la columna con PBS (5 veces el volumen de la columna), los
anticuerpos fijados a la columna se eluyeron con el tampoén de elucion (glicina 0,1
M, NaCl 0,4 M, pH 2,8). Se recogieron fracciones de 1 mL en tubos que contenian
150 pyL de tampon de KoHPO, 0,5 M. Finalmente los anticuerpos se dializaron
frente a PBS y se concentraron mediante presion por N, (apartado 3.3.1) a 4

mg/mL. Se midio la Azsonm Y S€ congelaron a -20°C hasta su uso.

3.6.3.2 Marcaje de anticuerpos con peroxidasa

Parte de los anticuerpos inmunopurificados se unieron covalentemente a

peroxidasa de rabano, (Peroxidase from horseradish, HPR IV, Sigma).



Materiales y métodos

Segun el protocolo previamente descrito (Avrameas 1969) se afiadieron 2
mg de peroxidasa por mg de anticuerpo inmunopurificado y se disolvid
suavemente. Seguidamente se anadié 50 pL de glutaraldheido al 1 % por mL de
anticuerpo. La mezcla se incubd en oscuridad durante 3 horas en agitacion
rotatoria. Pasado este tiempo se afadié 50 yL de glicina 1 M y se incubd durante
2 horas de la misma manera (oscuridad y agitacion rotatoria). El anticuerpo

marcado se dializé frente a PBS y se conservé a -20 °C hasta su uso.
3.6.4 Técnicas de inmunoprecipitacion en gel

Se han utilizado diversas técnicas de inmunoprecipitacién para
caracterizar y cuantificar las distintas proteinas y anticuerpos generados a lo largo
de este estudio. En todos los casos se prepararon geles al 1% de agarosa en
agua y se aplicaron sobre placas de vidrio. Estos geles se dejaron secar hasta su
completa evaporacion, de manera que se formase una primera capa seca sobre el
vidrio en el que luego se aplicaria el gel de agarosa sobre el que posteriormente

se desarrollaron las reacciones de inmunoprecipitacion.

Los inmunoprecipitados formados se lavaron durante 48 horas con
abundante PBS con azida sédica al 0,1 %, realizando varios cambios. Se seco el
gel por completo, se tiid con azul de Coomasie y se lavd con una solucion

decolorante (apartado 3.1.3).
3.6.4.1 Inmunodifusién doble

Se utilizé un método basado en el de Ouchterlony (Ouchterlony 1949).
Sobre portas de microscopio se prepard un gel de 2-3 mm de espesor al 1 % en
agarosa en tampén PBS. En el gel se perforaron pocillos de 3 mm de diametro en
forma de roseta, separados entre si de forma equidistante, en los que se
colocaron las muestras, y en el centro también de forma equidistante otro pocillo

en el que se coloco el antisuero.
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A continuacién se muestra un esquema general para el analisis de

antisueros tras las sangrias:
@ @ @ A: Antisuero
@ @ @ 1y 4. Proteina purificada

@ 2y 5. Suero de concentracion alta

3 y 6. Suero de concentracién baja (o un excluido como

control negativo)

En el caso de la proteina purificada y del suero de concentracion alta,
debe realizarse una dilucién para cargar de 1 a 3 ug de la proteina a estudio. El
suero de baja concentracion o suero usado como control negativo se utilizara a la
misma dilucion que el suero de concentracién alta. El antisuero se anade sin

hacer ninguna dilucion previa. En cada pocillo se afiadié un volumen de 15 L.

Tras aplicar las muestras en los pocillos se dej6 difundir a temperatura
ambiente y dentro de una camara humeda durante 12 — 24 horas. Pasado ese
tiempo se comprobé si se habian producido lineas de precipitacion y
posteriormente se procedié al lavado y secado segun se ha descrito

anteriormente.
3.6.4.2 Inmunoelectroforesis

Se realizé en geles de agarosa al 1 % en tampdn barbiturato sédico 25
mM, pH 8,2, con un espesor de 1,8 mm, preparados sobre placas de vidrio de
9x12 0 9,5x7,5 cm (Grabar et al., 1953). Las muestras se aplicaron en pocillos de
2,5 mm de diametro separadas 1,5 cm a una distancia 1/4 del recorrido
electroforético. Se deja un pocillo libre (preferiblemente el del extremo) para

cargar 3 uL de una solucion de Negro Amido de manera que indique el frente de
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la electroforesis. Los contactos entre el gel y las cubetas que contenian el mismo
tampén que el gel, se efectuaron mediante puentes de papel Whatman n°® 1. La

separacion electroforética se realizé durante 1 hora y media a 120 V.

Una vez realizada la electroforesis se practicaron unos canales de 1,5 mm,
equidistantes entre los pocillos, donde se aplicaron 100 uL del antisuero
correspondiente. Se dejo difundir durante 24-48 horas en cdmara humeda y el gel

se lavd, seco y tino como anteriormente se ha explicado.
3.6.4.3 Inmunodifusién radial

Para valorar de forma cuantitativa y especifica las proteinas de una matriz
compleja como es el suero sanguineo se realizé inmunodifusion radial (Mancini et
al.,, 1965), utilizando geles de agarosa al 1 % en tampdn barbiturato sédico 25
mM, pH 8,2, de 1,8 mm de espesor. En la preparacion del gel se incluyé una
proporcion de antisuero, cuando la agarosa se encontraba fundida y atemperada
a 56 °C. La proporcion de antisuero depende de su concentracion de anticuerpos
especificos y del rango de concentraciéon de las muestras a analizar, ajustandose
ambas experimentalmente. Se practicaron unos pocillos de 2,5 mm de diametro
separados 2 cm entre si. Aplicadas las muestras (6 uL) se dejaron difundir 48
horas en cdmara humeda. Posteriormente se lavd, se secd y se tifié de la manera
habitual. La medida del diametro de los circulos de inmunoprecipitacion permite
una determinacion cuantitativa de la proteina que se realiza con referencia a una

serie de patrones con concentraciones conocidas de la proteina a analizar.
3.6.5 Métodos inmunoenzimaticos.
3.6.5.1 Western blot.

Tras la transferencia de proteinas separadas mediante SDS-PAGE a
membranas de nitrocelulosa (3.1.1 y 3.1.2), la deteccion especifica de cada
proteina se realizé segun el método descrito por Towibin (Towbin et al., 1979) con

alguna modificacién detallada a continuacion.
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Las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente o
toda la noche a 4 °C con una solucion de leche semidesnatada en polvo al 5%
(p/v) en PBS-azida sddica. Seguidamente las membranas se lavaron 4 veces
durante 2 minutos con agitacién vigorosa, con una solucién que contenia
TRIS/HCI 0,01M, NaCl 0,2M, Tween-20 0,5% pH 8,0 (tampdn B). Posteriormente
se incubaron durante 1 hora con el correspondiente antisuero o anticuerpo
especifico disuelto en tampon B con leche en polvo al 0,17% (p/v). La dilucién
optima se determind en cada caso. Finalizada la incubacién se lavo 4 veces con
tampon B del mismo modo descrito anteriormente. A continuacion las membranas
se incubaron con un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo, marcado con
fosfatasa alcalina (Sigma) diluido en tampén B con leche al 0,17% (p/v) durante 1
hora a temperatura ambiente y agitacion suave. Tras lavar con el tampén B 4
veces, los inmunocomplejos se detectaron mediante un revelado quimico o un

revelado quimioluminiscente.

El revelado quimico se efectu6 sobre la membrana afadiendo una
solucién preparada en el momento de su utilizacion, que consta de: 11 mL de
tampén TRIS/HCI 0,2 M, MgCl, 1 mM, pH 9,6; 0,185 mL de una solucién de 4
mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) en dimetilformamida (DMF) y
1,25 mL de una disolucion 1 mg/mL de nitroazul de tetrazolio (NBT) en DMF
(Sigma). Las soluciones stock de BCIP y NBT se conservaron en oscuridad a -20
°C. La reaccién se detuvo eliminando la solucién de revelado y lavando la

membrana con abundante agua destilada.

En los casos en los que se desed conservar la membrana para un
posterior revelado con otro anticuerpo, se utilizé un revelado quimioluminiscente.
En este caso el anticuerpo secundario utilizado fue un anti-lgG en conejo marcado
con peroxidasa. El inmunocomplejo formado fue activado con un sustrato
comercial para la deteccion de la enzima peroxidasa (Enhanced
chemiluminescent substrate for detection of HRP, Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate, Thermo). Tras la exposicion controlada de la peroxidasa activada del
inmunocomplejo en una membrana Amersham Hyperfiim (GE Healthcare), el

revelado se llevé a cabo mediante la inmersién de la membrana primero en una
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solucion de revelado (Kodak) hasta que aparecieron las bandas de
inmunocomplejo, y tras lavar con agua destilada, por inmersién en una solucion

de fijacion. El paso de exposicion y revelado se realizé en un cuarto oscuro.

En ambos casos el tiempo de revelado, y en caso del revelado
quimioluminniscente el tiempo de exposicion, depende de la cantidad de muestra
aplicada (cantidad de proteina a revelar) y de la sensibilidad del anticuerpo

utilizado.
3.6.5.2 ELISA

En este trabajo se han desarrollado dos ELISAS tipo sandwich para la
cuantificacion de las proteinas ITIH4 y Hp caninas, respectivamente. En el

desarrollo de ambos ELISAS se utilizé la misma metodologia.
Preparacion de placas tapizadas con el anticuerpo

Los anticuerpos inmunopurificados (apartado 3.6.3.1) se diluyeron en PBS
estéril que contenia timerosal al 0,01% y se llevaron a la concentracion deseada,
4 ug/mL para el ELISA de Hp y 6 ug/mL para el ELISA de ITIH4. 100 uL de esta
disolucion que contenia el anticuerpo de captura, se dispensaron en cada uno de
los pocillos de microplacas partibles de 96 pocillos (12 x 8) (Greiner bio-one) con
ayuda de una pipeta multicanal y se incub6 a 4 °C durante un periodo de tiempo

comprendido entre 16 y 18 horas.

Pasado este tiempo, el anticuerpo se retird y los pocillos se lavaron tres
veces con PBS, con ayuda de un lavador de placas (Tecan). Para evitar el
pegado inespecifico de otras proteinas al plastico, cada uno de los pocillos de las
placas se incubaron con 300 uL de una solucién de ovoalbumina al 3 % en PBS,
durante 3 horas a temperatura ambiente. Tras retirar la ovoalbumina se lavaron
los pocillos 4 veces con PBS y se dejaron secar las placas a temperatura
ambiente. Una vez secas las placas se embolsaron y se sellaron con una bosa de

agente desecante en su interior y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Cuantificacion mediante ELISA

Las muestras de suero de perro se diluyeron, como se indica en la Tabla 5,
en un tampon que contenia PBS con ovoalbumina al 0,05 % pH 7,4. Se aplicaron
100 pL de muestra en cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar tres veces con PBS, los pocillos se incubaron
durante 30 minutos con 100 pL de anticuerpo marcado con peroxidasa (Ab
conjugado) (apartado 3.6.3.2) diluido en el mismo tampdn de dilucidn que las
muestras. Pasado ese tiempo y tras lavar tres veces con PBS se afadieron a
cada pocillo 100 pL de una solucién de sustrato cromégeno 3,355
tetrametilbencidina (TMB) (Pre-stained TMB Plus-2, KEM EN TEK Diagnostics) y
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se paré
afadiendo 100 pyL de una solucién de acido sulfurico 0,5 N. Se midié la
absorbancia a 450 nm de cada uno de los pocillos de la placa con un lector de
placas (Sunrise, Tecan). La concentraciéon de proteina en las muestras problema
se calculd por interpolacién en una curva de calibrado obtenida con una muestra
de suero estandar de concentracion conocida, utilizado también para la

inmunodifusion radial.

Aunque la metodologia desarrollada fue la misma para los dos ELISAS
desarrollados, la dilucién de las muestras de suero y del anticuerpo conjugado
tuvo que ajustarse para cada uno de los ELISAS desarrollados, asi como el rango

de concentraciones de la recta de calibrado.

Tabla 5. Condiciones especificas de la curva de calibrado, dilucion de muestra y
dilucién de conjugado para cada uno de los ELISAS desarrollados.

ELISA ITIH4 ELISA Hp
Rango curva de calibrado 21 -700 ng/mL 4 - 130 ng/mL
Dilucién del suero 1/4000 1/50000

Dilucién del Ab conjugado 1/6000 1/120000




Materiales y métodos

3.6.6 Método inmunoturbidimétrico para la cuantificacién de CRP canina

El desarrollo de un método inmunoturbidimétrico para la determinacién de
proteina C-reactiva en suero de perro se realizé en el contexto de un proyecto
INPACTO (IPT-010000-2010-001), mediante el desarrollo de inmunoparticulas de
latex asociadas de manera covalente al anticuerpo anti CRP (Pineiro et al., 2018).
El fundamento de esta técnica se basa en la turbidez producida debido a la
formacion de inmunoagregados que se da cuando la CRP reacciona con las

inmunoparticulas.

La determinacion de CRP se realizé de forma automatica, utilizando un
analizador Olympus AU400. Tres microlitros de suero de perro, se mezclan con
230 pL de tampon de reaccion (R1) al que se le anaden 70 pL de
inmunoparticulas de latex (R2) y se mide la Absgyonm inmediatamente después de
mezclar. Tras incubar a 37 °C durante 4 minutos se realiza una segunda lectura a
la misma longitud de onda. El aumento de la turbidez se determina mediante la
medida de Abs a 600nm (segunda lectura menos primera), y es proporcional a la
concentracion de CRP en la muestra. La concentracion de CRP se calcula
mediante interpolacion en la curva de calibrado construida a partir de las
diluciones del calibrador de CRP. El analizador calcula de forma automatica la
concentracion de CRP a partir de la curva de calibrado obtenida con los

calibradores, mediante un ajuste poligonal
3.7 Validaciéon de métodos analiticos

La validacién de los métodos ELISA desarrollados en esta tesis se realizd
mediante la determinacion de los siguientes parametros: limites de deteccion y

cuantificacion, imprecision (repetitividad y reproducibilidad), y veracidad.

El limite de detecciéon (LoD) y de cuantificacion (LoQ) se determind
mediante la medida de muestras de blanco, compuestas por el tampdn de dilucién

de muestra sin analito, de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

LoD = C media+3xSD; LoQ=C media+(10 xSD)
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Siendo:

C media: media de las concentraciones obtenidas al interpolar la Abs
obtenida para la muestra de blanco en la recta de calibrado

SD: desviacion estandar de la media

La imprecision del ensayo se evalué para muestras con diferentes
concentraciones de antigeno, mediante la determinacién de los coeficientes de
variacion. La repetitividad se determiné mediante el célculo del coeficiente de
variacién obtenido al medir 10 veces la misma muestra en una misma placa (CV
intra-ensayo). La reproducibilidad fue determinada mediante el célculo del CV
obtenido al determinar la mima muestra en 10 ensayos diferentes (CV inter-

ensayo).
CV %= SDConc Media x 100

Siendo:

Conc media: La media de las concentraciones obtenidas en los ensayos

SD: desviacion estandar

Al no existir un método o material de referencia, la veracidad de los
métodos desarrollados se determind mediante ensayos de recuperacion, el
estudio de la linealidad y la comparativa con métodos alternativos previamente

validados.

Linealidad. Se prepararon muestras con cantidades crecientes de analito
disuelto en tampdn de dilucién de muestra, que cubrian el rango analitico del
ensayo. La concentracién de las muestras obtenidas se determiné por duplicado y
se representd graficamente el valor obtenido frente al valor esperado para cada
una de las muestras y se evalud el ajuste mediante minimos cuadrados. De la
misma forma se determiné el porcentaje de recuperacién para cada una de las

muestras mediante el siguiente calculo:

Recuperacion %=C obtenidaC esperadax100
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Siendo:

C obtenida: la concentracion del analito medida

C esperada: la concentracién del analito teérica que contiene la muestra

Comparativa entre métodos. Los valores obtenidos por ELISA para un
minimo de 40 sueros de perro de diferentes concentraciones se compararon con
los valores obtenidos para los mismos sueros determinados mediante el método
analitico de comparacion. Se representaron los datos obtenidos para cada suero
por cada una de las técnicas y se realizé un ajuste mediante regresion lineal, al
tiempo que se determind el grado de correlacion de ambas técnicas y la bondad

del ajuste.
3.8 Determinacion de PFAs en modelos experimentales

3.8.1 Medida de los niveles de PFAs en muestras de cirugia mayor
Animales y toma de muestra

Las muestras de animales sometidos a cirugias fueron proporcionadas por

la Dra Amaia Unzueta del Hospital Veterinario de la Universidad de Zaragoza.

Se analizaron las muestras de suero obtenidas de perras sanas sometidas
a ovariohisterectomia y de otras con tumores mamarios sometidas a
mastectomia. El grupo de animales sometidos a ovariohisterectomia, consistia en
9 perras con edades comprendidas entre 5 meses y 9 afos. El grupo de animales
sometidos a mastectomias estaba formado por 10 perras con edades entre 7 y 13
afos. Ambos grupos de animales estaban comprendidos por individuos de
diferentes razas: siete animales mestizos, dos Cocker, dos Caniches, un Pastor
Aleman, un Chihuahua, un Terrier, un Galgo, un Braco Aleman, un Setter, un

Buldog Inglés y un Teckel.

Los animales sometidos a ovariohisterectomia (OVH) eran animales sanos
sometidos a esterilizacion quirargica y ninguno de ellos mostraba signos de

procesos inflamatorios previos y tampoco estaban afectados por piometra.
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De acuerdo con el sistema de la clasificacion de tumores en animales
domésticos establecido por la organizacion mundial de la salud (Owen 1980), el
estudio anatomopatoldégico de los tumores encontrados en los animales
sometidos a mastectomia permiti6 agruparlos en: cuatro tumores mamarios
mixtos benignos, tres adenomas, dos adenomas complejos y un adenocarcinoma
complejo. El tamafio de estos estaba comprendido entre 3 mm y 2 cm y en ningun

caso se encontro invasion en vasos linfaticos ni metastasis en los nédulos.

La toma de muestra se realiz6 para cada animal justo antes de la cirugia
(control de cada animal) y 24 horas después de la cirugia (post cirugia) de
acuerdo a los protocolos del Hospital Veterinario de la Universidad de Zaragoza.
No fue posible obtener una muestra a un tiempo mayor, debido a que el tiempo de

hospitalizacion de los animales no supera las 24 horas.
Cuantificacion y anadlisis estadistico

La cuantificacion de CRP, ITIH4, Hp y GPA, se realizd6 mediante
inmunodifusién radial, utilizando los antisueros especificos y de especie

desarrollados previamente.

La normalidad de las muestras de analizé mediante los test Saphiro-Wilk y
Kolmornov-Smirnov donde se comprobé que no seguian la normalidad. La
comparacion entre los grupos se realizé mediante el test Wilcoxon para cada una
de las cirugias en estado pre y post operatorio, y la comparativa entre las cirugias
se realiz6 mediante el test Mann-Withney. La correlacién entre las diferentes
PFAs se analiz6 mediante el calculo del coeficiente de correlacion rho de
Spearman. El nivel de significacion se establecié para un valor de p<0,05. El

analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa GraphPrism 5.0.

3.8.2 Caracterizacion de los niveles de ITIH4 en perras afectadas por

piometra

Animales y toma de muestra
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Este estudio se llevoé a cabo gracias a la colaboracion establecida con el
Dr Roman Dabrowski (University of Life Sciences, Lublin, Polonia), que nos ha
proporcionado las muestras séricas y la informacion clinica de cada una de las

perras incluidas en el estudio.

Se dispuso del suero de 25 perras de edades comprendidas entre 3 y 12
afos, algunas de las cuales pertenecian a razas diferentes y otras eran animales
mestizos. Las muestras sanguineas fueron recogidas de la vena safena lateral, y
centrifugadas a 3000g durante 30 min tras la formacion del coagulo, para separar
el suero. Los animales se dividieron en dos grupos: grupo control, formado por 14
animales sanos y grupo de estudio, formado por 11 animales afectados por

piometra.

El grupo control consisti6 en 14 perras clinicamente sanas, que fueron
admitidas para esterilizaciéon quirdrgica de eleccion (ovariohisterectomia). Todas
las perras pertenecientes al grupo control estaban en anestro, segun lo
determinado por los datos del examen clinico y el examen citolégico de los frotis

vaginales.

Antes del diagndstico preliminar de piometra, todas las perras clasificadas en
el grupo de estudio se examinaron clinicamente y se realizaron pruebas
adicionales. En la mayoria de los casos, el examen clinico reveld polidipsia,
poliuria, falta de apetito (disminucién o ausencia completa), deshidratacién,
apatia, vomitos y color anormal de las membranas mucosas como signos
frecuentes de la enfermedad. La vaginoscopia mostré6 membranas serosas
congestionadas del vestibulo vaginal. La ecografia abdominal reveldé un utero
agrandado con contenido hipoecogénico y un diametro que oscilé entre 3y 7 cm.
Se observaron quistes en los ovarios y se registrd hiperplasia del endometrio. En
base al examen clinico, las perras fueron clasificadas como animales afectados
por piometra cerrada. Esto fue confirmado mediante el examen histopatologico
postoperatorio del Utero y los ovarios realizado en el Departamento de Anatomia

Patolégica de la Universidad de Ciencias de la Vida, Lublin, Polonia.
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Cuantificacién y analisis estadistico

Las determinaciones de ITIH4 y Hp se realizaron mediante los ELISAs
desarrollados, y la cuantificacion de CRP mediante un ensayo
inmunoturbidimétrico. Las determinaciones de los parametros clinicos fueron

realizadas en la Universidad de Ciencias de la Vida, Lublin, Polonia.

Mediante los test Saphiro-Wilk y Kolmornov-Smirnov, se comprobé que las
muestras no seguian una distribucién normal. Las diferencias en los niveles de las
PFAs y los valores clinicos entre el grupo de animales sanos y el grupo de
animales afectados por piometra se analizaron mediante el test estadistico Mann-
Whitney. El nivel de correlacién existente entre los diferentes parametros se
estudioé a partir del calculo del valor del coeficiente de correlacion de Spearman
(Rho).

3.8.3 PFA en sueros e higados de perros infectados con L. infantum.
Estudio 1.

Los dos estudios que se describen a continuacion en los que se evalla la
respuesta de fase aguda en Beagles afectados de leishmaniosis, se llevaron a
cabo en colaboracion con el grupo del profesor Juan Antonio Castillo

(Departamento de Patologia Animal, Universidad de Zaragoza).
Animales

En un primer estudio se dispuso de muestras de suero y de muestras de
higado de 8 perros de la raza Beagle de una edad aproximada de 18 meses.
Cinco de ellos, de los cuales 2 eran machos y tres hembras, habian sido
infectados experimentalmente con Leishmania infantum. Tres animales (2 machos
y una hembra) que no habian sido infectados se utilizaron como grupo control

negativo.

Infeccién experimental y toma de muestra
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La infeccién experimental se realizd con 1x10® promastigotes de L.
infantum. Un afo después de la infeccidon experimental, tiempo considerado
adecuado para que los animales hubieran desarrollado la enfermedad, se
establecio el punto final del estudio y se procedié al examen clinico y a la toma de
muestras analiticas. Las muestras de suero y de higado extraidas de los perros
se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso. Todos estos procedimientos
fueron llevados a cabo por el Departamento de Patologia Animal, de la

universidad de Zaragoza.
RT-qPCR

La expresion de la sintesis hepatica de ITIH4 y CRP, se analizé mediante
PCR a tiempo real (QPCR) en las muestras de higados. Esta técnica esta basada
en el uso de fluorocromos que se intercalan en la molécula de DNA, de forma que
a mayor numero de copias de un fragmento durante la amplificacion, mayor

fluorescencia se registrara.

La extraccion de RNA mensajero (MRNA) a partir de las muestras de
higado se realizé con el kit RNeasy Lipid Tissue Kit (Qiagen). Una vez obtenido el
MmRNA, el DNA gendmico se eliminé con el kit DNAse Turbo (Ambion) y la
retrotranscripcion a cDNA se realizdé con el kit Superscript Reverse Transcriptase
Il (Life Technologies). Todos los protocolos se realizaron segun las
especificaciones del fabricante. Las reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en triplicado en un StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystem)
utilizando el Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem) y los cebadores

correspondientes. (Tabla 6).

El protocolo de amplificacién utilizado fue el siguiente: 20 segundos a 95°C
para la activacion, seguidos de 40 ciclos de 3 segundos a 95°C y 30 segundos a
la Tm correspondiente para cada cebador. Al final de los cuarenta ciclos de cada
reaccion se realizé una curva de disociacién para comprobar la especificidad de
los cebadores. Los niveles de expresidon génica se obtuvieron mediante

cuantificaciéon relativa. El factor de normalizacion para cada muestra se calculd
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como la media geométrica de la expresion de dos genes normalizadores,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y -2-microglobulina (32M).

Tabla 6. Secuencia de los cebadores (D) directo y (R) reverso disenada para cada
gen, tamano del producto amplificado (pb) y temperatura de anillamiento (Tm).

Gen Secuencia cebadores pb Tm (°C)

CRP D: 5" AGACCTGGACGAAAAAGCCTT 3’ 89 60
R: 5" CCTTCATCGGCTTCTGCAACT 3’

ITIH4 D: 5° CACATCCAATTCAAGCCGCA 3’ 116 64
R: 5" TCGATCTGAATGGAGCCTCCA 3’

GADPH D:5 TGGCAAAGTGGATATTGTCG 3’ 60
R: 5" AGATGGACTTCCCGTTGATG 3’

B2M D: 5" TCTACATTGGGCACTGTGTCAC 3’ 136 60
R: 5" AAGAGTTCAGGTCTGACCAAG 3’

Los cebadores utilizados para amplificar la expresion de ITIH4 y CRP
(sintetizados por Invitrogen™) fueron disefiados en el laboratorio con la ayuda del
programa Primer Express (software de Applied Biosystems). Las secuencias se
obtuvieron en las bases de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI), USA. Dichas secuencias se localizaron en diferentes
exones para evitar la amplificaciéon de DNA gendmico. Asimismo, se realizd una
busqueda BLAST en el genoma de perro para evitar la existencia de sitios de
unién inespecifica de los cebadores. Los cebadores de los genes control GADPH
(Zhang et al., 2013) y B-2-microglobulina (Kisiel et al., 2012) se seleccionaron

segun bibliografia ya publicada.

Cuantificacion y anadlisis estadistico
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La cuantificacion de CRP, ITIH4, Hp y GPA, se realiz6 mediante
inmunodifusién radial, utilizando los antisueros especificos y de especie

desarrollados previamente.

Las diferencias en los niveles de las PFAs tanto en suero como en higado
entre el grupo de animales no infectados y el grupo de animales infectados se

analizaron mediante el test estadistico Mann-Whitney.

3.8.4 Evolucion de las PFAs en animales infectados con L. infantum.
Estudio 2.

Animales y toma de muestra

En un segundo estudio, se dispuso del suero de 10 perros de raza Beagle,
5 machos y 5 hembras, todos ellos infectados experimentalmente con L. infantum

de la misma forma que en el estudio anterior.

La toma de muestra y el examen clinico se realizaron a diferentes tiempos
a lo largo del estudio. La muestra a tiempo 0 se obtuvo antes de la infeccidn, una
vez los animales hubieron pasado un periodo de aclimatacién al centro. Tras la
infeccion se recogieron muestras a diferentes tiempos para evaluar la evoluciéon
de las PFAs. Estos tiempos fueron: 24 h y 48 horas, 1 semana, y 2, 3,4,6,8y 10

meses post infeccion.
Diagnéstico serolégico

Con el fin de valorar la presencia de anticuerpos frente a Leishmania
infanftum en los animales, se realizaron las técnicas seroldgicas IFI
(inmunofluorescencia indirecta) y ELISA. Por otra parte, para la determinacién de
la carga parasitaria se realizé una PCR en tiempo real en los tejidos considerados
habitualmente como diana, los linfonodos y la médula ésea. Estas técnicas fueron
realizadas por el Departamento de Patologia Animal, de la universidad de

Zaragoza.
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El ELISA comercial, CIVTEST Canis Leishmania 192 (HIPRA S.A)), se
realizé de acuerdo a las instrucciones indicadas en el mismo. Las muestras de
suero se analizaron por duplicado a una absorbancia de 450nm. Para la
interpretacion de los resultados se calculé el valor de razén (Rz) para cada

muestra, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Rz=A450nm muestraA450nmcontrol positivo

Una vez obtenidos los resultados, los criterios de corte para considerar a
un animal como positivo, negativo o dudoso, se establecieron de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante del ELISA, en funcién del valor obtenido de Rz:

Negativo ELISA: < 0,9
Dudoso ELISA: 0,9-1,1
Positivo ELISA: > 1,1

En los casos en los que el ELISA presenté dudas, los resultados obtenidos
de la titulacién de anticuerpos mediante IFI, también permitié clasificar a los

animales, de acuerdo a los siguientes valores:

Negativo IFI: <1/40
Positivo IFI: 21/40

Diagnéstico clinico

El diagndéstico clinico se realiz6 mediante una hoja de registro de signos
clinicos, individual para cada animal. En dicha hoja se registraron parametros
generales del animal como temperatura y peso, y signos clinicos especificos de
leishmaniosis. Para cada animal se asigné una puntuacion clinica (PC) obtenida
como la suma de cada sintoma individual empleando el esquema de
puntuaciones previamente descrito por Manna (Manna et al., 2009) y con las
modificaciones adoptadas por el grupo de Enfermedades Metaxénicas de la

Universidad de Zaragoza tal y como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7. Descripcion de los signos clinicos establecidos en la exploracion clinica
para calcular la puntuacion clinica de cada paciente.



Materiales y métodos

Signos clinicos Gradacion

Pérdida de peso 0; 0% de pérdida, 1; <20 %, 2; >20 %
Sintomas oculares: conjuntivitis/uveitis 0; ausencia, 1; moderada, 2; grave
Sintomas cutaneos: alopecias/ilceras 0; ausencia, 1; moderada, 2; grave
Linfadenopatia 0 ausencia, 1 presencia

Mucosas anémicas 0 ausencia, 1 presencia
Onicogriposis 0 ausencia, 1 presencia

Atrofia del musculo temporal 0 ausencia, 1 presencia
Esplenomegalia a la palpaciéon 0 ausencia, 1 presencia

Cualquier otro sintoma relacionado con la . .
. .. 0 ausencia, 1 presencia
infeccién

Peris 2018

Tras registrar los signos clinicos los animales se agruparon en tres grupos
en funcion de la cantidad de signos expresados, clasificacion basada en
Abranches (Abranches et al., 1991) y segun las modificaciones de Molina (Molina
et al., 1994).

Asintomaticos: ausencia de sintomas y signos clinicos debidos a la
infeccién por Leishmania. En este grupo se descartdé el aumento de tamano

moderado de linfonodos, asi como casos de mucosas anémicas.

Oligosintomaticos: sintomas moderados, incluyendo dos signos clinicos,
aumento de tamafio de los linfonodos junto con onicogriposis o alopecia

/dermatitis exfoliativa.

Polisintomaticos: sintomas evidentes, incluyendo 3 o mas signos de

enfermedad.

Cuantificacién y analisis estadistico
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Las determinaciones de ITIH4 y Hp se realizaron mediante los ELISAs
desarrollados, y la cuantificacibn de CRP mediante un ensayo

inmunoturbidimétrico.

Mediante los test Saphiro-Wilk y Kolmogdérnov-Smirnov, se comprobd que
las muestras no seguian la normalidad. Las diferencias entre los distintos tiempos
para cada PFA se analizaron mediante el test no paramétrico Kruskal-Wallis,
aplicando el post test Dunn. Las correlaciones entre los datos de sintomatologia
clinica, serologia y PFAs se calcularon mediante el calculo del valor del

coeficiente de correlacién Rho de Spearman.
3.8.5 Asignacion de valores de PFAs en animales sanos
Animales

Para la asignaciéon de valores de referencia para las PFA en animales
sanos, se utilizaron 165 animales. 72 animales pertenecian a la raza Beagle de
edad comprendida entre 6 y 12 meses, 37 machos y 35 hembras. El resto de
animales 98, pertenecian a otras razas y también algunos de ellos eran mestizos.
De estos animales 45 eran animales entregados a centros de proteccion (23
machos y 22 hembras) con edades comprendidas desde los 5 meses hasta los 10
afios, 22 fueron donantes y el resto, fueron perras utilizadas como controles
sanos en los estudios de ovariohisterectomia y piometra, con edades

comprendidas desde los 5 meses hasta los 13 afios.

Los sueros de los perros Beagle fueron proporcionados por el grupo del

profesor Juan Antonio Castillo.
Cuantificacién y analisis estadistico

Las PFAs fueron cuantificadas por los métodos desarrollados en esta
tesis, ELISA tipo sandwich para ITIH4 y Hp, IR para GPA, e inmunoturbidimetria
para CRP.
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Se estudié la normalidad de las muestras mediante los test Saphiro-Wilk y
Kolmogdrnov-Smirnov. El célculo del intervalo de referencia para cada una de las
proteinas se realizd6 mediante los percentiles 3 — 97 %. Los analisis comparativos
entre las poblaciones en funcién de la raza, edad y sexo se analizaron mediante

el test Mann-Withney.

3.8.6 Evaluacién de los niveles de PFA en perros alojados en Centros de

Proteccion.

El estudio realizado en los Centros de Proteccién se llevé a cabo en
colaboracién con la Asociacion Espafola de Veterinarios Municipales (AVEM)
Consistié en la recogida de muestras de sangre de perros que fueron alojados en
diferentes centros de proteccién distribuidos por la geografia espafiola. En este
estudio han colaborado un total de 11 Centros de Proteccion de diferentes
comunidades auténomas. El estudio fue aprobado por la Comisién Etica Asesora

para la Experimentacion Animal (P156/15).
Animales y toma de muestra

Se obtuvo el suero de 61 perros de diferentes razas y edades
comprendidas entre los 2 meses y los 10 afos, que fueron recogidos en tres
centros de proteccidén de diferentes areas geograficas de Espafa. La toma de
muestra se realiz6 a diferentes tiempos, una primera en el momento de la llegada
del animal al centro, otra a los 2 6 3 dias de permanencia en el centro, una tercera
a los 15 dias y la ultima tras un mes de permanencia en el centro. En algunos
casos no fue posible obtener las muestras de los ultimos tiempos debido a la

salida del animal del centro por causas adoptivas.

En los centros en los que no fue posible la recogida de muestras seriadas,
se recogieron muestras de los animales que llegaban a los centros de proteccion

y también de otros animales que llevaban un tiempo alojados en los mismos.

Para cada animal se completd una ficha con datos como edad, sexo, peso,

estado sanitario y nutricional o si son animales recogidos o entregados entre
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otros. El modelo de la ficha a rellenar para cada animal puede verse en el Anexo

Figura 1.
Cuantificacién y Andlisis estadistico

Las determinaciones de ITIH4 y Hp se realizaron mediante los ELISAs
desarrollados, y la cuantificacion de CRP mediante un ensayo

inmunoturbidimétrico.

Se comprobd que las muestras no seguian la normalidad mediante los test
Saphiro-Wilk y Kolmogérnov-Smirnov para cada una de las PFAs estudiadas.
Debido a que no se pudo asumir la normalidad de las muestras, las pruebas de
contrasten con los valores medios de las PFAs se realizaron con el test Kruskall-
Wallis cuando el factor tiene mas de dos niveles, y Mann-Withney cuando el factor
tiene dos niveles, y cuando Kruskall-Wallis ha salido significativo en los factores

de mas de dos niveles para contrastar los grupos dos a dos.
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4.1 Purificacion de proteinas y obtenciéon de antisueros

4.1.1 Purificacion de ITIH4 canina y obtenciéon de antisueros

La purificacion de la proteina ITIH4 se ha llevado a cabo de manera
satisfactoria en una sola etapa, mediante cromatografia de afinidad, utilizando
anticuerpos anti ITIH4 porcina/Pig-MAP que reconocen la proteina homoéloga
canina. En una etapa previa, se comprobé la reactividad cruzada existente entre
la ITIH4 canina y los antisueros anti Pig-MAP disponibles en nuestro laboratorio
(Gonzalez-Ramon et al., 1995). Para el aislamiento de anticuerpos anti Pig-MAP,
se prepar6 una columna de afinidad que contenia Pig-MAP purificada unida
covalentemente a Sepharose 4B (Sigma). Los anticuerpos anti Pig-MAP se
inmovilizaron en una columna de NHS-HiTrap (apartado 3.6.2.2) para preparar la
columna de afinidad, que fue utilizada para la purificacion de la proteina ITIH4

canina.
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Figura 4. Analisis por SDS-PAGE (10 %) de las fracciones obtenidas durante la
purificacion de la ITIH4 canina. a) Tincion de proteinas con azul de Coomasie. M,
marcadores de peso molecular (Sigma); 1, suero de perro de fase aguda utilizado como
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material de partida; 2, proteinas excluidas de la columna de afinidad con anticuerpos anti
Pig-MAP; 3, ITIH4 canina purificada (proteina eluida de la columna de afinidad). Los
nuameros de 1 a 4 en carril 3 sefialan las bandas identificadas mediante MALDI-TOF y LC-
MS/MS en el Anexo Tabla 1. b) Western Blot de las mismas muestras 1, 2, y 3 analizadas
en (a). Se utilizd el antisuero anti ITIH4 canina especifico (1:2000) como anticuerpo
primario y anti IgG de conejo unido a fosfatasa alcalina (Sigma, dilucion1:10000) como
anticuerpo secundario.

El analisis mediante electroforesis SDS-PAGE (Figura 4 a) de la
preparacion de ITIH4 obtenida tras el proceso de purificacion, mostré una banda
principal de 120 KDa. El analisis mediante MALDI-TOF y LC-MS/MS (Anexo Tabla
1) permitié identificar esta proteina como ITIH4 canina. La preparacion de ITIH4
canina se obtuvo con una pureza superior al 75 %. El resto de bandas que
aparecen en el gel de electroforesis fueron identificadas como albumina, e

inmunoglobulinas (Anexo Tabla 1).

La preparacién de ITIH4 obtenida se utilizé para inmunizar conejos, lo que
permiti6 obtener antisueros especificos anti ITIH4 canina, tras adsorber las
inespecificidades de estos. Para ello se utilizd un inmunoadsorbente preparado a
partir de un suero de perro al que se le habia eliminado previamente la ITIH4
canina (excluido de la columna de afinidad con anticuerpos anti Pig-MAP). El
analisis mediante inmunoelectroforesis (Figura 5) muestra la efectividad de la
inmunoadsorcion. Como puede apreciarse en la Figura 5, el antisuero adsorbido
(Af) muestra un solo arco de precipitacién cuando se enfrenta tanto a la ITIH4
purificada (P) como a un suero de perro (S), a diferencia del antisuero inicial (Ai),
que no es especifico y reconoce otras proteinas ademas de la ITIH4. En la figura
5b, se muestra la especificidad de estos antisueros analizados mediante western
blot, en las muestras obtenidas durante la purificacion de la ITIH4. Mediante esta
técnica el antisuero solo reconoce una banda a 120 KDa correspondiente a la

ITIH4, tanto en la proteina purificada como en el suero de partida.
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Figura 5. Andlisis por inmunoelectroforesis de los antisueros anti ITIH4. S, suero de
perro; P, ITIH4 canina purificada. Canales: Ai, antisuero anti ITIH4 canina sin adsorber; Af,
antisuero anti ITIH4 canina adsorbido.

4.1.2 Purificacién CRP canina y obtencion de antisueros.

La CRP canina se purific6 en una sola etapa mediante cromatografia de
afinidad con fosforil colina, como se ha descrito previamente para la purificacion
de CRP humana (Volanakis et al., 1978). El analisis mediante SDS PAGE (Figura
6) de la proteina aislada, mostré dos bandas de la misma intensidad, que se
corresponden con los pesos moleculares descritos en la literatura para la CRP
canina, 28 y 24 KDa aproximadamente (Caspi et al., 1984). Ambas bandas fueron
identificadas como CRP canina mediante MALDI TOF (Tabla 1 Anexos).
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Figura 6. Analisis por SDS PAGE 12 % de la CRP canina. 1, CRP de perro purificada
tefiida con azul de Coomasie. Numeros 5 y 6 en el carril 1 corresponden al numero de
banda asignado para la identificacion mediante MALDI TOF en la tabla anexo 1. M,
marcadores de peso molecular (Sigma).

La inmunizacion de conejos con la CRP canina purificada, proporcioné
antisueros que reconocian a dicha proteina, pero también a otras proteinas del
suero de perro. La inmunoadsorcion de estos antisueros con un suero de perro
con baja concentracién de CRP, insolubilizado con glutaraldehido (método de
Avrameas), permitio la obtencién de un antisuero anti CRP canina especifico
(Figura 7). Aunque el antisuero reacciona con la proteina purificada, debido a la
baja concentracién de la CRP en el suero de perro (<100 mg/L) y a la sensibilidad
de la técnica, no fue posible visualizar a esta proteina en una muestra de suero
mediante inmunoelectroforesis. Sin embargo permiti6 comprobar la especificidad
del mismo, puesto que el antisuero adsorbido no mostré ningun arco de
precipitacién frente al suero de perro. El antisuero anti CRP adsorbido reconoce
de la misma forma a las dos bandas de la CRP purificada, y las presentes tanto
en un suero de perro normal como en un suero de perro de fase aguda por

western blot (Figura 7 b).
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Figura 7. Caracterizacion del antisuero anti CRP de perro desarrollado. a) Analisis
por Inmunoelectroforesis: S, suero de perro de fase aguda; P, CRP purificada. Canales:
Ai, antisuero anti CRP de perro sin adsorber; Af, antisuero anti CRP de perro adsorbido. b)
Western blot: 1, CRP de perro purificada; 2, suero de perro sano; 3, suero de perro de
fase aguda. M, marcadores de peso molecular. Se utilizé antisuero anti CRP de perro
adsorbido (diluciéon 1:5000) como anticuerpo primario y anti IgG de conejo unido a
peroxidasa (Sigma 1:20000), como anticuerpo secundario (revelado quimioluminiscente).

4.1.3 Purificacién de haptoglobina canina y obtencién de antisueros.

La purificaciéon de haptoglobina (Hp) se inicié con una etapa de precipitacion
fraccionada del suero de perro con sulfato amoénico saturado (ssa). Previamente
se realiz6é un estudio para determinar los porcentajes de saturacién del ssa a los

que se producia la precipitacion de la Hp canina.

Mediante analisis por SDS-PAGE de las fracciones precipitadas (Figura 8a)
se identific6 una banda a 35 KDa aproximadamente, concentrada en las
fracciones de precipitacion del 50-60% y del 60-70% de saturacién de sultato
amonico. Dicha banda parecia coincidir con los pesos moleculares descritos en la

literatura para la Hp canina, que eran de 34 KDa para la subunidad pesada y 18
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KDa para la subunidad ligera (Kumazaki et al., 1992). Posteriormente la Hp fue
identificada en esas fracciones mediante western blot (Figura 8b), utilizando
anticuerpos anti Hp porcina disponibles en el laboratorio (Lampreave et al., 1994;
Martin De La Fuente et al., 2010), que presentaban reactividad cruzada con la
proteina homodloga canina. De esta manera se pudo determinar que la Hp canina
precipitaba en un rango de 50-70 % de saturacion de sulfato amoénico. El
antisuero de cerdo utilizado, sin embargo, no reconocia a la subunidad ligera de la

Hp canina.
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Figura 8. Analisis de las fracciones de suero de perro precipitadas con sulfato
amonico saturado (ssa). a) SDS-PAGE (10 %): 1; suero de perro de partida, 2; fraccion
de proteinas precipitadas al 30% de ssa, 3; fraccion precipitada del 30-40%, 4; fraccion
precipitada del 40-50 %, 5; fraccion precipitada del 50-60%, 6; fraccion precipitada del 60-
70 %, 7; sobrenadante al 70% de ssa, M; marcadores de peso molecular (Sigma). b)
Western blot: 1, fraccion precipitada del 50-60 %; 2, fraccion precipitada del 60-70 %. Se
utilizé un antisuero anti Hp porcina (dilucién 1/1000) como anticuerpo primario y anti IgG
de conejo unido a fosfatasa alcalina (diluciéon 1/10000) como anticuerpo secundario.

Como puede verse en la Figura 8a, la fraccion enriquecida en Hp, también

contenia otras proteinas séricas, como la que aparece a una altura de 72 KDa,
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que corresponde a la principal proteina del suero, la albumina. Parte de la
albumina presente en la fraccion se eliminé mediante una columna de Azul de
Cibacrom — Sepharose 4B. En esta columna la albumina queda retenida en la
matriz mientras que la Hp no interacciona con el Azul de Cibacrom y es excluida
durante el lavado de la columna. Aunque no se eliminé la totalidad de la albumina,
la proporcion de Hp presente en esta fraccion respecto a la concentracion de

albumina, aumento significativamente en esta etapa (Figura 10 carril 3).

La ultima etapa de purificacion consistiéo en una cromatografia en Sephacryl
S-200. La Hp, que tiene un peso molecular alrededor de 100 KDa en condiciones
nativas, se eluy6 en el primer pico cromatografico (Figura 9,a). Las fracciones que
contenian la proteina de interés (fracciones de la 1 a la 10 figura 9 b) se reunieron
y tras un segundo ciclo de purificacidon con la columna de Sephacryl S-200 la
preparacion final se concentr6 hasta 2 mg/mL. Esta preparacion final fue

identificada como Hp de perro mediante MALDI-TOF (Figura 10, Anexo Tabla 1)
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Figura 9. Cromatografia de exclusién molecular (Sephacryl $-200). En la columna se
aplico la fraccién enriquecida en Hp que se obtuvo tras la segunda etapa de purificacion
(columna de Azul de Cibacron — Sepharose). a) Perfil de elucién de las fracciones de la
cromatografia. b) Analisis por SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas en el primer y
segundo pico de elucion.
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Figura 10. Analisis mediante SDS-PAGE (12 %) de las fracciones obtenidas durante
las diferentes etapas del proceso de purificacion de Hp de perro. 1, Suero de perro de
partida; 2, Fraccion seleccionada tras la precipitacion fraccionada con ssa; 3, Fraccion
obtenida tras la cromatografia en Azul de Cibacrén — Sepharose 4B (excluido); 4, Fraccion
final de Hp de perro obtenida tras las dos etapas de filtracién en Sephacryl S-200.

La Hp purificada se utilizd para inmunizar conejos, lo que permitié obtener
un antisuero que al ser enfrentado por inmunoelectroforesis al suero de perro
producia una banda principal, que correspondia a la Hp, pero también otras lineas
mas débiles (ver Figura 11a). Para eliminar estas inespecificidades se preparé un
inmunoadsorbente con las fracciones de suero de perro carentes de Hp,
obtenidas durante el proceso de purificacion. Después de la inmunoadsorcion, el
antisuero anti Hp reaccion6 de manera especifica con la Hp de perro mediante
inmunoelectroforesis (Figura 11a), reconociendo por igual, tanto a la proteina
purificada, como la Hp presente en el suero de perro. La especificidad del
antisuero anti Hp obtenido puede apreciarse también al utilizarlo para el revelado
de suero de perro mediante SDS-PAGE al 12 % y Western blot. Como puede
apreciarse en la Figura 11 b, el antisuero reconoce una sola banda que

corresponde con la cadena pesada de la Hp.
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Figura 11. Analisis por inmunoelectroforesis (a) y por Western blot (b) del antisuero
anti Hp de perro desarrollado a) S, suero de perro; P Hp canina purificada. Canales:
antisuero anti Hp canina antes (Ai) y después de adsorber (Af). b) Western blot de suero
de perro, revelado con el antisuero anti Hp de perro especifico (1/5000) y anti IgG de
conejo unida a peroxidasa (1/20000).

4.1.4 Purificacion de a; glicoproteina acida canina y obtencién de

antisueros.

La purificacion de la a4 glicoproteina acida (GPA), se llevo a cabo mediante
un procedimiento de dos etapas. En una primera etapa, la adicion de una mezcla
de sulfato amonico y acido tricloroacético al suero de perro, permitié separar una
proteina que mostré una banda de 44 KDa mediante SDS PAGE, (Figura 12 carril
2) del resto de las proteinas del suero mediante precipitacion de estas ultimas.
Esta banda que permanece en la fraccion del sobrenadante, coincide con el peso
molecular descrito para la GPA de perro. En una segunda etapa se aumento el
grado de pureza de esta proteina haciendo pasar dicho sobrenadante por una
columna de intercambio catiénico (columna de amberlita IRC-50) en la que la
GPA debido a su bajo pl no se fija a la matriz. La proteina que no se unié a la

matriz de amberlita fue dializada frente a PBS y concentrada hasta
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aproximadamente 2 mg/mL. Dicha proteina fue identificada como GPA de perro
mediante MALDI-TOF (Tabla 1 Anexos).
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Figura 12. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en la purificacion de GPA. Carril 1,
suero de perro; carril 2, sobrenadante de la precipitacion con adico tricloroacético y sulfato
amonico, que contiene la GPA; carril 3, excluido de la columna de amberlita que contiene
la GPA de perro purificada, el numero 8 de este carril indica la banda recortada y
analizada mediante MALDI TOF en la tabla 1 del Anexo. M, peso molecular (Sigma).

La inmunizacién de esta proteina purificada en conejos permitié obtener un
antisuero anti GPA, que reconoce por igual a la proteina purificada y a la GPA
presente en el suero de perro mediante inmunoelectroforesis (Figura 13). Estos
antisueros no mostraron ninguna banda adicional al enfrentarlos al suero de
perro, por lo que la especificidad mostrada por inmunoelectroforesis se consideré

adecuada y no fue necesario someterlos a inmunoadsorcién.
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Figura 13. Andlisis por inmunoelectroforesis del antisuero anti GPA canino. S, suero
de perro; P GPA canina purificada. En el canal, antisuero anti GPA canina (A f).

4.2 Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la

cuantificacion de PFAs caninas

4.2.1 Desarrollo y validacion de métodos de inmunodifusion radial para la
cuantificacion de ITIH4, CRP, Hp y GPA caninas

A partir de los antisueros especificos desarrollados, y como método de
medida inicial para la cuantificacién de ITIH4 canina, se puso a punto la técnica
de inmunodifusion radial (IR). A su vez, también se puso a punto la misma
metodologia para la cuantificacién de CRP, Hp y GPA, a partir de los antisueros

previamente desarrollados.

Las proteinas purificadas (ITIH4, CRP, Hp y GPA) se utilizaron como patrén
para asignar el valor de referencia a un suero de perro, que posteriormente se
utilizé como calibrador en los respectivos métodos de IR. Se realiz6 una
validacion inicial del método determinando la precisién, rango de linealidad y
limite de cuantificacion. En las figuras 15, 16, 17 y 18, se muestra un resumen con
los principales parametros calculados para cada uno de los métodos de IR

desarrollados y validados.

El rango de trabajo se seleccioné mediante la eleccion del rango lineal que
presentd la curva dosis-respuesta del calibrador. A modo de ejemplo se muestra
en la figura 14, la curva dosis-respuesta del calibrador para la cuantificacién de

ITIH4 canina. Como puede verse, a concentraciones por encima de 0,28 mg/mL
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de ITIH4 la curva del calibrador satura, mientras que por debajo de 0,017 mg/mL
el diametro del halo de precipitacion es muy pequefio y no hay diferencias entre
las distintas concentraciones. La seleccion del rango de trabajo se efectud de la
misma manera para el resto de proteinas (CRP, Hp, GPA); estos valores pueden

verse en las figuras 15 a 18, rango lineal.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta del calibrador para cuantificacion de ITIH4 canina
por IR. Se representa el diametro al cuadrado del halo de precipitacion (expresado en
mm?), frente a la concentracion de ITIH4 en mg/mL.

Se evalué la veracidad del ensayo comparando la curva dosis-respuesta
obtenida con la proteina purificada y un suero de perro de alta concentracién de la
proteina de interés. Para ello se prepararon diluciones seriadas del suero canino y
se comparo el valor obtenido en el ensayo con el teérico, calculado a partir del
valor de la muestra sin diluir y el factor de dilucion. Los valores de concentracion
obtenidos para cada una de las diluciones no difieren mas del 10 % de los valores
tedricos (datos no mostrados), sin que se observe desviacion de la linealidad en el
rango de trabajo del ensayo, para ninguno de los cuatro métodos de IR

desarrollados (Figuras 15 a 18, Linealidad).

El limite de cuantificacion (LoQ) se determiné mediante la dilucién de un

suero de perro de baja concentracion de la PFA correspondiente. Se realizaron
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diluciones de concentraciones decrecientes de analito y se analizaron por
quintuplicado en el mismo gel. El limite de cuantificacion se establecié para el
minimo valor de concentracién que cumpliera con estos dos parametros: un CV
menor del 10 % y un porcentaje de error en la cuantificacién inferior al 5 %
respecto de su valor tedrico. El limite de cuantificacion utilizando el antisuero anti
ITIH4 canino especifico al 2% en el gel, fue de 0,022 mg/mL de ITIH4. Los sueros
se aplicaron al gel diluidos 1:5, por lo que la minima cantidad de ITIH4 en suero
que puede cuantificarse en las condiciones analiticas seleccionadas es de 0,11
mg/mL. En las figuras 15, 16, 17 y 18, se recogen los LoQ determinados para las
diferentes PFA.

El estudio de la precisidon de los métodos de IR se realizé mediante el
calculo de los coeficientes de variacién (CV) intra (n=5) e inter (n=6) ensayo para
tres sueros de perro con diferentes concentraciones del analito correspondiente
(alta, media y baja). Los resultados de los ensayos mostraron una baja
imprecision para los métodos de IR desarrollados, siendo los CV, menores del 7
% para la ITIH4, menores del 8 % para la CRP, menores del 6 % para la Hp y del
5 % para la GPA (Figuras 15 a 18, precision). En todos ellos, salvo para la

muestra de alta concentracion de CRP, el CV intra ensayo fue inferior al 5 %.
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0,25 4,7 0,39 6,2

Figura 15. Principales parametros determinados en los estudios de validaciéon del
método de IR para la cuantificacion de la ITIH4 canina. * Linealidad: Linealidad con la
dilucién, se representa el valor el valor determinado para las diferentes diluciones del
suero de perro frente al valor esperado tedricamente (valor calculado a partir del valor del
suero sin diluir y el factor de dilucién). La linea negra representa el ajuste mediante
minimos cuadrados de los puntos y la linea roja discontinua la igualdad y=x.
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Figura 16. Principales parametros determinados en los estudios de validacion del
método de IR para la cuantificacion de la CRP canina. * Linealidad: Linealidad con la
dilucién, se representa el valor el valor determinado para las diferentes diluciones del
suero de perro frente al valor esperado tedricamente (valor calculado a partir del valor del
suero sin diluir y el factor de dilucién). La linea negra representa el ajuste mediante
minimos cuadrados de los puntos y la linea roja discontinua la igualdad y=x.
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0,44 3,4 0,36 5,5

Figura 17.Principales parametros determinados en los estudios de validacion del
método de IR para la cuantificacion de la Hp canina. * Linealidad: Linealidad con la
dilucién, se representa el valor el valor determinado para las diferentes diluciones del
suero de perro frente al valor esperado tedricamente (valor calculado a partir del valor del
suero sin diluir y el factor de dilucién). La linea negra representa el ajuste mediante
minimos cuadrados de los puntos y la linea roja discontinua la igualdad y=x.
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Figura 18. Principales parametros determinados en los estudios de validacion del
método de IR para la cuantificacion de la GPA canina. * Linealidad: Linealidad con la
dilucion, se representa el valor el valor determinado para las diferentes diluciones del
suero de perro frente al valor esperado tedricamente (valor calculado a partir del valor del
suero sin diluir y el factor de dilucién). La linea negra representa el ajuste mediante

minimos cuadrados de los puntos y la linea roja discontinua la igualdad y=x.
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4.2.2 Desarrollo y validacion de un ELISA para la determinaciéon de ITIH4

canina

Se ha desarrollado un ELISA tipo sandwich para la cuantificacién de ITIH4
canina, a partir de los anticuerpos desarrollados en conejo (apartado 3.6.1). Los
anticuerpos anti ITIH4 canina se inmunopurificaron a partir del antisuero
especifico mediante cromatografia de afinidad con ITIH4 canina fijada a
Sepharose 4B (apartado 3.6.3.1). Parte de los anticuerpos se marcaron con

peroxidasa para utilizarse como anticuerpo de revelado (apartado 3.6.3.2).

Para el desarrollo y optimizacion del ELISA se probaron diferentes
concentraciones de anticuerpo de captura (fijado a la placa) y de revelado
(marcado con peroxidasa), tiempos de incubacion, tampones de reaccion,
condiciones de bloqueo de los pocillos, etc. Las condiciones finalmente
seleccionadas se recogen en el apartado 3.6.5.2 de materiales y métodos. Una
vez puestas a punto las condiciones analiticas se realiz6 una validacion del
método utilizando procedimientos estandarizados. Se determinaron los limites de
deteccién y cuantificacion, se evalué la precision, la linealidad y se realizé una

comparativa de métodos con la IR, utilizada como método de referencia.

La medida repetida 16 veces en un mismo ensayo de una muestra de
blanco carente de analito, permitié determinar el limite de deteccion (LoD) y el
limite de cuantificacion (LoQ) del ensayo, a partir de la media + 3 SD (LoD) y la
media + 10 SD (LoQ), respectivamente. Los limites de deteccidn y cuantificacién

fueron de 6 ng/mL y 20 ng/mL, respectivamente.

De acuerdo con el LoQ vy el limite superior de linealidad de la curva de
calibrado se ha establecido un rango analitico de 21-700 ng/mL (concentracién de
ITIH4 en las muestras afadidas al pocillo, es decir, diluidas). Las muestras de
suero de perro han de diluirse 1:4000 para analizarse mediante este método.
Estas condiciones analiticas nos permiten cuantificar ITIH4 en muestras de suero

de perro con valores en el rango comprendido entre 0,08 y 2,8 mg/mL de ITIH4.
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La precision del ELISA se evalud a partir de las medidas de tres sueros de
perro con diferentes concentraciones de ITIH4 (alta, media y baja). Como puede
verse en la tabla 8, los CV intra-ensayo (n=10) fueron inferiores al 6 % y los CV

inter-ensayo (n=10) inferiores al 7 %.

Tabla 8. Estudio de la precision del ELISA de la ITIH4 canina. Se muestran los CV
intra-ensayo (n=10) e inter-ensayo (n=10) obtenidos para tres muestras de suero de perro
con diferentes concentraciones de ITIH4.

Conc (mg/mL) CV (%) intra ensayo | CV (%) inter ensayo
1,513 5,1 4,3
0,823 4,7 6,7
0,221 53 6,5

Se ha evaluado la linealidad del ensayo a partir de un suero de perro de alta
concentracién de ITIH4 (1,32 mg/mL). Se prepararon diluciones seriadas del
suero de alta concentracion que se analizaron por duplicado. Los valores
obtenidos se compararon con los valores tedricos calculados a partir del valor de
la muestra sin diluir y del factor de dilucion. Los resultados no mostraron

desviacion de la linealidad en el rango analitico (Figura 19).
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Figura 19. Estudio de la linealidad mediante diluciéon de un suero de perro de
concentracion conocida. La linea negra corresponde al ajuste por minimos cuadrados
de los valores obtenidos en el ensayo, representados frente a los valores esperados (valor
calculado a partir del valor de la muestra sin diluir y el factor de dilucién). La linea roja
representa y=x.

En la figura 20, se muestra la comparacion de los valores obtenidos para las
muestras de suero de perro analizadas por ELISA y por inmunodifusién radial. Se
analizaron 40 muestras de sueros por duplicado, por ambos métodos. Los valores
obtenidos se analizaron mediante regresion lineal, observandose una buena
correlacion entre ambos métodos (R=0,9829). La recta obtenida para dicho ajuste

fue la siguiente:
ITIH4g s (Mg/mL) = 0,9399x ITIH4 g (mg/mL) + 0,0589

El intervalo de confianza de la pendiente al 95 % estuvo comprendido entre
0,880 — 1,000 y el intervalo de confianza de la ordenada en el origen entre 0,009 —
0,108 mg/mL. Por lo tanto la pendiente no difiere de uno, por lo que no existe un
error proporcional, y la ordenada en el origen es muy proxima a cero, siendo la

diferencia irrelevante desde el punto de vista analitico.
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Figura 20. Comparativa de los valores obtenidos mediante ELISA e inmunodifusion
radial (IR). La linea negra representa el ajuste por minimos cuadrados de los valores
representados. La linea roja discontinua representa y=x.

4.2.3 Desarrollo y validacion de un ELISA para la determinacion de Hp

canina

De la misma manera que se ha descrito para la ITIH4 de perro, se ha
desarrollado un ELISA tipo sandwich para la determinacion de Hp en muestras de

suero de perro, utilizando anticuerpos anti Hp de perro inmunopurificados.

La purificacion de los anticuerpos especificos frente a la Hp canina se llevd
a cabo haciendo pasar el antisuero especifico por una columna de afinidad a la
que se habia fijado la Hp de perro previamente purificada (apartados 3.6.2.2 y
3.6.3.1).

Durante el desarrollo del ELISA se optimizaron tanto las concentraciones de
anticuerpo de captura como de anticuerpo de revelado (anticuerpo marcado con
peroxidasa), asi como los tiempos de incubacién, composicién de los tampones
de reaccion, agentes bloqueantes de los pocillos, etc. Una vez puestas a punto

las condiciones analiticas, se realiz6 una validacion del método mediante la



Resultados

determinacion de los limites de deteccion (LoD) y cuantificacion (LoQ), precision,
linealidad y comparativa con la inmunodifusion radial, de la misma manera que se

ha descrito para el ELISA de la ITIH4 canina.

El LoD del ELISA fue de 0,9 ng/mL y el LoQ de 3,3 ng/mL. De acuerdo con
el LoQ y el limite superior de linealidad de la curva de calibrado se ha establecido
un rango analitico para el ensayo de 4-132 ng/mL de Hp. Las muestras de suero
de perro han de diluirse 1:50000 para analizarse mediante este método. Esto
permite cuantificar muestras de suero de perro en un rango de Hp comprendido
entre 0,20 — 6,58 mg/mL. Este rango de concentraciones engloba los niveles de
Hp en suero descritos para animales sanos, que irian desde niveles no
detectables hasta 3 mg/mL (Eckersall et al., 1999; Ceron et al., 2005) .

El ELISA desarrollado mostré6 una baja imprecision al evaluarse esta
mediante la determinacion de los CV para tres muestras de suero de perro con
alta, media y baja concentraciéon de Hp. Tal y como se muestra en la tabla 9, los
CV fueron menores del 5 % en la evaluacién de la repetitividad (CV intra-ensayo,
n=10) y estuvieron comprendidos entre el 7% y el 10,6% al evaluar la

reproducibilidad de las medidas en 10 ensayos independientes (CV inter-ensayo).

Tabla 9. Estudio de la precision del ELISA de la Hp canina. Se efectuaron calculos de
los CV intra-ensayo (n=10) e inter-ensayo (n=10) para tres muestras de suero de perro
son diferentes concentraciones de Hp (alta, media y baja).

Conc (mg/mL)

CV (%) intra-ensayo

CV (%) inter-ensayo

5,0 1,7 7,0
1,5 3,9 6,6
0,4 4,7 10,6
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A partir de una muestra de suero de perro de concentracién conocida (5,0
mg/mL de Hp) se ha evaluado la linealidad del ensayo. Para ello se prepararon
diluciones de concentracion decreciente de Hp, que se analizaron mediante
ELISA. En la figura 14 se muestra la representacion de los valores obtenidos en el
ensayo para cada una de las diluciones preparadas, comparando con los valores
tedricos calculados a partir de la concentracién de la muestra sin diluir y del factor
de dilucion. Como puede verse en la figura 21, los valores obtenidos para cada
una de las diluciones se ajustan a los valores tedricos esperados, sin que se

observe desviacion de la linealidad en el rango analitico.
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Figura 21. Estudio de la linealidad en ELISA de Hp mediante dilucién de un suero de
perro de concentraciéon conocida. La linea negra corresponde al ajuste por minimos
cuadrados de los valores obtenidos, representados frente a los valores tedricos
esperados. La linea roja representa y=x.

En la figura 22, se muestra la comparacion de los valores obtenidos para las
muestras de suero de perro analizadas por ELISA y por IR. Se analizaron 40
muestras de sueros por duplicado, por ambos métodos. El analisis mediante

regresién lineal mostré una elevada correlacién entre ambos métodos. El
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coeficiente de correlacion (R) fue superior a 0,99, siendo la ecuacion que

relaciona ambos métodos la siguiente:
Hpeusa (mg/mL) = 0,9896 x Hpr (mg/mL) + 0,0369

El intervalo de confianza de la pendiente, calculado al 95%, estuvo
comprendido entre 0,963 y 1,011 y el intervalo de confianza de la ordenada en el
origen entre -0,062 y 0,136 mg/mL. Por tanto la pendiente no difiere de uno, y la
ordenada en el origen no difiere de cero, por lo que existe equivalencia analitica

entre ambos métodos.
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Figura 22. Comparativa de los valores obtenidos mediante ELISA e IR para Hp de
perro. La linea negra representa el ajuste por minimos cuadrados de los valores
representados. La linea roja discontinua representa y=x.

4.2.4 Método turbidimétrico para la cuantificacion de CRP canina.

Adaptacioén para su uso en placa microtiter.

Los antisueros anti CRP canina obtenidos tal y como se han descrito en esta

tesis, fueron utilizados para el desarrollo de un método inmunoturbidimétrico para
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la determinacion de CRP canina (Pifieiro et al., 2018). Este trabajo se engloba
dentro del proyecto IPT-010000-2010-001.

La validacion del método turbidimétrico fue realizada en el Servei de
Bioquimica Clinica Veterinaria, de la Universidad Auténoma de Barcelona
utilizando un analizador Olympus AU400 y se describe en Pifieiro et al., 2018. A
modo informativo se describen a continuacion en la figura 23 los principales

parametros evaluados y los resultados obtenidos.

TIPO DE METODO Inmunoturbidimetria amplificada con
particulas de latex

MEDIDA (A) 600 nm

RANGO DINAMICO 0-150 mg/L

PROZONA >320 mg/L

LIMITE DE CUANTIFICACION 1,4 mg/L

ESTUDIOS DE INTERFERENCIAS Ausencia de interferencias con bilirrubina
(0,150 g/L), hemoglobina (€20 g/L) y
triglicéridos (<10 g/L)

PRECISION CV (%) CV (%) CV (%)  CV (%)
Intra-serial Inter-serial Inter-diaria  Total

S1 (135 mg/L) 1,22 0 1,07 1,52

S2 (36 mg/L) 1,60 1,02 2,84 3,42

S3 (11 mg/L) 1,19 0,94 4,09 4,37

Figura 23. Caracteristicas analiticas del método inmunoturbidimétrico para la
cuantificacion de CRP canina. Datos procedentes de Piieiro et al., 2018.

Debido a la necesidad del uso de un analizador automatico para la medida de
CRP por este método y a que no es comun que los laboratorios que no sean
clinicos posean este tipo de aparatos, el ensayo inmunoturbidimétrico se adecud y

se validé para realizarse en microplacas y medirse con ayuda de un lector de
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placas microtiter. Ademas mediante esta adaptacioén de la metodologia fue posible
cuantificar la CRP en aquellas muestras de las que no se disponia de un volumen

suficiente para realizar la cuantificacién mediante un analizador automatico.

El volumen de los reactivos utilizados para al analisis de las muestras en
microplaca fue el mismo que se describe para la cuantificacion de CRP canina en
analizador automatico (Tabla 10). Sin embargo para adaptar el procedimiento a la
lectura en placa microtiter se realizé una lectura a punto final, utilizando un Unico
reactivo obtenido mediante la mezcla de las cantidades correspondientes de R1
(buffer) y R2 (reactivo latex), al que se resté un blanco de reactivo. Las muestras
(3 pL) se aplicaron directamente en la placa microtiter, se afiadi6 el reactivo, se
mezcld y se incubd durante 10 minutos, tras los cuales se realizdé una medida a
595 nm. Para la optimizacion del tiempo de lectura se tuvo en cuenta la cinética
de la reaccién. Se utilizé un tiempo en el que la reaccion alcanza el equilibrio, de
modo que las diferencias de tiempo de reaccion entre las primeras y Ultimas

muestras aplicadas a la placa microtiter fuera irrelevante.

Tabla 10. Comparativa de las condiciones para el analisis de CRP canina del nuevo
ensayo inmunoturbidimétrico en un analizador Olympus AU 400 y adaptado a
microplaca.(* temperatura ambiente)

Analizador Adaptado a microplaca

Olympus AU400
Vol. de muestra (uL) 3 3
Vol. de tampdn de reaccién, R1 (uL) 230 230
Vol. de inmunoparticulas de latex, R2 (uL) 70 70
Longitud de onda (nm) 600 595
Temperatura de la reaccion (°C) 37 20-25*
Primera lectura (s) 216 600
Segunda lectura (s) 450 —
Tiempo en que se afiaden las inmunoparticulas 180 Mezcla R1+R2 desde
(s) inicio
Método de calibracion Poligonal Polinomio orden 2
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El método se validd realizando un estudio del limite de cuantificacion, la

precision, linealidad, y comparativa con el método validado para Olympus AU400.

EL LoQ del método adaptado a placa microtiter, se ha determinado mediante
el calculo del error total, a partir del error obtenido (bias) al medir una muestra de
concentracion baja y su coeficiente de variacion (4 repeticiones en 4 ensayos),
mediante la férmula: %Te = %bias + 2CV. Como criterio se ha seleccionado

aquella concentracion cuyo Te no supere el 30 %.
El LoQ del ensayo fue de 3,3 mg/L de CRP.

La precision se evalué mediante el calculo del CV intra e inter ensayo, para
dos muestras de suero de diferente concentraciéon. Tal y como se muestra en la
tabla 11, el CV fue inferior al 6%

Tabla 11. Estudio de la precision para la determinacién de CRP mediante
inmunoturbidimetria en placa microtiter. Se efectuaron calculos de los CV intra-ensayo
(n=15) e inter-ensayo (n=15) para dos muestras de suero de perro son diferentes
concentraciones de CRP (alta y baja).

Conc (mg/mL) CV (%) intra-ensayo | CV (%) inter-ensayo
21 5,6 5,4
90 3,5 4,6

La linealidad se ha evaluado a partir de diluciones, de una muestra de
suero de perro de concentraciéon conocida (113 mg/L). En la figura 24 se muestra
la representacion de los valores obtenidos en el ensayo para cada una de las
diluciones preparadas, comparando con los valores tedricos calculados a partir de
la concentracién de la muestra sin diluir y del factor de dilucion. Como puede
verse, los valores obtenidos para cada una de las diluciones se ajustan a los
valores tedricos esperados, sin que se observe desviacién de la linealidad en el

rango analitico.
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Figura 24. Estudio de la linealidad mediante dilucion de un suero de perro de
concentracién conocida. La linea negra corresponde al ajuste por minimos cuadrados
de los valores obtenidos en el ensayo, representados frente a los valores esperados (valor
calculado a partir del valor de la muestra sin diluir y el factor de dilucién). La linea roja
representa y=x.

En la figura 25, se muestra la comparacion de los valores obtenidos para las
muestras de suero de perro analizadas mediante el método inmunoturbidimético
en placa y con un analizador automatico Olympus AU400. Se analizaron 26
muestras de sueros por duplicado, por ambos métodos. El analisis mediante
regresion lineal mostré una elevada correlacion entre ambos métodos. El
coeficiente de correlaciéon (R) fue superior a 0,98, siendo la ecuacion que

relaciona ambos métodos la siguiente:
CRPpiaca (Mg/L) = 0,956 x CRPolympus (Mg/L) + 3,499

El intervalo de confianza de la pendiente, calculado al 95%, estuvo
comprendido entre 0,882 y 1,025 y el intervalo de confianza de la ordenada en el

origen entre -0,049 y 7,048 mg/L. Por tanto la pendiente no difiere de uno, y la
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ordenada en el origen no difiere de cero, por lo que existe equivalencia analitica

entre ambos métodos.
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Figura 25. Comparativa de los valores obtenidos mediante el método
inmunoturbidimétrico para CRP canina adaptado a placa y con el analizador
Olympus AU400 para CRP de perro. La linea negra representa el ajuste por minimos
cuadrados de los valores representados. La linea roja discontinua representa y=x.

4.3 Caracterizacion de ITIH4 como PFA en el perro. Modelos

experimentales
4.3.1 Estudio en muestras de perros sometidos a cirugia mayor.

Para determinar si la ITIH4 se comporta como PFA en el perro, se han
medido los niveles de esta proteina, junto con el resto de PFAs para las que se
han desarrollado inmunoensayos en esta tesis (CRP, Hp y GPA), en muestras de
suero de animales sometidos a cirugia mayor. La medida de dichas proteinas se
realizdé mediante IR. En el estudio se evaluaron 10 hembras sujetas a

mastectomia (grupo Mast, figura 26), y 9 a ovariohisterectomias (grupo OVH,
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figura 26). Se obtuvieron muestras de sangre inmediatamente antes de la cirugia

(control) y transcurridas 24 horas de la misma.
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Figura 26. Evolucion de las PFAs caninas en perras tras cirugia mayor. Los datos
estan expresados como media + SD. a) CRP, en mg/L; b) ITIH4, en mg/mL; c) Hp, en
mg/mL y d) GPA, en mg/mL. Las muestras Control estan tomadas antes de la cirugia y
las muestras Post, 24 h después de la cirugia. Ovariohisterectomia (OVH, n = 9) y
Mastectomia (Mast, n = 10).* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Los valores de CRP en las muestras de sueros de los animales sometidos

a cirugia mostraron un aumento significativo respecto del valor que presentaban
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estos mismos animales antes de la cirugia (Figura 26.a). Este aumento medio es
mas elevado en el grupo de perras a las que se practicé una mastectomia en
comparacion con el grupo OVH. La concentracion de CRP en los animales sujetos
a mastectomia experimentd un incremento superior a 32 veces el valor pre-
cirugia, alcanzando un valor promedio de 190 + 102 mg/L de CRP (media + SD).
Los animales sujetos a OVH mostraron un incremento superior a 20 veces el valor
inicial (control pre-cirugia). Los dos grupos control presentaron valores de CRP

por debajo de 10 mg/L.

Las muestras de suero de perro obtenidas 24 horas después de ambas
cirugias (OVH y Mast), presentaron aumentos significativos en el valor de ITIH4
respecto del control, (Figura 26.b). En ambos casos el incremento fue superior a
3,5 veces, concretamente 3,7 veces para OVH y 4 veces para Mast, no
observandose diferencias significativas entre las dos cirugias. La concentracion
de ITIH4 en los sueros de perro post cirugia alcanzé valores promedio de 0,86 +
0,39 mg/mL tras OVH, y 0,82 £ 0,32 mg/mL tras mastectomia. Antes de la cirugia
el grupo de animales que iba a ser sometido a OVH mostré un valor promedio de
0,23 + 0,12 mg/mL de ITIH4, similar al del grupo de animales sujetos a
mastectomia (0,21 + 0,13 mg/mL de ITIH4).

Los niveles medios de Hp también aumentaron tras ambas cirugias (Figura
26,c). El grupo sujeto a mastectomia mostré un incremento medio de
aproximadamente 3 veces el valor inicial alcanzandose valores de 3,51 = 1,71
mg/mL de Hp (media + SD) 24 horas después de la mastectomia, frente a un
valor inicial de 1,10 £ 0,75 mg/mL de Hp. Los animales sujetos a OVH mostraron
un incremento medio de 1,8 veces el valor inicial de Hp, aumentando desde un
valor promedio de 1,23 + 0,72 mg/mL hasta 2,25 £ 1,14 mg/mL.

Los sueros de los animales presentaron diferencias significativas en los
valores de as-glicoproteina acida (GPA) antes y 24 horas tras ambas cirugias. Los
animales sometidos a OVH, experimentaron un aumento desde 0,20 + 0,19
mg/mL hasta 0,34 + 0,20 mg/mL de GPA, respectivamente. 24 horas tras la

mastectomia el valor de GPA (media + SD) se vio aumentado de 0,20 + 0,15
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mg/mL a 0,82 + 0,32 mg/mL de GPA, mostrando un incremento significativo de 4
veces respecto del control y superior al experimentado por los animales

sometidos a OVH.

Tabla 12. Correlacion entre las concentraciones de las diferentes PFA determinadas
en el estudio. Se muestran los valores del coeficiente de correlaciéon Rho de Spearman
entre las PFAs estudiadas (ITIH4, CRP, Hp y GPA) en el total de la poblacion de animales
del estudio (n=19).

CRP Hp GPA

Rho p Rho p Rho p

ITIH4 | 0,77 <0,001 0,58  <0,001 0,57 <0,001

CRP 0,52 0,0016 0,57 <0,001

Hp 0,62 <0,001

p significacion de la correlacion de Spearman

El calculo de los coeficientes de correlacion de Spearman, mostré una
correlacion significativa entre ITIH4 y el resto de las PFAs (CRP, Hp y GPA; Tabla
8), siendo la correlacion entre CRP e ITIH4 la mas elevada (Rho= 0,77). Las
correlaciones entre ITIH4 y Hp o GPA (Rho=0,58 y Rho=0,57 respectivamente),
fueron equivalentes a la mostrada entre CRP y Hp (Rho=0,52) o Hp y GPA
(Rho=0,57).

4.3.2 Caracterizacion de los niveles de ITIH4 en el suero de perras

afectadas por piometra.

Para la determinacién de ITIH4 como en piometra, se estudié esta proteina

en muestras de suero procedentes de 11 perras afectadas por piometra cerrada
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(Grupo piometra) y se compararon sus valores con los encontrados en 14 perras
sanas (Grupo control). La respuesta de ITIH4 se compard con la respuesta de
CRP y Hp.

Los animales afectados por piometra presentaron una elevacion
significativa en los niveles de: temperatura corporal, recuento total de glébulos
blancos, hemoglobina, hematocrito, alanina aminotransferasa y nitrégreno uréico

en sangre, respecto al grupo control (Tabla 7).

Tabla 13. Parametros clinicos en grupo control y en el grupo piometra.

Control Piometra
media £ SD rango media + SD rango p valor
TC (°C) 376+03 37,1-382 386+06 37,5-394  0,0010
WBC (x10°/L) 10,7+1,9 7,7-142 28,7+6,3 21,9-39,2 <0,0001
Neutroéfilos (%) 1,1+0,7 0-2 45+15 4-6 <0,0001
HGB (g/dL) 159+15 13,8-18,7 21,3+20 18,9-254 <0,0001
Ht (%) 43,2+21 39,2-481 56,7+15 54,1-58,5 <0,0001
ALT (U/L) 35,6+5,6 25-45 570174 50-72 <0,0001

Bilirrubina (mg/dL) 0,14 £ 0,04 0,1-0,2 1,54 £ 0,92 0,7-3,1 <0,0001
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,2 0,54-1,2 20+04 1,7-3,1 <0,0001
BUN (mg/dL) 29,6 +6,5 21-42 62,5+19,7 44-102 <0,0001

TC: temperatura corporal, WBC: recuento total de globulos blancos, HGB: hemoglobina,

Ht: hematocrito, ALT: Alanina aminotransferasa, BUN: Nitrdgeno ureico en sangre (del
inglés, Blood urea nitrogen)
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Figura 27. Comparativa de los niveles de las PFAs caninas en perros sanos y perros
afectados por piometra. Concentracion de a) ITIH4, b) CRP y c) Hp, determinada en los
sueros de los animales sanos (grupo control) y de los animales afectados por piometra.
Las cajas representan el percentil 25-75 de las muestras, la linea horizontal dentro de
cada caja representa la mediana y los bigotes representan el percentil 10 a 90. Los
asteriscos representan el nivel se significacion entre los grupos, *** p < 0,001.

En la Figura 27, se observa que los valores, tanto de ITIH4 como de CRP
y de Hp, son mas elevados en el grupo de animales afectados por piometra que
en el grupo control, siendo las diferencias entre ambos grupos significativas para

cada una de las PFAs determinadas.

La concentracion de ITIH4 en los animales afectados por piometra
mostraron un incremento de 3,2 veces el valor obtenido para los animales sanos,
alcanzando una concentracion promedio de ITIH4 de 1,02 £ 0,41 mg/mL (media +
SD). Los valores de ITIH4 para cada uno de los animales pertenecientes al grupo
control variaron desde 0,12 mg/mL a 0,47 mg/mL. En el grupo con piometra los
valores estuvieron comprendidos entre 0,36 mg/mL y 1,88 mg/mL. Solo un animal
afectado por piometra mostré un valor de ITIH4 inferior al maximo valor

encontrado en el grupo control (0,36 mg/mL de ITIH4).

El valor medio de CRP en el grupo de animales afectados por piometra fue
de 147,5 + 91,3 mg/L (media + SD), 26 veces superior al que se encontré en los

animales clinicamente sanos. La concentracion de CRP para estos animales
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sanos se encuentran en un rango de valores comprendido entre 2,7 y 10 mg/L,
mientras que en el grupo piometra estos valores estan comprendidos entre 35,0 -
281,8 mgl/L.

La concentracién de Hp en el grupo piometra fue 7 veces superior al valor
encontrado para los animales sanos, alcanzando un valor medio de 4,2 +1,8
mg/mL, Los valores de Hp obtenidos para el grupo control mostraron un valor
medio de 0,57 + 0,41 mg/mL (media + SD) para esta proteina. Los valores de Hp
obtenidos para los animales de cada grupo no se solaparon, siendo el rango de
valores para el grupo control desde 0,043 mg/mL hasta 1,4 mg/mL de Hp, y para

el grupo piometra desde 2,3 hasta 7,6 mg/mL de Hp.

Tabla 14. Calculo del valor del coeficiente de correlacion Rho de Spearman, entre las
PFAs estudiadas (ITIH4, CRP, y Hp) en el total de la poblacion de animales del estudio
(n=25).

Variables comparadas Rho p

ITIH4 vs CRP 0,8182 <0,0001
ITIH4 vs Hp 0,7870 <0,0001
CRP vs Hp 0,8071 <0,0001

p significacion de correlacién de Spearman

En la tabla 14 se muestran los resultados del estudio de la correlacion
entre las diferentes PFA analizadas. El grado de correlacién obtenido a partir del
calculo de los coeficientes de correlacion de Speaman, fue elevado para todas
las comparativas estudiadas. La correlacion entre ITIH4 y CRP (Rho=0,82) fue
equivalente a la encontrada por ITIH4 y Hp (Rho=0,79), asi como la que
presentaron CRP y Hp (Rho=0,81).
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4.3.3 Proteinas de fase aguda tras infeccion experimental con L. infantum

4.3.3.1 Estudio 1. Evaluacion de los niveles de PFAs en animales con

leishmaniosis

Se han determinado, mediante IR, los valores de PFAs en muestras de 5
Beagles infectados con L. infantum y que presentaban sintomatologia clinica
asociada con la enfermedad. Los valores de estas proteinas se compararon con
los obtenidos para tres animales que constituian el grupo control negativo de la
infeccién. Las muestras, tanto de suero sanguineo como la biopsia hepatica, se

obtuvieron un afo después de la infeccidn con L. infantum.
Cuantificacion de los valores PFAs en muestras de suero.

En la figura 28 se comparan los valores medios obtenidos para cada una
de las PFA analizadas (ITIH4, CRP, Hp y GPA) en el grupo infectado y el grupo
control. Todos los animales en del grupo infectado resultaron positivos para
Leishmania en los analisis por PCR y serologia, mientras que el grupo control

resulté negativo.
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Figura 28. Representacion de los valores de las PFAs en muestras de suero, para el
grupo de animales no infectado y para el grupo de animales infectado. Los datos se
muestran como media + SD. a) CRP, b) ITIH4, c¢) Hp y d) GPA. Los asteriscos
representan el nivel de significacion entre grupos, * p <0,05.

El grupo de animales infectados presentdé aumentos moderados en los
valores de CRP, ITIH4 y Hp, mientras que los valores de GPA, por el contrario,
mostraron un descenso no significativo entre ambos grupos. Los valores promedio
de CRP, ITIH4 y Hp en el grupo control fueron bajos, y dentro del rango de
normalidad segun se describe mas adelante en el apartado 3.8.5 (4,9 + 1,4 mg/L
para CRP, 0,16 + 0,10 mg/mL para ITIH4 y 1,75 mg/mL para Hp; media + SD).

En la tabla 15 se muestran los valores de CRP, ITIH4 y Hp, asi como la
puntuacion clinica asignada para cada uno de los animales del grupo infectado
por L. infantum. Los animales asintomaticos presentaron valores bajos de CRP e
ITIH4 y los animales sintomaticos presentaron valores mas altos de ambas
proteinas. Los animales sintomaticos, presentaron valores de CRP superiores a
12 mg/L. Para la ITIH4, los animales asintomaticos mostraron valores por debajo
de 0,36 mg/mL mientras que los que presentaron sintomatologia tenian valores de
ITIH4 por encima de 0,4 mg/mL. Los valores de Hp y GPA obtenidos para cada
animal fueron independientes de la sintomatologia presentada por el mismo. Los
animales asintomaticos no presentaron los valores mas bajos de Hp y GPA, en

comparacion con los sintomaticos.
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Tabla 15. Puntuacién clinica (PC) asignada para cada animal infectado, clasificacion
segun criterios sintomatolégicos y valores de CRP (mg/L), ITIH4 (mg/mL), Hp
(mg/mL) y GPA (mg/mL) cuantificados.

PC Clasificacion sintomatologica CRP ITIH4 Hp GPA
1 Asintomatico Subclinica 11,3 0,246 1,76 0,173
1 Asintomatico Subclinica 12,1 0,353 2,52 0,075
2 Oligosintomatico Clinica 29,4 0,429 2,82 0,070
3 Polisintoméatico Clinica 61,7 0,815 3,73 0,347
5 Polisintoméatico Clinica 16,9 0,533 2,15 0,210

Cuantificacion de la expresion génica de CRP e ITIH4 en muestras

hepaticas.

El disefio de los cebadores de CRP e ITIH4, ha permitido, de manera
satisfactoria, la cuantificacién de la expresién génica de ambas proteinas en
muestras de higado mediante qPCR. De esta manera se ha podido cuantificar el
nivel de expresion de cada uno de los mRNA en los dos grupos de animales
(Figura 29).

a) b) )
0.6+ 1.59 I |
S S
0 < V0
& o 0.4- I 0 1.0
0o g
x - X
< o < O
z£3 R
Eg 0.2+ I €3 0.5
= 2>
c c I__Ll
0.0 T 0.0 T
No infectados Infectados No infectados Infectados

Figura 29. Representacion comparativa de los niveles de expresion de mRNA en
muestras hepaticas. Se representa el valor medio obtenido de CRP e ITIH4 para el
grupo de animales no infectados y el grupo de animales infectados. * p<0,05.
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El nivel de expresién génica de CRP no mostré un aumento significativo en
los animales infectados por Leishmania en comparacion con los animales control.
Sin embargo, la expresién génica de ITIH4 si que se vio aumentada de forma

significativa en el grupo de animales infectados frente al grupo control.

4.3.3.2 Estudio 2. Evolucién de las PFAs a lo largo de la infeccién

En un segundo estudio se ha monitorizado la evolucion de las PFA en 10
animales (5 machos y 5 hembras) durante un periodo de 10 meses tras la
infeccion experimental con Leishmania infantum. Se obtuvieron muestras de
sangre antes de la infeccion, transcurridas 24, 48 h, 1 semanay alos 2, 3, 4, 6, 8
y 10 meses post infecciéon. En el momento de la toma de muestra se realizé un
analisis de la situacién clinica del animal, de acuerdo con procedimientos
estandarizados, tal y como se describe en el apartado 3.8.4. En las muestras de
suero obtenidas se determind la concentracion de CRP, ITIH4 y Hp y se realiz
igualmente un analisis serolégico para determinar la presencia de anticuerpos
frente a Leishmania como se describe en al apartado 3.8.4 de materiales y

métodos.

La evaluacién sintomatoldgica general del grupo mostré la presencia de
sintomas compatibles con la infeccion ocasionada por Leishmania. Los sintomas
clinicos para cada animal y la puntuacion total asignada en funcion de los
mismos, se recogen en el Anexo Tabla 2. El tiempo de aparicién de los sintomas
clinicos fue diferente para cada animal, pero en general los animales no
presentaron una sintomatologia severa, no superando una puntuacion de 5, en la

escala del 0 al 12.
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Evolucion de las PFAs en animales infectados con L. infantum
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Figura 30. Evolucion de la concentracion de las PFA en animales infectados con L.
infantum. Se representa la media + SD para: a) CRP, b) ITIH4 y c) Hp, los asteriscos
representan el nivel de significacion de cada uno de los tiempos frente al tiempo inicial
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pre-infeccion (T0) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Se representa la evolucion individual de
cada animal (1 a 10) para: d) CRP, e) ITIH4 y f) Hp.

En la Figura 30 a y d, se muestra la evolucién de la concentracion de CRP
durante el periodo experimental. Tras la infeccion experimental, a las 24 horas se
produjo un aumento elevado y significativo de la CRP, que alcanzé un valor medio
de 82 £ 48 mg/L (Figura 30 a), sin embargo la magnitud del aumento no fue igual
en todos los animales. Tras alcanzar un pico maximo a las 24 horas, los valores
de CRP disminuyeron de forma progresiva en los siguientes puntos
experimentales, para volver al estado inicial a partir de 1 semana. A partir de los
dos meses, los niveles de CRP aumentaron paulatinamente, observandose un
aumento significativo a partir de los 8 meses, y manteniéndose la concentracion

de CRP elevada hasta el final del estudio.

Los valores de ITIH4 comienzan a elevarse de manera moderada a partir de
la infeccion (Figura 30 b). El pico maximo se alcanzé a las 48 horas (aumento
medio de 2 veces el valor inicial), manteniéndose los niveles elevados
transcurrida 1 semana. Pasado ese tiempo la concentracion de ITIH4 descendio
de manera gradual hasta alcanzar de forma general los niveles iniciales a los 2-3
meses. La concentracién media de ITIH4 comenzé a elevarse de nuevo a partir
del sexto mes, aunque el incremento no se hizo significativo hasta el décimo mes,
cuando se alcanzo un valor medio de 0,39 £ 0,21 mg/mL de ITIH4, que representa

un aumento de 2,7 veces el valor pre-infeccion.

Durante los dias posteriores a la infeccion con L. infantum los valores de Hp
en el suero experimentaron un aumento moderado (Figura 30 c). A las 48 horas
se observa un aumento medio de 2 veces el valor pre-infeccion, que se mantiene
transcurrida 1 semana. Este incremento es comparable con el experimentado por
la ITIH4. Al igual que la ITIH4 la concentracion de Hp recupera los valores
iniciales a los 2 meses post-infeccion. A los tres meses tras la infeccién se
observa un aumento de Hp moderado aunque significativo (1,5 veces respecto del
tiempo inicial), seguido de un aumento de 1,8 veces en el tiempo final del estudio
(10 meses). Este aumento a los tres meses no se ha observado anteriormente

con la CRP ni con la ITIH4. De manrea individual valores individuales de CRP,
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ITIH4 y Hp, obtenidos para cada animal, difieren considerablemente de unos a
otros a lo largo de todo el estudio alcanzando las maximas concentraciones a

diferentes tiempos, independientemente del animal y de la proteina (Fig 30 d, e, f).

Correlacion de sintomatologia, serologia y PFAs

Tabla 16. Calculo del valor del coeficiente de correlacion Rho de Spearman, entre las
PFAs estudiadas (ITIH4, CRP, Hp), las titulaciones de anticuerpos obtenidas mediante

inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA y la puntuacion clinica asignada (PC)

Log IFI ELISA PC

Rho p Rho p Rho p

CRP 0,52  <0,0001 0,54 <0,0001 | 0,45 <0,0001

ITIH4 | 0,56 <0,0001 0,58 <0,0001 | 0,41 <0,0001

Hp 0,36 0,003 0,34 0,007 0,25 0,045

PC 0,69 <0,001 0,68 <0,001

p significacion de correlacion de Spearman

Los valores del coeficiente de correlacion Rho de Spearman presentados en
la tabla 16, muestran una correlacion moderada entre las PFAs y las técnicas de
diagnéstico serologico, expresadas como log IFl y Rz del ELISA. CRP e ITIH4
presentaron valores de correlacién similares tanto para IFI, como para ELISA y
para la PC. En cambio, la correlacion encontrada para la Hp con cada una de las

técnicas seroldgicas y con la puntuacion clinica, fue menor.

Las correlaciones entre la puntuacion clinica y las técnicas de diagndstico
serolégico (IFI y ELISA) son mas altas que las que se encontraron entre la
puntuacion clinica y las PFAs, indicando una relacién general entre la

sintomatologia y la presencia de anticuerpos frente a Leishmania.
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Evaluacion individual de cada uno de los animales

A continuacion, en las graficas siguientes, se representan los valores de
cada una de las PFAs (CRP, ITIH4 y Hp), junto con los valores de la puntuacion
clinica obtenida, y el resultado obtenido por las técnicas serolégicas ELISA e IFI,
de manera individual para cada animal involucrado en el estudio. Si de acuerdo
con el analisis seroldgico, el animal dio resultado positivo frente a la infeccion por
Leishmania infantum el color de la barra de puntuacion clinica cambia de morado

a naranja.

Aunque en las graficas representadas hay animales que a lo largo del
estudio se muestran negativos frente a la infeccion con Leishmania segun el
criterio adoptado, hay que destacar que al final del estudio, un analisis de gPCR

confirmé que todos los animales eran positivos a tiempo final.
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Figura 31. Representacion de la evolucion de los valores de CRP y la puntuacion
clinica de cada uno de los animales. Las barras representan el valor de puntuacion
clinica (PC) asignada. El color de las barras indica el resultado de los analisis serolégicos
frente a Leishmania infantum; naranja positivo, morado: negativo. Flecha naranja en el
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animal 9, representa que el animal es positivo a Leishmania en el analisis serolégico, pero
su PC es 0 por eso la ausencia de barra.

En la figura 31, puede observarse que el tiempo de aparicion de los
sintomas clinicos en los animales (PC = 2), asi como su severidad, fue muy
variable, aunque a partir de los 6 meses la mayoria de los animales fueron
positivos frente a la infeccion con L. infantum (barra naranja). De acuerdo a los
valores de CRP, puede verse que no todos los animales presentaron la misma
evolucién, es decir, no todos los animales muestran el pico maximo en los mismos
tiempos, sino que dependiendo del animal el pico maximo se observa entre los 6-
10 meses PI, e incluso algunos animales no presentan este aumento al final del
periodo experimental. El aumento de los valores de CRP no parece anticiparse a
la sintomatologia clinica, pero si se pueden asociar valores elevados de CRP a
animales con un peor pronostico: puntuacién clinica alta y animales positivos

frente a Leishmania.

Los animales 1, 6, 7, 8 y 9 mostraron valores de CRP por encima de 11
mg/L, alcanzando algunos de ellos valores de CRP hasta 60 mg/L, antes de la
aparicion de sintomatologia clinica (PC < 2) y también antes de que el animal
fuera positivo a Leishmania segun el andlisis serologico. Estos aumentos
moderados de CRP se produjeron al principio de la infeccién entre los 3 y los 6

primeros meses segun el animal.

Por el contrario, los animales 3 y 4, mostraron valores de CRP por debajo
de 11 mg/L a lo largo de todo el estudio, independientemente de la sintomatologia
y de la positividad ante la infeccion. Solo al final del estudio, a los 10 meses tras la
infecciéon, mostraron una elevacion en la concentracion de CRP alcanzando

valores de 28 mg/L y 45 mg/L para el animal 3 y el animal 4, respectivamente.

Los animales 2, 5, 9 y 10 son los que presentan mayores valores de CRP
alcanzando picos maximos por encima de 80 mg/L. En estos animales no se ve
que los valores elevados de CRP se anticipen a la sintomatologia clinica o al titulo

elevado de anticuerpos. En algunos casos el aumento de CRP se produce al
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mismo tiempo que detectan los sintomas clinicos y anticuerpos frente a

Leishmania, como es el caso de los animales 5y 9.
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Figura 32. Representacion de la evoluciéon de los valores de ITIH4 y la puntuacién
clinica de cada uno de los animales. Las barras representan la puntuacién clinica (PC)
asignada. El color de las barras indica el resultado de los analisis seroldgicos frente a
Laishmania infantum; naranja: positivo, morado: negativo. La flecha naranja en el animal
9, representa que el animal es positivo a Leishmnia en el analisis serolégico, pero su PC
es 0.

En la figura 32 puede verse la evolucion de la concentracion de ITIH4 a lo
largo del estudio, en cada uno de los animales que forman parte del grupo
experimental. Al igual que sucede con la CRP no todos los animales alcanzaron
valores maximos de ITIH4 en el mismo tiempo tras la infeccion con L. infantum

(10 meses post-infeccion).

Los animales 2 y 5 son los que mayor valor de concentracion de ITIH4
mostraron a los seis meses tras la infeccidon. EI maximo incremento de ITIH4 lo
experimentd el animal niumero 2 aumentando mas de 6 veces su valor pre-
infeccién mientras que el animal 5 aumenté mas de 2 veces su valor inicial. Es en
el ultimo mes, donde un 60 % de los animales (animal 2, 3, 5, 8, 9 y 10)
presentaron valores de ITIH4 iguales o superiores a 0,42 mg/mL, valor maximo de
normalidad establecido en beagles, llegando a alcanzar valores individuales

proximos a 0,7 mg/mL de ITIH4.

Los animales 2, 5, 8 y 10 son aquellos que ademas de confirmarse la
infeccion mediante serologia, mostraron los valores mas altos de puntuacion
clinica, por encima de 3, al final del estudio. La concentracién de ITIH4 obtenida
para el resto de los animales fue menor, independientemente de la sintomatologia

clinica y del resultado seroldgico observados.
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Figura 33. Representacion de la evolucion de los valores de Hp y la puntuacion
clinica de cada uno de los animales. Las barras representan la puntuacién clinica (PC)
asignada. El color de las barras indica el resultado de los analisis serolégicos frente a
Leishmania: naranja; positivo, morado; negativo. La flecha naranja en el animal 9,
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representa que el animal es positivo frente a Leishmania en el analisis seroldgico, pero su
PC es 0.

Como se ha mencionado anteriormente para los valores de CRP e ITIH4,
la evolucion de los valores de concentracion de Hp es diferente para cada animal.
A los 6 meses, se produjo un aumento muy elevado del nivel de Hp en el suero de
dos animales (animal 2 y 5), estos valores superaron los 5 mg/mL de Hp. Estos
animales coinciden con los que presentaron valores de ITIH4 por encima de 0,52

mg/mL a los 6 meses tras la infeccién (Figura 36).

Estableciendo el punto de corte para Hp en 2,3 mg/mL, valor por debajo
del cual se considera que los animales se encuentran dentro de los valores de
referencia asignados para animales sanos para esta proteina (apartado 4.4), la
Hp solo se anticipa a los sintomas clinicos y a la presencia de la infeccién en los

animales 2, 3y 8.

El resto de animales (1, 4, 6, 7, 9 y 10) present6 valores de Hp inferiores o
iguales a 2,3 mg/mL y en los tiempos en los que se supero dicho valor, fue
independientemente de la puntuacion clinica y de si resultado serolégico indicaba

resultados positivos o no.

4.4 Asignacion de los valores de referencia para las PFAs en

animales sanos

Para la asignacién de valores de referencia para las PFA en animales
sanos, se utilizaron 165 animales, de los cuales 72 pertenecian a la raza Beagle
de edades comprendidas entre 6 y 12 meses, siendo 37 de ellos machos y 35
hembras. El resto de animales, 98, pertenecian a otras razas y también algunos
de ellos eran mestizos, con edades comprendidas entre los 5 meses y los 10

afnos. De estos animales 23 eran machos, 49 eran hembras y del resto no se
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pudo asignar el sexo a la muestra del animal recibida, por lo que no se pudieron

utilizar en la comparativa del sexo.

La distribucidon de los valores de cada una de las PFAs estudiadas (CRP,
ITIH4, Hp y GPA) en funcion del porcentaje de animales que presentan cada uno

de esos valores, se representa en la figura 34.
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Figura 34. Distribucién de los valores de PFAs en sueros de perros sanos. a) CRP,
b) ITIH4, c) Hp y d) GPA

El analisis del CRP, ITIH4, Hp y GPA mediante el test Kolmgornov-
Smirnov, reveld que la distribucién de las muestras analizadas para la ITIH4 y la

Hp siguieron una distribuciéon normal, sin embargo para CRP y GPA se desviaba
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de la normalidad. El intervalo de referencia se determind mediante el calculo del

percentil 2,5 — 97,5 tras la eliminacion de Outliers (Tabla 17).

El calculo del percentil 2,5 - 97,5 de los valores de CRP obtenidos para el
total de la poblacion de animales sanos evaluada, proporciond un rango de
concentraciones de 1,1 hasta 11 mg/L. Para ITIH4, el percentil incluyé un rango
de 0,09 hasta 0,47 mg/mL. De los 165 animales seleccionados para la
determinacion de los valores de referencia 10 animales mostraron un valor de Hp
por debajo del limite de deteccion del ELISA de Hp, por lo que estos valores
fueron igualados a este valor (0,043 mg/mL de Hp), el rango obtenido para esta
proteina fue desde valores por debajo de 0,04 mg/mL (LoQ) hasta 2,25 mg/mL de
Hp. Para GPA el calculo del percentil 2,5 - 97,5 mostré un rango de valores desde
0,05 mg/mL hasta 0,47 mg/mL.

Tabla 17. Valores obtenidos en el calculo del intervalo de referencia para CRP, ITIH4,
Hp y GPA, en animales clinicamente sanos.

Media £ SD Percentil 2,5 -97,5
CRP (mg/L) 36125 1,1-11
ITIH4 (mg/mL) 0,25+ 0,11 0,09 - 0,47
Hp (mg/mL) 1,02 £ 0,58 0,04 — 2,25
GPA (mg/mL) 0,17 £ 0,11 0,05-0,47

Influencia de la raza

Los valores CRP y de Hp no presentaron diferencias significativas para los
perros que pertenecian a la raza Beagle y el resto de animales, entre los que se
agruparon varias razas y animales cruzados. No fue asi en el caso de la ITIH4 y la
GPA (Figura 35). El valor de ITIH4 en el grupo de Beagles fue significativamente

menor que en el grupo de animales de otras razas. Por el contrario la
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concentracion media de GPA en el grupo de Beagles fue mayor que en el grupo

de animales con otras razas (Tabla 18).
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Figura 35. Comparativa de los valores de PFAs en funcion de la raza. a) CRP, b)
ITIH4, c) Hp y d) GPA Las cajas representan el percentil 25-75 de las muestras, la linea
horizontal dentro de cada caja representa la mediana y los bigotes representan el percentil
10 a 90. Los asteriscos representan el nivel de significacion entre los grupos, ** p < 0,01;

***p<0,001.

Tabla 18. Valores promedio y rangos obtenidos para ITIH4 y de GPA en Beagles y el

resto de razas.

Conc (mg/mL) Media * SD Percentil 2,5 -97,5
ITIH4 Beagles 0,20 £ 0,09 0,08 - 0,42
ITIH4 Otras razas 0,30 +0,10 0,11-0,48
GPA Beagles 0,19+0,12 0,07 -0,48
GPA Otras razas 0,13 +0,07 0,05-10,30
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Influencia del sexo en Beagles
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Figura 36. Comparativa de los valores de PFA entre machos y hembras en la
poblacion de Beagles. a) CRP, b) ITIH4, c) Hp y d) GPA. Las cajas representan el
percentil 25-75 de las muestras, la linea horizontal dentro de cada caja representa la
mediana y los bigotes representan el percentil 10 a 90. Los asteriscos representan el nivel
de significacion entre los grupos, *** p < 0,001.

Tabla 19. Valores promedio y rangos obtenidos de ITIH4 en machos y hembras en la
raza Beagle.

ITIH4 (mg/mL) Media £ SD Percentil 2,5 -97,5

Beagles Machos 0,29 £ 0,09 0,09-0,48

Beagles Hembras 0,16 £ 0,07 0,09 -0,31
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La comparativa entre machos (n=37) y hembras (n=35) en la poblacién de
Beagles (Figura 36) no mostro diferencias en los valores de CRP, Hp y GPA entre
ambos sexos. Los valores de ITIH4 para los machos fueron significativamente
mayores que para las hembras, obteniendose un valor (media + SD) de 0,25 +
0,09 mg/mL de ITIH4 para los machos y de 0,16 £ 0,07 mg/mL para las hembras.

Influencia del sexo en el grupo de animales que engloba otras razas

El analisis de las PFA entre machos (n=23) y hembras (n=22) se ha
realizado en las muestras de los animales sanos entregados en los centros de
proteccién para que el numero de machos y hembras estuviera compensado.
Como puede verse en la figura 37, no se observaron diferencias significativas
entre machos y hembras para ninguna de las proteinas analizadas (CRP, ITIH4, y
Hp). No obstante, al igual que sucede con la poblacion de Beagles, en el caso de
la Hp el valor de la mediana fue superior para los machos que para las hembras, y

en el caso de la Hp los machos presentaron mayor dispersién que las hembras.
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Figura 37. Comparativa de los valores de PFA entre machos y hembras en el grupo
de animales que engloba varias razas. a) CRP, b) ITIH4 y c) Hp. Las cajas representan
el percentil 25-75 de las muestras, la linea horizontal dentro de cada caja representa la
mediana y los bigotes representan el percentil 10 a 90.



Resultados

Influencia de la edad

Los perros que pertenecian a la raza Beagle eran cachorros, con una edad
comprendida entre los 6 y los 12 meses de edad. El resto de animales de los que
se dispuso datos de la edad, tenian una edad comprendida entre los 5 meses y
los 10 anos. El estudio de la influencia de la edad en los valores de PFA se realizd
con estos ultimos perros. Dichos animales se clasificaron de acuerdo a su edad
en tres grupos: cachorros (perros hasta 1 afio, n= 16), adultos jovenes (perros de
mas de un afio y menos de cinco afios, n=16) y adultos (perros con una edad

superior o igual a los 5 afos n=12).
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Figura 38. Valores de PFA en perros agrupados segun la edad: cachorros, adultos
jovenes y adultos. a) CRP, b) ITIH4 y c) Hp. Las cajas representan el percentil 25-75 de
las muestras, la linea horizontal dentro de cada caja representa la mediana y los bigotes
representan el percentil 10 a 90.

Un anadlisis mediante el test Kuskal-Wallis, no reveld diferencias
significativas para los valores de las PFA estudiadas (CRP, ITIH4 y Hp) entre los
animales agrupados en funcién de su edad (Figura 38). Los animales englobados
dentro del grupo de adultos jovenes presentaron una menor dispersién en los
valores de CRP, ITIH4 y Hp respecto del resto de animales. En el caso de CRP e
ITIH4, el valor de la mediana fue mas bajo en estos animales que para los
cachorros y los adultos con mas de 5 afios. En cambio el valor de la mediana para
la Hp en el grupo de adultos jovenes fue mas alto que para el resto de los

animales.
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4.5 Evaluacion de los niveles de PFAs en centros de proteccion

El objetivo de esta parte del estudio era evaluar la posibilidad de utilizar las
PFAs como marcadores de bienestar animal en los centros de proteccién. En un
primer estudio se siguié la evolucién de los niveles de PFA en animales que
ingresaron en tres centros de proteccion situados en diferentes regiones de la
geografia espafola (centros 1, 2 y 3). Para ello se obtuvieron muestras de sangre
de los animales en el momento de la llegada del animal al centro de proteccion, a
los dos o tres dias tras el ingreso en el centro, a los 15 dias y un mes después de

su llegada.
4.5.1 Evolucion de los animales en los centros

Entre los tres centros participantes en el estudio se recogieron muestras
de 61 animales. 19 animales (el 31 % del total de los animales) pertenecian al

centro 1, 23 animales (el 38 %) al centro 2 y 19 animales (el 31 %) al centro 3.

Distribucioén de los valores de CRP a la llegada
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Figura 39. Distribucion de los valores de CRP en los animales en el momento de la
llegada al centro. a) Porcentaje de animales. b) Concentracién de CRP (media + SD). El
color de la barra indica el centro a estudio: todos los centros agrupados (gris) o cada uno
de los centros por separado, centro 1 (verde), centro 2 (rosa), centro 3 (naranja). Total:
todos los animales, CRP baja: animales que a la llegada presentan un valor de CRP < 11
mg/L, CRP alta: animales con CRP > 11 mg/L a la llegada.
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El valor promedio de la CRP en el momento de llegada a los centros, para
el total de los animales fue de 17 + 26 mg/L (media £ SD). Ademas, no se
observaron diferencias significativas respecto a este valor global para cada uno
de los centros (Figura 39 b). Sin embargo se observé una gran variacion en los
valores individuales de CRP, encontrandose animales con valores de CRP dentro
de la normalidad (CRP <11 mg/L), y animales con valores elevados, incluso
superando los 80 mg/L de CRP. Por esta razén se ha separado a los animales en
dos grupos en funcion del valor de CRP que presentaron a la llegada: CRP bajo
que engloba aquellos con valores de CRP dentro de la normalidad y CRP alto,

grupo de animales con valores de CRP superiores a 11 mg/L.

De las 61 muestras de suero de perro recogidas a la llegada del animal al
centro de proteccion, 20 animales (32,8 % respecto del total) presentaron valores
de CRP por encima de la normalidad (valor promedio en este grupo de 43 + 33
mg/L de CRP, media + SD). El porcentaje de animales que presentd valores de
CRP superiores a la normalidad para cada uno de los centros es el siguiente: el
31,6 % de los animales del centro 1 (6 animales), el 39,1 % de los animales del
centro 2 (9 animales) y el 26,3 % (5 animales) en el centro 3. El valor medio de
CRP en estos animales no mostré diferencias significativas al comparar cada uno

de los centros (Figura 39).

Distribucioén de los valores de ITIH4 a la llegada

El valor de ITIH4 para los 61 animales, en el momento de la llegada al
centro fue de 0,44 1+ 0,19 mg/mL (media £ SD). No se observaron diferencias
significativas respecto a este valor global, para cada uno de los centros (Figura 40
b).

Al igual que con la CRP, para evaluar el efecto de la permanencia en el

centro en los valores de ITIH4, los animales se separaron en dos grupos, por una
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parte animales con valores de ITIH4 dentro del rango de normalidad (ITIH4 < 0,47
mg/mL), y por otra animales con valores de ITIH4 superiores a este. El 26,2 % de
los animales (16 animales respecto de los 61 totales) presenté valores de ITIH4
por encima de la normalidad, con un valor promedio de ITIH4 de 0,69 £ 0,14
mg/mL (media £ SD). Este porcentaje de animales con valores de ITIH4 altos a la
llegada fue el mismo en todos los centros (5 animales en el centro 1, 26,3 %; 6
animales en el centro 2, 26,1 %; y 5 animales en el centro 3, 26,3 %). El valor

medio de ITIH4 para dichos animales no mostré diferencias significativas entre los

centros.
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Figura 40. Distribucion de los valores de ITIH4 en los animales en el momento de la
llegada al centro. a) Porcentaje de animales. b) Concentracién de ITIH4 (media + SD). El
color de la barra indica el centro a estudio: todos los centros agrupados (gris) o cada uno
de los centros por separado, centro 1 (verde), centro 2 (rosa), centro 3 (naranja). Total:
todos los animales, ITIH4 baja: animales que a la llegada presentan un valor de ITIH4 <
0,47 mg/mL, ITIH4 alta: animales con ITIH4 > 0,47 mg/mL a la llegada al centro.

Distribucién de los valores de Hp a la llegada al centro

El valor promedio de Hp para el total de los animales, en el momento de la
llegada a los centros, fue de 1,58 + 1,13 mg/mL (media + SD). A diferencia de lo

observado para la CRP y para la ITIH4, el valor promedio de Hp a la llegada al
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centro fue diferente entre el centro 2y 3 (1,29 + 1,24 mg/mL y 1,94 + 1,21 mg/mL

de Hp, respectivamente), tal y como se muestra en la figura 41.
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Figura 41. Distribucion de los valores de Hp en los animales en el momento de la
llegada al centro. a) Porcentaje de animales. b) Concentracion de Hp (media + SD). El
color de la barra indica el centro a estudio: todos los centros agrupados (gris) o cada uno
de los centros por separado, centro 1 (verde), centro 2 (rosa), centro 3 (naranja). Total:
todos los animales, Hp baja: animales que a la llegada presentan un valor de Hp < 2,3
mg/mL, Hp alta: animales con Hp > 2,3 mg/mL a la llegada. * p < 0,05.

Al establecer como punto de corte un valor de 2,3 mg/mL de Hp, para
separar a los animales en funcién del valor de Hp a la llegada, el 16,4 % de los
animales (10 animales) presentaron valores por encima de 2,3 mg/mL. Los
porcentajes cambian al evaluar cada centro por separado. En el centro 1, un 21 %
de los animales (4 animales) muestran valores de Hp superiores a la normalidad,
en el centro 2 solo un animal, lo que corresponde al 4,3 % y en el centro 3, 5
animales (el 26,3 %). El valor promedio de Hp de los animales que llegaron con la
Hp por encima de 2,3 mg/mL, presenté diferencias significativas entre el centro 1
y 3 (2,55 0,07 mg/mLy 3,68 £ 0,73 mg/mL de Hp, respectivamente).
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Evolucion de los valores de CRP durante la permanencia en el centro
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Figura 42. Evolucién de los niveles de CRP durante la permanencia de los animales
en los centros de proteccion. Serie gris agrupa a todos los animales que llegan al
centro, la serie azul incluye los animales con CRP normal a la llegada, y serie roja a los
animales con CRP alta a la llegada. Letras diferentes dentro de cada serie, indican puntos
diferentes. Los asteriscos muestran los tiempos en los que la serie de animales con CRP
d1 normal (azul) y la serie CRP d1 alta (roja) son diferentes significativamente: ** p <0,01;

*** p<0,001.

En la Figura 42, se muestra la evolucion de la CRP en el total de los
animales (gris), en los animales con valores iniciales altos (rojo) y en los animales
con valores iniciales bajos (azul), para el total de los centros y para cada uno de
los centros por separado. Analizando los animales de todos los centros puede

verse que el valor promedio de CRP de los animales que llegan al centro con
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valores altos, disminuy6 durante la permanencia de los animales en los centros de
proteccién. El grupo de animales que llegaron con valores bajos de CRP, mostré
un aumento en el valor promedio. En ambos grupos los valores de CRP se
igualaron a un valor medio de 21 £ 27 mg/L a los 15 dias de permanencia en el

centro, manteniéndose al mes.

La evolucion de los valores de CRP en cada centro sigue el mismo patron

que el global para todos los centros aunque con algunas diferencias:

En el centro 1, el valor de CRP de los animales que llegaron con CRP alta
disminuy¢ significativamente a partir de los 15 dias respecto de la llegada. Los
valores promedio de CRP del grupo con valores bajos no aumentaron
significativamente aunque el 30 % de los animales que entraron con valores
bajos, a los 15 dias tenian la CRP por encima de 11 mg/L, y el 50 % al mes. Los
valores de CRP para ambos grupos de animales se igualaron a los 15 dias tras la

entrada al centro, alcanzando un valor medio de 15 £ 33 mg/L de CRP.

En el centro 2, el grupo de animales que a la llegada presenté valores de
CRP por debajo de 11 mg/L, mostré un aumento que se hizo significativo a los 15
dias. Los valores de todos los animales se igualaron a este tiempo, alcanzando

una concentracion de CRP promedio de 30 + 25 mg/L.

En el centro 3, la concentracion de CRP del grupo de animales que
presentd valores altos a la llegada, disminuyd significativamente a los 2-3 dias
alcanzando un valor de 16 + 5 mg/L de CRP (media + SD). La concentracion
media de los animales que llegaron al centro con valores de CRP dentro de la

normalidad, no mostré cambios significativos a lo largo de tiempo del estudio.

En la figura 43, se comparan los valores de CRP medios obtenidos a cada

tiempo para cada uno de los centros.
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Figura 43. Comparativa de la concentracion de CRP (media * SD) entre los distintos
centros de proteccion, para cada tiempo de toma de muestra. * p<0,05

Los valores de CRP, presentaron diferencias significativas entre el centro 2
y el centro 3 a los 15 dias y al mes de la permanencia de los animales en el
centro (Figura 43). Un mes después de que los animales llegaran a los centros de
proteccion, el centro 2 es el que presenté una concentraciéon de CRP mas elevada
(26 £ 29 mg/L) con un 55 % de los animales con valores de CRP por encima del
valor de referencia. A este tiempo, el centro 3 presenté un valor de CRP de 8 + 8
mg/L (media = SD). El 72 % de los animales en este centro presentaron valores

de CRP dentro de la normalidad (< 11 mg/L).
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Distribucion de los valores de ITIH4
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Figura 44. Evolucion de los niveles de ITIH4 durante la permanencia de los animales
en los centros de proteccion. Serie gris agrupa a todos los animales que llegan al
centro, la serie azul incluye los animales con ITIH4 normal a la llegada, y serie roja a los
animales con ITIH4 alta a la llegada. Letras diferentes dentro de cada serie, indican
puntos diferentes. Los asteriscos muestran los tiempos en los que la serie de animales
con ITIH4 d1 normal (azul) y la serie ITIH4 d1 alta (roja) son diferentes significativamente:
* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001.

En la grafica que engloba los animales de todos los centros puede verse
que la concentraciéon de ITIH4 en el grupo de animales que llegdé con valores de
esta proteina altos (por encima 0,47 mg/mL de ITIH4) no cambi6 a lo largo del
tiempo. El valor de ITIH4 en el grupo de animales con valores bajos, alcanzé un
aumento significativo a los 15 dias (0,49 + 0,22 mg/mL de ITIH4, media + SD),
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pero a diferencia de lo que ocurria para la CRP, el valor promedio para ITIH4 en
estos animales y en los que llegaron con la ITIH4 alta no se iguald. La evolucion
de todos los animales, mostré un aumento significativo en la concentracion de

ITIH4 a los 15 dias respecto de la llegada.

Analizando los datos de manera individual para cada centro se observan
ligeras diferencias. En el centro 1 los valores promedio de ITIH4 no cambiaron
con el tiempo, ni en el grupo de animales que llegaron al centro con valores de
ITIH4 altos, ni en los que pertenecian al grupo de valores de ITIH4 bajo. La
evolucién del promedio de ITIH4 para todos los animales en este centro mostré

los mismos resultados.

Los animales del centro 2, mostraron un aumento en los niveles de ITIH4 a
los 15 dias de permanencia en el centro, con un valor promedio para todos los
animales del centro de 0,68 = 0,27 mg/mL de ITIH4. La misma evolucion
presentaron los animales que llegaron al centro con niveles bajos de ITIH4. Los
animales que a la llegada presentaron valores altos de ITIH4, mantuvieron los

valores de ITIH4 elevados.

La evolucion de los valores de ITIH4 en los animales del centro 3, es
similar a la que presentaron los animales del centro 1. Los valores de
concentracion de ITIH4 no cambiaron a lo largo del tiempo, ni para el total de los
animales, ni para los grupos de animales que llegan con ITIH4 alta o baja, aunque
un mes después de la llegada el valor promedio de ITIH4 en ambos grupos se

igualo.
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Figura 45. Comparativa de la concentracion de ITIH4 (media £ SD) entre los distintos
centros de proteccion, para cada tiempo de toma de muestra. ** p<0,01

A los 15 dias de la llegada de los animales a los centros de proteccion se
observaron diferencias significativas en la concentracion de ITIH4 entre los
centros 1y 2, donde los valores de ITIH4 (media £ SD) fueron 0,44 + 0,22 mg/mL
y 0,68 + 0,27 mg/mL, respectivamente. Para el resto de tiempos los valores de
ITIH4 que se encontraron fueron proximos al valor de referencia establecido para
los animales sanos (0,47 mg/mL ITIH4), no observandose diferencias entre

centros.
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Evolucion de los valores de Hp
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Figura 46. Evolucion de los niveles de Hp durante la permanencia de los animales
en los centros de proteccion. Serie gris agrupa a todos los animales que llegan al
centro, la serie azul incluye los animales con Hp normal a la llegada, y serie roja a los
animales con Hp alta a la llegada. Letras diferentes dentro de cada serie, indican puntos
diferentes. Los asteriscos muestran los tiempos en los que la serie de animales con Hp d1
normal (azul) y la serie Hp d1 alta (roja) son diferentes significativamente: * p<0,05; ** p

<0,01; *** p<0,001.

Los valores de concentracion de Hp para todos los animales, analizando

todos los centros en conjunto (Figura 46, arriba izquierda), mostraron diferencias

significativas a los 2-3 dias y a los 15 dias respecto de la llegada. En ambos
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tiempos se alcanzaron valores de 2,0 + 1,0 mg/mL y 2,4 + 1,4 mg/mL de Hp
respectivamente. Los animales que a la llegada a los centros tenian valores de Hp
dentro del rango de normalidad establecido para esta proteina (< 2,3 mg/mL de
Hp), presentaron la misma evolucion que la curva general (gris) mostrada por
todos los animales, con diferencias significativas del valor de Hp en todos los
tiempos respecto de la llegada. Por el contrario, el valor promedio de Hp en los
animales que llegaron a los centros con valores altos, no cambié a lo largo del

tiempo.

Los valores de concentracion de Hp en los animales del centro 1, no
mostraron diferencias significativas a lo largo del tiempo. Tanto los animales que
llegaron con valores altos, como que presentaron valores normales a la llegada al
centro, los mantuvieron, y en ningun caso presentaron un aumento en el valor

promedio de Hp.

En el centro 2, solo un animal llegd con valor de Hp por encima de 2,3
mg/mL. Los animales en este centro, experimentaron un aumento significativo a
partir de los 2-3 dias de la llegada al centro, alcanzando un valor maximo de 2,8 +
1,7 mg/mL de Hp a los 15 dias y manteniéndose dicho valor elevado hasta el final

del estudio.

En el centro 3 los animales que llegaron con valores altos de Hp
mantuvieron los valores por encima de 2,3 mg/mL, sin mostrar variaciones
significativas en sus valores. El grupo de animales que llegé al centro con valores
bajos de Hp no aument6 sus valores promedio. De manera general para este
centro, los animales no presentaron cambios en el promedio de la concentracién

de Hp a lo largo del tiempo, como se ha visto en el centro 1.
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Figura 47. Comparativa de la concentracién de Hp (media £ SD) entre los distintos
centros de proteccion, para cada tiempo de toma de muestra. * p<0,05

En la figura 47, puede verse que el valor promedio de Hp que presentaron
los animales del centro 3 a la llegada (1,9 + 1,2 mg/mL de Hp) fue superior que el
de los animales del centro 2 (1,3 £ 1,2 mg/mL). Debido al aumento del valor
promedio de Hp en el centro 2, y a la no modificacion de los valores de Hp en los
centros 1 y 3, los valores promedio de Hp se igualaron entre los centros tras 2-3
dias de permanencia en el centro. A los 15 dias, el valor medio de Hp en el centro
2 fue significativamente mas alto que en el centro 1. Al mes de permanencia el
valor de Hp en el centro 2 fue significativamente mas alto (2,8 + 1,7 mg/mL de Hp)
que el encontrado en los centros 1y 3 (1,5 + 0,7 mg/mL y 1,5 £ 0,9 mg/mL de Hp

respectivamente).

Parametros o caracteristicas de los centros de proteccion

Para evaluar si las diferencias en de los valores de las PFAs encontrados
entre los distintos centros, pueden asociarse a alguna caracteristica propia de los
centros, a continuacion se muestra una tabla donde se recogen parametros

diferentes entre los tres centros.
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Tabla 20. Caracteristicas de los centros de proteccion

Centro 1 Centro 2 Centro 3

Tamaiio del chenil 5 m? 6,8 m? 3m?
Tipo de chenil Individual Individual Compartido
Comida en el chenil Si No Si
Zona de ejercicio

i No No Si
comun
Paseos Paseo diario No paseo Paseo diario
Frecuencia paseo 1vez x 15 min - 2 veces x 10 min
Estimulos Fuertes, proximos 'y Fuertes, proximos y .

o}

auditivos puntuales permanentes

En el centro 1, los animales se alojan en un espacio de 5 m? sin compartir
el espacio y tienen comida en el chenil, pasean una vez al dia y estan sometidos
a estimulos auditivos fuertes, préximos y puntuales. Estos animales tras 15 dias
de permanencia en el centro presentaron valores de CRP superiores a 11 mg/L y

valores de Hp por debajo del 2,3 mg/mL.

En el centro 2 donde los animales no pasean, no poseen comida en el
chenil y ademas estan sometidos a estimulos auditivos fuertes, préximos y
permanentes, a partir de los 15 dias de permanencia en el centro, los animales
presentaron valores CRP y Hp superiores a 11 mg/L de CRP y a 2,3 mg/mL de
Hp, aunque en este centro los animales estan alojados en cheniles amplios (6,8

m?) y no comparten el espacio con otros.

En el centro 3, los animales presentaron valores de CRP por debajo de 11
mg/L y de Hp por debajo de 2,3 mg/mL. En este centro los animales estan
alojados en un espacio mas pequefio 3 m? y que comparten, pasean 2 veces al
dia, tienen comida dentro del chenil y ademas no estan sometidos a estimulos

auditivos de ningun tipo.
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4.5.2 Niveles de CRP en animales alojados en centros de proteccion

animal. Estudio 2.

En un estudio adicional se ha determinado la CRP, en muestras de sueros
de animales alojados en 11 centros de proteccion, en el que se realizé una Unica
toma de muestra de cada animal. En el estudio se incluyeron animales que
acababan de llegar al centro, y animales que llevaban alojados mas de 15 dias en
al mismo. Utilizando fichas normalizadas (Anexo Figura 1), se recogieron los
parametros propios de cada animal (edad, raza sexo, comportamiento,
sintomatologia clinica...), los parametros relativos a las caracteristicas del centro

y el tiempo de permanencia del animales en el centro hasta la toma de muestra.

Forma de llegada al centro
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Figura 48. Comparativa de los valores de CRP en los animales entregados y
recogidos en los centros de proteccion. a) Porcentaje de animales entregados y
recogidos, en funcién de la concentracién de CRP. b) Valor de CRP (media + SEM) de los
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animales entregados y recogidos. ¢) Valor de CRP (media £+ SEM) de los animales
entregados y recogidos que no presentan sintomatologia clinica. *** p<0,001.

La llegada de los animales a los centros de proteccidn puede realizarse de
dos formas, los animales pueden ser entregados por el dueno o pueden ser
recogidos por los servicios municipales o de la protectora de animales
correspondiente. En el estudio se determind la concentracion de CRP en el
momento de la llegada del animal al centro, en 85 animales entregados y en 124
animales recogidos. En la figura 48 a, puede verse que el 78 % de los animales
entregados presentaron valores inferiores a 10 mg/L de CRP. Sin embargo este
porcentaje fue menor para los animales recogidos (un 54 % de los animales
recogidos con CRP < 10 mg/L). El grupo de animales recogidos presenté un valor
medio de CRP significativamente mayor que el grupo de animales entregados (22
mg/L y 13 mg/L de CRP, respectivamente). Esta diferencia significativa entre
ambos grupos se mantuvo al eliminar los animales que presentaban
sintomatologia clinica (Figura 43 b, c). El valor medio de CRP en los animales
entregados que no presentaban ningun tipo de sintomatologia clinica fue 6,8 mg/L

de CRP y el de los animales recogidos 15 mg/L de CRP.

Concentracion de CRP en funcion del estado nutricional

Los animales fueron clasificados en funcién de su estado nutricional en:
animales muy delgados (n=9), animales delgados (n=42), animales normales
(n=312) y animales obesos y con sobrepeso (n=17). El efecto del estado
nutricional sobre la concentracion de CRP se determiné tanto para el total de la
poblacion como para aquellos animales que no presentaban signos clinicos
(Figura 49). Para toda la poblacion, los animales muy delgados mostraron un
valor medio de CRP de 34 mg/L, significativamente superior al que mostraron los
animales normales (17 mg/L) y al de los animales obesos y con sobrepeso (25

mg/L). Al eliminar de la comparativa los animales con sintomas clinicos, se
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observé una relacién entre los valores de CRP y el estado nutricional: valores de
CRP mas elevados se asocian a los animales muy delgados y los valores mas
bajos a animales obesos o con sobrepeso. Sin embargo las diferencias
significativas de los valores de CRP entre los grupos solo se mantienen entre los
animales delgados (n=13) y normales (n=213), cuyos valores medios de CRP son
19,6 mg/L y 12,4 mg/L, respectivamente. Estas diferencias no se observaron en el
caso de los animales muy delgados (n=8) y obesos y con sobrepeso (n= 9),

posiblemente debido al bajo numero de animales.
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Figura 49. Valores de CRP en los animales agrupados en funcion de su estado
nutricional: Muy delgado, delgado, normal y obeso-sobrepeso. * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001
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Comportamiento

Los animales se agruparon en cuatro categorias de acuerdo al
comportamiento que mostraban: apatico (n=21), equilibrado (n=274), nervioso
(n=61) y agresivo (n=24). Al evaluar toda la poblacién los animales nerviosos
presentaron un valor promedio de CRP significativamente superior que el de los
animales equilibrados (26,4 y 17,8 mg/L, respectivamente). Al evaluar los
animales que no mostraban sintomatologia clinica, no se vio una relacion entre el
comportamiento de los animales y la CRP, ya que el analisis mediante el test

Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas entre los grupos (Figura 50).
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Figura 50. Valores de CRP en los animales agrupados en funcién de su
comportamiento: apatico, equilibrado, nervioso y agresivo. ** p<0,01.

Comparativa por centros
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Figura 51. Valor promedio de CRP para los animales alojados en cada uno de los
centros participantes en el estudio y caracteristicas de cada centro. a, b: indican
diferencias significativas entre centros.

Para evaluar si entre los diferentes centros de proteccion se encuentran
diferencias en cuanto a los niveles de CRP, se determiné su concentracion en
animales que llevaran alojados en el centro al menos 15 dias. Esta comparativa

pudo realizarse en un total de 5 centros.

Se encontraron diferencias significativas en los valores de CRP entre los
distintos centros (Figura 51). Al eliminar los animales que presentan
sintomatologia clinica, las diferencias entre los centros se mantienen El centro
que mayor valor de CRP mostro fue el centro 2, seguido del 4 y de los centros 1,
3yb5.

Las mayores diferencias respecto al valor de CRP se han visto entre el
centro 2 y el centro 5. El centro que mayor valor de CRP presenta es el 2, en el
cual los animales estan sometidos a estimulos fuertes, préximos y permanentes,
en el centro 5 los animales también estan sometidos al mismo tipo de estimulos
auditivos, sin embargo la concentracion de CRP en este centro es mucho menor.
Las diferencias entre ambos centros son, presencia o ausencia de comida en el
chenil y si los animales pasean o no. En el centro 2, los animales no tienen

comida en el chenil, y al no disponer de voluntarios en el centro no pasean.

Los valores de CRP del centro 4, son significativamente mas elevados que
los de los centros 1, 3 y 5. En los cuatro centros, todos los animales presentan
rutina de paseo, sin embargo en el grupo 4 los animales pasean semanalmente,
mientras que en los centros 1, 3 y 5 lo hacen de forma diaria. No se han visto
diferencias entre los centros de los animales que pasean diariamente, aunque el

tiempo de paseo de estos sea distinto.

Los centros 1, 3 y 5, ademas de presentar diferencias en cuanto el tiempo
de paseo de los animales, presenta diferencias en cuanto a como se alojan los

animales en el chenil, individual o compartido y tamafio del chenil, pero no se ha
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encontrado una asociacion de los valores de CRP en funcion de estas

caracteristicas, entre estos tres centros.

En la figura 52 se representan los valores de CRP para el total de la
poblacion estudiada (poblacion global y poblacion sin sintomatologia clinica) en

funcion de si los animales pasean o no de si el paseo es semanal o diario.
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Figura 52. Valores de CRP en funcion de la frecuencia del paseo en toda la
poblacion y en animales sin sintomatologia clinica. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Los animales que no pasean presentan los valores de CRP mas elevados,
seguidos de los animales que pasean semanalmente y por ultimo los animales
que pasean diariamente. Estas diferencias se observan tanto para el total de la
poblacion, como para los animales sin sintomatologia clinica. El grupo de
animales sin sintomas clinicos que pasean diariamente presentan los valores de
CRP mas bajos y ademas estos valores estan dentro del rango de valores de

referencia establecido para animales sanos.
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5.1 Purificacion de proteinas y obtencion de antisueros

Como etapa previa al desarrollo de métodos analiticos, el primer objetivo de
esta tesis ha sido la purificacion de algunas de las principales PFAs caninas
conocidas (CRP, Hp y GPA), asi como de la ITIH4, cuyo comportamiento durante
la fase aguda en esta especie era desconocido, puesto que esta proteina ha sido

aislada y caracterizada por primera vez durante esta tesis.

Tras la optimizacién de los métodos de purificacion, se ha logrado disponer
de preparaciones de cada una de estas proteinas bien caracterizadas y con un
elevado grado de pureza, todas las proteinas fueron identificadas mediante Maldi-
TOF, y en el caso de la ITIH4 se obtuvo una doble confirmacién, al identificarla
también, mediante LC-MS/MS. Las preparaciones obtenidas tras cada purificacion
han podido usarse como patrén en los inmunoensayos, y como inmundgeno para

la obtencion de anticuerpos especificos.

La metodologia abordada para las distintas purificaciones llevadas a cabo
varia en funcion de la proteina a estudio. En el caso de las purificaciones de ITIH4
y CRP, ha sido posible completar los aislamientos en una sola etapa mediante el
uso de columnas de afinidad, en cambio, las purificaciones de Hp y GPA, han
requerido una sucesioén de etapas hasta lograr una preparacion lo suficientemente

pura.

Purificacion de ITIH4

La purificaciéon de ITIH4 canina a partir de anticuerpos anti Pig-MAP, ha sido
posible gracias a la reactividad cruzada presente entre ambas especies. En una
comparativa entre las secuencias de aminoacidos obtenidas de la base de datos
NCBI de la Pig-MAP, la ITIH4 bovina y la ITIH4 humana, todas ellas presentan
una homologia del 72 % con la ITIH4 canina y superior o igual al 70 % al

compararlas entre si (Tabla 21).
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La homologia de la ITIH4 con las cadenas pesadas de la familia ITI, esta
restringida a los dos primeros tercios de la secuencia desde el extremo amino
terminal, donde se encuentra un sitio de unién a calcio, un dominio von Willebran
tipo A y un dominio vault (Saguchi et al., 1995). La ITIH4 es una proteina
conservada entre las diferentes especies. La homologia de esta proteina entre las
diferentes especies no esta restringida unicamente al extremo amino terminal,

sino que se muestra en toda la proteina.

% identidad
> Cerdo | Humano Vaca Perro
AA iguales
Cerdo 72 75 72
Humano 753 70 72
Vaca 770 770 72
Perro 743 763 746

La purificacion de ITIH4 canina se ha realizado mediante una cromatografia
de afinidad. Este procedimiento es un método rapido y sencillo que ha permitido
purificar la ITIH4 canina en una sola etapa a diferencia de los diversos
procedimientos descritos en la literatura para la purificacién de esta proteina en
otras especies, como es el caso de la ITIH4 humana (Hammer et al., 1989; Pu et
al., 1994), la Pig-MAP/ITIH4 porcina (Gonzalez-Ramon et al., 1995; Pu et al.,
1995) o la ITIH4 bovina (Pineiro et al., 2004) los cuales constan de varias etapas

cromatograficas.

La ITIH4 purificada en las diferentes especies estudiadas (Hammer et al.,
1989; Pu et al., 1994; Choi-Miura et al., 1995; Gonzalez-Ramon et al., 1995;
Pifieiro et al., 2004) ha mostrado una notable susceptibilidad a la protedlisis
durante su purificacién. Sin embargo en el procedimiento utilizado en esta tesis

para la purificacion de la ITIH4 canina, no se ha observado degradacién de la
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proteina, a pesar de que este método requiere medio acido en la etapa de

elucion.

Purificacion de CRP

En este trabajo, la CRP canina ha sido purificada siguiendo el mismo
principio descrito por Fujise (1992), mediante una columna de afinidad de p-
aminofenil fosforilcolina favoreciendo la union de la CRP al ligando en presencia
de calcio y eluyendo la CRP al retirar dicho calcio. Inicialmente, la CRP canina fue
purificada aprovechando su capacidad de unién al polisacarido C del neumococo,
mediante el uso de una cromatografia de afinidad dependiente de calcio (Caspi et
al.,, 1984). Mas tarde, pas6 a usarse la fosforilcolina como ligando en dicha
cromatografia de afinidad (Fujise et al., 1992), este uso habia dado buen
resultado en la purificacién de la CRP humana (Stults et al.,, 1987), con una

mejora en el grado de pureza de la proteina obtenida.

La CRP purificada presentd dos bandas mediante electroforesis SDS-PAGE
de 28 y 24 KDa, estas dos bandas coincidian con las descritas previamente para
la CRP canina en un gel reductor (Caspi et al., 1984). La CRP es una pentraxina
formada por 5 mondémeros. En el caso de la CRP canina dos de esos cinco
monomeros estan glicosilados, por Ilo que mediante electroforesis
desnaturalizante se observan dos bandas de diferente peso molecular, a

diferencia de la CRP humana que no esta glicosilada y solo muestra una banda.

La CRP purificada, ademas de utilizarse para la produccion de antisueros
que han permitido desarrollar un método inmunoturbidimétrico (Pifieiro et al.,
2018), también ha servido para desarrollar un material de referencia que permita
la armonizacion de los resultados analiticos obtenidos por diferentes métodos de
medida (Canalias et al., 2018).

Purificacién de Haptoglobina

La purificacion de la Hp de perro se ha llevado a cabo mediante una etapa

de enriquecimiento a partir de precipitacion fraccionada con sulfato aménico, y
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una sucesioén de etapas cromatograficas. Aunque es un procedimiento laborioso,
se ha preferido a la alternativa de la purificacion en una sola etapa mediante
cromatografia de afinidad con hemoglobina, como previamente se ha descrito
para la purificacion de Hp en otras especies como vaca y cerdo (Morimatsu et al.,
1991; Lampreave et al., 1994), por utilizar condiciones menos drasticas en cada
una de las etapas de purificacion. EI método de purificacion seleccionado en esta
tesis no ha supuesto una modificacion sustancial respecto de la primera
purificacién de Hp canina que se tiene constancia (Dobryszycka et al., 1969). La
principal diferencia es que el método de Dobryszycka (1969) utiliza una primera
etapa de enriquecimiento basada en la cromatografia de intercambio idnico,
mientras que en nuestro caso, la precipitacién fraccionada del suero de perro con
sulfato amoénico saturado nos permitié obtener una fracciéon de suero con una
mayor proporcion de Hp y la columna de Azul de Cibacron-Sepharose 4B retirar
gran parte de la albumina, proteina mayoritaria del suero y que también se
encontraba en la fraccion precipitada. Ambos métodos el de Dobryzszycka y el
abordado en esta tesis comparten la etapa final, donde mediante una o varias
cromatografias de exclusion molecular de Sephacryl S-200, se consigue aumentar
la pureza de la Hp en la preparacion. La Hp canina purificada, mostré una banda
a 34 KDa y otra de menor intensidad a 18 KDa (Figura 7) mediante electroforesis
desnaturalizante, coincidiendo respectivamente con la cadena pesada y la cadena
ligera (o subunidades B y a) descritas para esta proteina en la especie canina
(Kumazaki et al., 1992).

Purificacion de GPA

La purificacion de la GPA se llevd cabo aprovechando caracteristicas
destacables de esta glicoproteina, como su alta solubilidad, y su bajo punto
isoeléctrico (pl 3,2- 3,6) en comparacion del resto de proteinas presentes en el
suero. La metodologia llevada a cabo en este trabajo para la purificacién de la
GPA canina, es comparable a la descrita con anterioridad por otros autores (Dello
et al., 1987; Yuki et al., 2008), en la que la principal etapa consiste en retirar la
mayor cantidad de proteinas del suero con un agente precipitante, acido

sulfosalicilico Dello (1987), sulfato amoénico Yuki (2008), disoluciéon de sulfato
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amonico junto con TCA en el presenta trabajo. El paso de la fraccion no
precipitada por una columna de intercambio iénico ha permitido eliminar trazas de
otras proteinas contaminantes y obtener una preparacion de elevada pureza que,
mediante electroforesis SDS, solo muestra una banda de un peso molecular por

encima de 42 KDa, tal y como ha sido descrito previamente (Yuki et al., 2008).

Desarrollo de antisueros

Las proteinas purificadas (ITIH4, CRP, Hp y GPA) se utilizaron para
inmunizar conejos y obtener antisueros. Como paso previo al desarrollo de los
métodos analiticos para la cuantificacion de las diferentes PFA, se comprobé que
los antisueros no presentaran reacciones inespecificas. En el caso del antisuero
anti GPA, la especificidad que mostré mediante inmunoelectroforesis (Figura 13)
se considerdé adecuada, por lo que no fue necesario inmunoadsorberlo. Los
antisueros anti ITIH4, anti Hp y anti CRP al enfrentarlos a un suero de perro,
ademas de la proteina de interés, reconocian otras proteinas. Para
inmunoadsorber estos antisueros, se aprovecharon las fracciones de suero
carentes de la proteina a estudio, obtenidas tras los procesos de purificacion
(apartado 3.6.1.2). Finalmente, los antisueros obtenidos reconocieron de manera
satisfactoria a la proteina de interés, tanto purificada como en el suero, no

mostrando reacciones cruzadas con otras proteinas séricas.

5.2 Desarrollo y validacion de métodos analiticos

Una parte importante de esta tesis, ha consistido en el desarrollo de
métodos analiticos robustos y adecuadamente validados para la cuantificacion de
PFAs en suero de perro. En todos los casos, los métodos desarrollados se basan
en el uso de anticuerpos y estandares especificos de la especie canina,

desarrollados previamente.

Inmunodifusion radial
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En wuna primera etapa se desarrollaron y validaron métodos de
inmunodifusién radial para cada uno de los antisueros obtenidos. La cuantificacién
de proteinas se realizé inicialmente mediante inmunodifusion radial, al ser un
método directo y sencillo de desarrollar una vez que se dispone de los antisueros
especificos, que no requiere la inmunopurificacion de los anticuerpos. Ademas es
un meétodo bastante preciso, como puede comprobarse en los ensayos
desarrollados en esta tesis, que mostraron CV intra e inter ensayo, no superando

el 7 % para ninguna de las proteinas estudiadas.

Sin embargo, este método de medida presenta algunas limitaciones. Es un
método laborioso y no es inmediato, dado que es necesario dejar difundir las
muestras al menos 48 horas para que se forme el anillo de precipitacion. Por esta
razon, se ha decidido desarrollar métodos que permitan procesar mas faciimente
una mayor cantidad de muestras y obtener los resultados de una manera mas
rapida. Otra de sus limitaciones es su baja sensibilidad. Para la determinacion de
ITIH4, no ha supuesto un problema, puesto que los valores de esta proteina en el
suero canino estan por encima de ese valor. Sin embargo en el caso de CRP,
donde el LoQ se establecié en 6 mg/L, no es posible determinar los valores de

esta proteina en sueros de animales sanos.

ELISA para la cuantificacion de ITIH4 canina

En esta tesis se ha desarrollado por primera vez un método ELISA para la
cuantificacion de la ITIH4 canina. El método desarrollado es un ELISA tipo
sandwich, con anticuerpos policlonales inmunopurificados a partir de los
antisueros. Los resultados de la validacidon muestran que es un método preciso y

fiable, que presenta una buena correlacion con la inmunodifusion radial.

Los estudios de validacion del método ELISA para la ITIH4 canina
mostraron una imprecision similar a la obtenida para la inmunodifusién radial
(menor del 6 % para intra ensayos y menor del 7 % para inter ensayos). Ademas
de la caracteristica anteriormente mencionada que es la rapidez, este método

presenta otras ventajas respecto de la técnica de IR previamente desarrollada.
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En las condiciones analiticas seleccionadas para cada uno de los métodos,
el LoQ del ELISA para ITIH4 en muestras de suero es inferior (0,08 mg/mL) que el
de IR (0,11 mg/mL), ademas el rango analitico del ELISA es mayor que el de la IR

(0,08 - 2,8 mg/mL y 0,11 - 1,4 mg/mL respectivamente).

Hasta la fecha, no se han encontrado datos previos de cuantificacion de
ITIH4 canina en la literatura. Los métodos analiticos desarrollados en esta tesis
han permitido, por tanto, determinar por primera vez su concentracién en suero de
perro. Un valor de 2,8 mg/mL de ITIH4, es elevado para los valores de
concentracién de esta proteina determinados a lo largo de esta tesis en los
diferentes estudios realizados, por lo que el rango de trabajo del ELISA permitiria
a priori cuantificar la ITIH4 en suero de perros sanos y con patologias. No
obstante, si el nivel de absorbancia obtenido en el ELISA para una muestra
problema fuese superior al obtenido para el calibrador de mayor concentracion,
podria hacerse una pre-dilucion de la muestra para que esta cayese dentro del
rango de cuantificacion del ensayo. Igualmente todas las muestras determinadas
a lo largo de esta tesis presentaron valores superiores al limite de cuantificacion
del ensayo (0,08 mg/mL de ITIH4).

Los estudios de linealidad realizados indican que el ELISA cuantifica de
forma proporcional en el rango de trabajo seleccionado. Ademas se evalué la
veracidad del ensayo realizando una comparativa con la inmunodifusién radial
previamente validada. El analisis mediante regresion lineal mostré una adecuada
correlacion entre ambos métodos. La pendiente de la recta de regresion no fue
diferente de uno, por lo que no se observd la presencia de error proporcional.
Aunque el intervalo de confianza de la ordenada en el origen (0,009 — 0,108
mg/mL de ITIH4) no incluiria el cero, la diferencia es minima e irrelevante desde el

punto de vista clinico analitico.

En definitiva se ha desarrollado un ELISA para la determinacion de la ITIH4
canina que presenta una adecuada precision y especificidad. Podemos considerar
por tanto que el ELISA desarrollado representa una alternativa adecuada al

meétodo de IR, con las ventajas anteriormente mencionadas.
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ELISA para la cuantificacion de Hp canina

A partir de los antisueros anti Hp caninos obtenidos tras la inmunizacion de
la Hp en conejos, se purificaron anticuerpos anti Hp caninos. Estos anticuerpos
permitieron desarrollar un ELISA tipo sandwich para determinar la concentracion
de Hp en muestras de suero de perro. El ELISA desarrollado presenté una
adecuada precision y especificidad para cuantificar Hp en muestras de suero de

perro, utilizando anticuerpos especificos de especie.

Los ensayos de validacion del método ELISA para la Hp de perro mostraron
una buena precision, con CV intra ensayo similares a los obtenidos por la IR
(inferiores al 5 %). En el caso de los CV inter ensayo obtenidos la IR present6

menor imprecisién respecto del ELISA, no superando este ultimo el 10,6 %.

De acuerdo con el rango analitico establecido, una dilucién 1:50000 de las
muestras de suero de perro, permite cuantificar sueros con valores de Hp
comprendidos entre 0,20 y 6,58 mg/mL. Este rango supone un aumento respecto
del establecido para la IR (entre 0,23 y 2,95 mg/mL), ademas los valores descritos
para Hp en animales sanos, estrian incluidos en este rango de medida (Cerén
2005, Eckersall 1999). Los niveles séricos descritos para esta proteina en
animales que presentan una respuesta inflamatoria son muy variables. Segun los
datos aportados por diferentes autores, el rango de valores de Hp en las
diferentes patologias estudiadas esta comprendido desde 0,8 hasta 28 mg/mL
(Sheahan et al., 2010; Chase et al., 2012). Aunque la mayoria de estos valores
estdn dentro del rango del ensayo desarrollado, ocasionalmente se han
encontrado valores muy elevados de Hp, alcanzando 28 mg/mL (Crawford et al.,
2013). Este valor estd muy por encima del limite superior de medida establecido
para la Hp en las muestras de suero, pero una pre-dilucion del suero permitiria la
correcta cuantificacion. Los valores de Hp determinados a lo largo de esta tesis
oscilan desde valores por debajo del limite de deteccion hasta 13 mg/mL. Sin
embargo hay que destacar que la falta de normalizacion de los diferentes ensayos

para la determinacion de Hp canina existentes impide una comparacién directa de
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los diferentes valores de concentracion recogidos en la literatura, asi como con

los valores de concentracion de Hp determinados mediante el ELISA desarrollado.

A diferencia de la ITIH4 canina, si existen diferentes métodos validados en
la literatura para la cuantificacién de la Hp canina, aunque ningun ELISA. El
método de cuantificacion mas utilizado para la Hp, es el ensayo colorimétrico
comercializado por Tridelta. Se trata de un método espectrofotométrico basado en
la medida de la actividad peroxidasa de los complejos Hp-Hgb a pH acido, a partir
del método desarrollado por Eckersall et al. (1999). Al no ser un inmunoensayo no
requiere la presencia de anticuerpos especificos y por tanto se considera un
método multiespecie, sin embargo, requiere de una adecuada validacién para
cada especie. El rango analitico de este método va desde 0 a 2 mg/mL, por lo que
no es necesario diluir la muestra tanto como en el ELISA. La imprecision intra
ensayo es mejor que la que presenta el ELISA desarrollado (< 1,36 %), aunque
los coeficientes de variacion inter ensayo son similares (6,9-11% para método
colorimétrico). Su principal inconveniente es la fuerte interferencia con
hemoglobina, por lo que no es adecuado para cuantificar muestras que presentan
hemdlisis(Martinez-Subiela et al., 2005).

Recientemente se ha descrito la aplicacién y validacién en perro de un
método inmunoturbidimétrico disefiado para Hp humana (Tecles et al., 2007).
Este ensayo presenta buenos resultados con una imprecision inferior a 5 % y una
alta sensibilidad (LoD = 0,012 mg/mL). Se utiliza como calibrador un suero de
perro, pero asignandole el correspondiente valor a partir del calibrador del método
de ftridelta. Y ademas presenta interferencia en las muestras hemolizadas,

infravalorando los valores de Hp.

No se han encontrado en la literatura datos de la validacion de ningun
ELISA para la Hp canina, solo se dispone de los datos aportados por las casas
comerciales para la comparacion de la idoneidad del ELISA desarrollado en esta

tesis, respecto a los previamente comercializados.
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Este ELISA ha sido disefado para determinar Hp canina en un rango
analitico de 4 a 130 ng/mL. Este rango es comparable con el de los kit ELISAS
que se encuentran comercializados especificamente para Hp canina; 7,81 — 125
ng/mL ALPCO, 1,95 — 125 ng/mL Innovative Research y GenWay, 1,5 — 100
ng/mL LSBioSciences, 20 — 313 ng/mL Novus.

El porcentaje de recuperacién dado para los ELISAS comercializados esta
en torno al 97 % (Novus), en el caso del ELISA desarrollado supone una mejora
respecto de esto ya que el porcentaje de recuperacion medio supera el 99 %
estando comprendido entre 96,6 — 102 %. Estos valores son comparables con el
ELISA GenWay.

Presenta una sensibilidad analitica (LoD = 0,9 ng/mL) mejorada respecto de
los datos aportados por la casa comercial para el kit ELISA comercializado por
APLCO (5 ng/mL) y en el mismo rango que el de GenWay (0,686 ng/mL) y Novus
(0,2 ng/mL).

La imprecision determinada en términos de porcentaje de coeficiente de
variacion intra e inter ensayo, sitta al ELISA desarrollado en una buena posicion,
con unos coeficientes intra ensayo menores del 5 % para los sueros estudiados,
lo que supone una mejora respecto del CV menor del 8 % citado por
LSBioSciences, Y unos coeficientes inter ensayo menores del 11 %, como

también se declara para el ELISA comercializado por Novus.

Ensayo turbidimético adaptado en placa para cuantificar CRP canina

Los antisueros anti CRP canina desarrollados en esta tesis fueron utilizados
para el desarrollo de un método inmunoturbidimétrico para la cuantificacion de la
CRP canina. Inicialmente los ensayos inmunoturbidimétricos desarrollados para
medicina humana, se han utilizado para la determinacion de CRP canina, debido
a la existencia de reactividad cruzada entre ambas especies, sin embargo este usi

presenta algunas limitaciones. El uso de calibradores humanos no permite una
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extrapolacién directa de los valores de CRP, problema que podria resolverse con
el uso de CRP de perro purificada. Ademas el uso de anticuerpos anti CRP
humano, requiere la validacién de cada lote de anticuerpo, debido a que la
reactividad con la proteina homéloga puede variar, lo que puede afectar a la
precision del ensayo. En los Uultimos afios se han desarrollado nuevos
inmunoensayos a partir de anticuerpos especificos de especie. La validacién del
método desarrollado por nuestro grupo demostré que se habia desarrollado un
método robusto y preciso que puede adaptarse faciimente a diferentes
analizadores clinicos, lo que porporciona una herramienta util para la

determinacion de eta proteina en la clinica veterinaria (Pifieiro et al., 2018).

Debido a que no todos los laboratorios disponen de un analizador
automatico, se realizd una validacion del método desarrollado adaptado a placa
microtiter, utilizando los mismos calibradores y las mismas condiciones. El rango
de trabajo para ambos ensayos fue el mismo, siendo el LoQ mas elevado para el
método adaptado a placa, respecto a la validacion con el analizador Olimpus
AU400 (3,3 mg/L de CRP para placa y 1,4 mg/L para Olimpus). No obstante el
valor de 3,3 mg/L es inferior al LoQ de otros inmunoensayos que utilizan
anticuerpos especificos de especie como Gentian o Life Assay (7 mg/L). Sin
embargo hay que tomar estas comparaciones con cautela debido a la falta de
armonizacion entre los diferentes ensayos comercializados. La imprecision del
método utilizando el analizador Olimpus AU400 fue menor que la obtenida para la
adaptacion en placa, esto puede ser debido a que con el uso de un analizador
automatico se elimina el error humano, no obstante los maximos CV intra e inter

ensayo obtenidos fueron 5,6 % y 5,4 %, respectivamente.

5.3 Respuesta de ITIH4 durante la fase aguda

Como es bien sabido la respuesta de las PFAs presenta diferencias entre

especies. Uno de los objetivos de esta tesis ha sido determinar si, al igual que
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sucede en otras especies estudiadas, la ITIH4 se comporta como proteina de

fase aguda en el perro.

A lo largo de esta tesis se han caracterizado los valores de concentracion
de ITIH4 en diferentes modelos experimentales, lo que nos ha permitido evaluar
su comportamiento como proteina de fase aguda en la especie canina. En primer
lugar, se ha determinado su concentracién en muestras de suero obtenidas de
animales sometidos a dos tipos de cirugia mayor: OVH y mastectomia. Se
eligieron como modelo inflamatorio debido a la intensidad de la respuesta de fase
aguda que se ha visto en otros modelos experimentales con animales sometidos
a cirugia mayor (Conner et al., 1988; Garcia-Gil et al., 2010; Kjelgaard-Hansen et
al., 2013). Posteriormente pudieron evaluarse los valores de esta proteina en
perras afectadas por piometra, una de las enfermedades mas importantes que
afectan a perras en edad fértil y que genera una importante reaccién inflamatoria
(Dabrowski et al., 2007). Finalmente, pudo evaluarse la cinética de la ITIH4 en
sueros de perro infectados experimentalmente con L. infantum. Para realizar un
estudio comparativo y como control de la presencia de una respuesta de PFAs, a
su vez se han medido en las mismas muestras, y con los métodos desarrollados
en esta tesis, CRP (principal proteina de fase aguda en perro), Hp y/o GPA
(descritas como PFAs moderadas). Los resultados obtenidos permiten concluir

que la ITIH4 es una proteina de fase aguda moderada en la especie canina.

La determinacion de ITIH4 en animales sometidos a cirugia permitio
determinar por primera vez que esta proteina se comporta como proteina de fase
aguda positiva en la especie canina. En este estudio se analizaron muestras del
mismo animal obtenidas inmediatamente antes (control) y 24 horas tras la cirugia,
en dos tipos de cirugia: ovaristectomia (OVH) y mastectomia (Mast). En ambos
casos se observo un aumento medio en la concentracién de ITIH4 de 4 veces el

valor previo a la cirugia.

Los valores de concentracién de CRP obtenidos antes de ambas cirugias
entran dentro del rango de valores previamente descritos en animales sanos

(Ceron et al., 2005), menos de 10 mg/L (Figura 26) y también dentro del rango de
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valores aportados en esta tesis (apartado 4.4). Los animales que fueron
sometidos a OVH eran animales clinicamente sanos sometidos a esterilizacion
quirurgica. Aunque los perros sometidos a mastectomia, eran animales que
presentaban tumores, la presencia de estos no resultdé en un aumento de los
niveles de CRP y estos se mantuvieron similares a los del grupo control sometido
a OVH (animales sanos, valores obtenidos inmediatamente antes de la cirugia).
Nuestros resultados estan de acuerdo con estudios previos en perras con
neoplasias mamarias, que han mostrado que solamente se encuentran
incrementos significativos de CRP en animales con metastasis o con un tamano
de tumor superior a 5 cm y con ulceracion (Planellas et al., 2009; Tecles et al.,
2009). En el presente trabajo, el resultado anatomopatolégico de los tumores
analizados tras la mastectomia revelé que el tamafio de estos no era superior a
dos cm y en ningun caso se encontré invasion en los vasos linfaticos ni
metastasis en los ndédulos. Tampoco se observaron diferencias en los niveles de
Hp o GPA pre cirugia entre el grupo OVH y Mast. A diferencia de nuestro estudio
Planellas et al., (2009), encontraron diferencias significativas entre perros con
tumores y animales control para los niveles de Hp, aunque el rango de valores en
ambos grupos se solapaba considerablemente. Como también muestran nuestros
resultados, no se han encontrado diferencias significativas en los valores de GPA
para animales sanos y animales con tumores mamarios en otros estudios (Yuki et
al., 2011), excepto en adenocarcinomas mamarios, pero como ocurre con la Hp,
los valores encontrados en este tipo de tumores mamarios se solapan con los
controles. Ademas en nuestro estudio el Unico animal que presentaba
adenocarcinoma complejo, mostré un valor de GPA similar al valor medio
obtenido tanto para el grupo control OVH y grupo control Mast (valor individual de
GPA para animal con adenocarcinoma complejo 0,250 mg/mL). Como sucede
para CRP, Hp y GPA, los valores de ITIH4 en los dos grupos controles de ambas

cirugias no mostraron diferencias significativas.

Como corresponde a una proteina de fase aguda principal, la concentracién
de CRP muestra un aumento destacado en las muestras de suero obtenidas 24

horas después de OVH o mastectomia (Figura 26), confirmando que ambas
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cirugias desencadenan una respuesta de fase aguda de gran magnitud. En los
animales sometidos a OVH la CRP alcanza niveles de concentracion de 109,1 +
58,7 mg/L, 24 horas tras la cirugia. Estos valores son similares a los encontrados
en un estudio anterior en el que se evalud la respuesta de las PFAs en perras
sanas sometidas a OVH (Dabrowski et al., 2007), donde el valor medio (media +
SD) de CRP a las 24 horas tras OVH fue de 103,8 + 65,2 mg/L CRP. El
incremento observado en nuestro estudio tras la mastectomia fue incluso mayor:
189,6 + 102,6 mg/L (media = SD, que representa un aumento medio de al menos
32 veces respecto a los valores pre cirugia). Ambos son incrementos muy
elevados, sin embargo en otros estudios ha llegado a mostrar aumentos de CRP
de hasta 95 veces el valor inicial tras un proceso quirdrgico (Conner et al., 1988).
En el presente estudio, el incremento exacto no se pudo determinar debido a que
algunos de los valores de CRP obtenidos antes de las cirugias fueron inferiores al
LoQ establecido para el método que se utilizo, la IR, en este caso dichos valores
fueron igualados al LoQ (6 mg/L). La magnitud del incremento de CRP no es igual
en los diferentes procesos inflamatorios que se han monitorizado en esta tesis, tal
y como se mostrara mas adelante, esto es debido a que la magnitud de la
respuesta inflamatoria por parte de las PFA y en concreto de la CRP tras cirugia
se considera que puede estar relacionada con el grado de trauma que la

desencadena (Kjelgaard-Hansen et al., 2013).

En el caso de la ITIH4 la concentracion aumenté de forma similar en ambas
cirugias (incrementos de 4 veces los valores iniciales), por lo que la ITIH4 actua
como PFA en el perro. El aumento de la Hp, que se considera una proteina de
fase aguda moderada en esta especie (Ceron et al., 2005), fue inferior (3 veces
los valores iniciales para Mast, y 1,8 veces para OVH). Los resultados obtenidos
24 h tras OVH estan de acuerdo con los mostrados por Dabrowski et al., (2007),
donde los valores de Hp en perras sanas tras esta cirugia mostraban niveles
elevados al tercer y quinto dia tras la cirugia, con unos incrementos respecto del
tiempo inicial de 2 y 2,6 veces, respectivamente. La respuesta de GPA a las 24
horas tras la mastectomia es comparable a la que presenté la ITIH4, en cambio

en el caso de la OVH el aumento de la GPA fue menor, 1,5 veces. Los resultados
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obtenidos en este estudio para la GPA, muestran diferencias respecto a un
estudio previo donde los valores de esta proteina no presentaron aumentos

significativos tras la OVH a lo largo del tiempo (Hayashi et al., 2001).

De acuerdo con estos resultados la ITIH4 podria considerarse una proteina
de fase aguda moderada en la especie canina. Este modelo experimental, aunque
muy interesante porque permitié obtener muestras del mismo animal como control
previo a la induccién de la inflamacion, tiene sin embargo la limitacion de que no
se pudo disponer de muestras a un tiempo mayor tras la cirugia. Para poder
determinar de forma conclusiva si la ITIH4 es una proteina de fase aguda
moderada, o por el contrario, puede presentar aumentos superiores a 10 veces y
considerarse una proteina de fase aguda principal, seria necesario determinar la
evolucién de la concentracion a mayor tiempo, para determinar el pico de maxima
induccion. Especialmente teniendo en cuenta que el aumento mostrado a las 24
horas es superior al observado para la Hp o GPA, en este y otros estudios

mencionados con anterioridad.

El corto periodo de tiempo estudiado también podria explicar la ausencia de
diferencias entre OVH y mastectomia en los niveles de ITIH4 y Hp,
contrariamente a lo que ocurre con los niveles de CRP canina. Esto puede ser
debido a la cinética mas rapida que, como proteina de fase aguda principal
presenta la CRP, en comparacion con las PFAs moderadas, que suelen presentar

el valor maximo a partir de las 48 horas.

Debido a que en el estudio de las cirugias solo se pudo disponer de
muestras posteriores a las 24 horas post cirugia, no ha sido posible concluir si el
maximo aumento de ITIH4 se produce después de este tiempo y podria ser
superior. Para tratar de determinar los valores de concentracion que ITIH4 puede
alcanzar durante la respuesta de fase aguda se evaluaron otros modelos (ver
apartados siguientes). Las muestras de animales afectados por piometra, no
consistieron en muestras de infeccion experimental sino que eran muestras de
pacientes, por lo que reflejarian diferentes momentos de la enfermedad,

correspondiendo a diferentes tiempos respecto el inicio de la infeccién, por lo que
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podriamos encontrar un mayor rango de valores de ITIH4. Los valores de CRP
obtenidos en este estudio indican que en estos pacientes se induce una respuesta
inflamatoria muy fuerte, incluso para algunos animales, mayor que la determinada
en los procesos de cirugia. Tal y como se discutira mas adelante, en este estudio
(perras afectadas por piometra) se han encontrado los maximos valores de ITIH4
determinados a lo largo de la tesis. El valor promedio de esta proteina en estos
animales ha sido de 1,02 + 0,38 mg/mL. Sin embargo, el incremento de este valor
respecto del grupo control fue comparable a los que muestra esta proteina tras
cirugia, mientras que el aumento experimentado por la Hp en las mismas
muestras fue superior (7 veces respecto el grupo control). No obstante esta parte
del estudio tiene la limitacion de que los controles no son del mismo animal, como

en el caso de cirugia.

Finalmente, la cinética de la ITIH4 ha podido evaluarse en los animales
infectados con L. infantum ya que fueron monitorizados desde las primeras horas
post infeccion, concretamente a las 24, 48 horas y 1 semana tras la infeccion.
Tras la infeccion experimental con L. infantum, la ITIH4 muestra una cinética mas
lenta que la CRP, y unos incrementos moderados produciendo una respuesta
inflamatoria caracteristica de una proteina de fase aguda moderada (Figura 30).
Tras la inyeccion el pico maximo de ITIH4 observado a las 48 horas aumenta dos
veces respecto del tiempo inicial, en cambio el aumento observado en la CRP a
las 24 horas es superior a 13 veces respecto del inicial. La evolucién temporal de
esta proteina, similar a la de la Hp comparada con la evolucion que presento la

Hp en las mismas muestras, evidencio su caracter como PFA moderada.

La ITIH4 se comporta como PFA en todas las especies estudiadas hasta el
momento, sin embargo la magnitud del cambio experimentado difiere de unas a
otras. En cerdos ITIH4/Pig-MAP se considera proteina de fase aguda principal. En
diferentes estudios se ha visto que esta proteina aumenta puede aumentar mas
de 10 veces respecto de sus valores iniciales tras diferentes procesos de fase
aguda, como la inflamaciéon inducida mediante la inyeccion por aceite de
trementina o infecciones bacteriana (Gonzalez-Ramon et al., 1995; Heegaard et

al., 1998). Pig-MAP generalmente alcanza los valores maximos a los 2 — 4 dias
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después del estimulo que desencadena la respuesta de fase aguda. Un patron
similar ha sido observado para la ITIH4 bovina en animales tras infeccion
experimental bacteriana en la que los animales desarrollaron mastitis (Pifieiro et
al., 2004), la concentracién de ITIH4 en suero aumentd de 3 a 4 veces en el suero
de vacas con una mastitis clinica moderada y de 6 a 12 veces en vacas con una
mastitis clinica severa, alcanzando el pico maximo a las 72 horas tras la infeccién
bacteriana. En cambio estos aumentos, respecto de un grupo control, fueron
menores en animales infectados de manera natural y afectados por mastitis
subclinica, tanto en suero como en leche (1,5 y 2,5 veces, respectivamente)
(Soler et al., 2018). En humanos solo se observé un aumento moderado de ITIH4,
de 1,4 a 3 veces, en pacientes tras diferentes procesos de fase aguda como
infarto de miocardio, angina de pecho o cirugia programada (Pifieiro et al., 1999).
ITIH4 también es una PFA en rata y ratdon, aunque en estas especies no se
dispone de datos cuantitativos sobre la magnitud del cambio en su concentraciéon

sérica (Gonzalez-Ramon et al., 1995; Daveau et al., 1998; Duan et al., 2005).

5.4 Niveles de PFA en perras afectadas por piometra

La piometra es la principal enfermedad que afecta a perras en estado fértil.
El diagnéstico y la deteccidon de animales afectados por piometra es importante y
decisivo en los casos de piometra cerrada, ya que debido a la ausencia de
descargas purulentas su diagnostico no es evidente. Ademas este tipo de
afeccién es extremadamente grave, mucho mas que la manifestacion como
piometra abierta, debido a que la acumulacién de pus en el utero producido por la
propia infeccion bacteriana puede suponer un alto riesgo de intoxicacion
generando una inflamacioén sistémica que puede llevar a la muerte del animal.
(Hagman 2018). Como se ha comentado en la introduccion, el diagndstico de esta
afecciéon se basa en un diagnéstico diferencial en el que se incluye la historia
clinica del animal y un examen fisico-clinico y ginecoldgico. La determinacion de
variables inflamatorias y su seguimiento puede ser util para la deteccion temprana

de complicaciones y la deteccion del progreso de la inflamacién sistémica. En



Discusion

estudios previos se ha visto que esta afeccion tiene un componente inflamatorio
asociado con cambios en la concentracion de PFA como CRP, HP y SAA entre
otras (Dabrowski et al., 2013; Jitpean et al., 2014c).

Para evaluar los valores de ITIH4 en esta patologia, en el presente estudio
se incluyeron 11 animales diagnosticados como casos de piometra cerrada. Los
casos estudiados fueron seleccionados en base al historial médico, examen
clinico junto con el recuento de glébulos blancos y neutréfilos, vaginoscopia,
presencia de utero agrandado y presencia o no de quistes en ovarios y
endometrio. Finalmente la confirmacion del diagndstico se realizd mediante el
analisis histopatologico. Los animales seleccionados presentaban una respuesta
inflamatoria clara, como presentaron los valores del recuento de glébulos blancos
(Tabla 13). Ademas en la mayoria de los casos, el examen clinico reveld signos
frecuentes de la enfermedad como polidipsia, poliuria, falta de apetito,
deshidratacién, apatia, vomitos y color anormal de las membranas mucosas. El
grupo control, formado por 14 perras clinicamente sanas admitidas para
esterilizaciéon quirurgica de eleccion (ovariohisterectomia), no mostré sintomas de

inflamacion.

El valor medio de CRP encontrado en perras afectadas por piometra fue
elevado 147,5 £ 91,3 mg/L (media £ SD), comparable al obtenido tras las cirugias
en esta tesis. Ademas, en este modelo es donde se han encontrado los mayores
valores de concentracién de ITIH4 y Hp determinados en esta tesis. Los niveles
séricos de ITIH4 en los animales afectados por piometra son significativamente
mas elevados que en el grupo control (p<0,001), aunque el incremento medio fue
menor que el experimentado por la Hp (7 veces) y especialmente por la CRP, (26
veces, como corresponde a una PFA principal en perro). A pesar de que en
términos de incrementos el aumento de ITIH4 es menor que el experimentado por
CRP y Hp, la correlaciéon que presentan los valores de ITIH4 con los valores de

CRP y de Hp es elevada, con un valor de rho de 0,81 y 0,79 respectivamente.

Unicamente un animal afectado por piometra presenté un valor de ITIH4

que se solapaba con el rango de valores encontrado para el grupo control del
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presente estudio. En el caso de CRP y Hp, ningun animal del grupo piometra
mostrd valores de concentracion por debajo del maximo valor encontrado para el
grupo control, siendo 11 mg/L para CRP y 1,4 mg/mL para Hp. Si consideramos
los rangos determinados para estas proteinas en animales sanos (apartado 4.4),
unicamente el total de los valores de CRP determinados en el grupo de animales
afectados por piometra se encuentran por encima de este valor. En el caso de Hp
e ITIH4, algunos de los animales afectados por piometra mostraron valores muy
préximos o incluidos dentro de los valores de referencia (2,3 y 2,5 mg/mL de Hp y
valores por debajo de 0,47 mg/mL para ITIH4). Por tanto la CRP, seria el
marcador de eleccion a la hora de evaluar la inflamacién en pacientes afectados

por piometra, si lo comparamos con ITIH4 o Hp.

Estudios previos han demostrado la utilidad de las PFA para monitorizar el
periodo post cirugia y detectar de forma rapida la aparicion de complicaciones
(Dabrowski et al., 2007; Dabrowski et al., 2009). En los animales que evolucionan
correctamente los valores de las PFA disminuyen de forma progresiva, pero en
los animales con complicaciones los valores de CRP y SAA aumentaron a los 4
dias tras la cirugia y los de Hp se mantuvieron elevados. Cabe destacar que,
hasta el momento el unico tratamiento eficaz en esta enfermedad consiste en la

practica de ovariohisterectomia (Hagman 2018).

Por otra parte otros autores han puesto de manifiesto su utilidad en el
prondstico de la enfermedad. Se ha demostrado que las concentraciones de CRP,
SAA y Hp difieren de acuerdo al tipo y la severidad de piometra, siendo los
valores de estas mayores en animales afectados por piometra cerrada que los
que presentaban los casos de piometra abierta (Dabrowski et al., 2013),
coincidiendo con una mayor la severidad de los signos clinicos. Ademas se han
visto diferencias en los valores de CRP entre perras con piometra y perras con
hiperplasia endometrial quistica (HEQ) (Enginler et al., 2014), siendo mayores los
valores de esta proteina en piometra. Esto puede ser util ya que ambas, HEQ y
piometra, son dificiles de distinguir clinicamente debido a que en ambas se

produce la acumulacion de fluido.
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En varios estudios llevados a cabo, se ha puesto de manifiesto que un alto
porcentaje de las perras con piometra presentaban sindrome respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) o sepsis (Fransson et al., 2007). Los valores de
CRP, se han visto asociados con un aumento de la mortalidad en perros con
episocios de SIRS y sepsis (Gebhardt et al., 2009). En animales con sepsis
ocasionada por piometra, y con una hospitalizacién prolongada tras la cirugia
también se ha encontrado una asociacion con la CRP (Franson et al., 2007). En
cambio la asociacion de esta proteina con la presencia de sepsis, asi como con la
incidencia de la enfermedad en largos periodos de hospitalizacién no ha podido
ser confirmada en estudios posteriores, en los que si se encontré una relacion
entre los valores de SAA y la presencia de sepsis ocasionada por piometra
(Jitpean et al., 2014a; Jitpean et al., 2014b). En estos casos la determinacion de

otras PFAs quiza podria contribuir a un mejor diagnéstico.

5.5 PFAs como biomarcadores en L. infantum

Leishmania infantum es el principal causante de la leishmaniosis visceral
tanto canina como humana, y la especie canina juega un papel importante como
reservorio. Ademas constituye un serio riesgo de infeccién, particularmente para
pacientes inmunocomprometidos (Badaro et al., 1986). Se ha observado aumento
de las concentraciones de PFAs, concretamente de la CRP, en casos de
leishmaniosis visceral en humanos, asi como su remision hasta valores normales
durante el tratamiento de la enfermedad (Wasunna 1995; Singh 1999), sugiriendo
el uso de estas proteinas como marcadores minimamente invasivos para
monitorizar la enfermedad. En perros se ha visto que Lcan genera una respuesta
inflamatoria caracterizada por variacion en las PFA, con aumentos en CRP,
ferritina sérica y Hp, en animales infectados tanto de forma natural como
experimentalmente (Martinez-Subiela et al., 2002; Sasanelli et al., 2007; Martinez-
Subiela et al., 2011a; Martinez-Subiela et al., 2014).

Es importante detectar la infeccidn en animales en estadios tempranos para
poder controlar la transmision entre perros y de perros a humanos. En diferentes

estudios realizados en areas donde la enfermedad es endémica, se ha
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confirmado que la prevalencia de la infeccion en perros (de un 63 a un 80 %,
determinada mediante la deteccién del parasito por PCR), es mucho mayor que la
proporcion que realmente desarrolla la enfermedad sintomatica, por lo que esta
poblacion de animales asintomaticos constituye un reservorio oculto de la
enfermedad (Solano-Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004). La confirmacion
estandar actual para Leishmania visceral se realiza a partir de una biopsia de
bazo o aspirado de médula 6sea, una técnica muy invasiva que no puede
repetirse con frecuencia (Kip et al., 2015). Martinez-Subiela et al., (2011a)
observaron un aumento en la concentracion de las PFAs en animales infectados
que todavia no habian desarrollado la enfermedad, lo que ha llevado a pensar
que la determinacion de las PFA, método minimamente invasivo aunque no
especifico, junto con test especificos de Leishmania, podria ayudar en la

deteccién temprana de la enfermedad.

En el presente trabajo, en un primer estudio preliminar se determinaron los
valores de PFA en sueros de animales infectados experimentalmente con
Leismania infantum, un afio después de la infeccién, y en animales no infectados
que sirvieron como grupo control. La infeccidn por L. infanfum resulté en
aumentos significativos aunque moderados de los valores de CRP. La
concentracion en los sueros de los cinco animales infectados fue de 26,3 + 21,1
mg/L de CRP (media £ SD), al menos 5 veces mayor de la que se encontré en los
animales control no infectados. Estos valores son superiores a los encontrados
por Sasanielli et al., (2007) (17,5 £ 3,0 mg/L CRP), en animales infectados de
manera natural por L. infantum y que presentaban sintomatologia compatible con
la enfermedad, y similares a los encontrados por Martinez-Subiela et al., (2003)
(27,2 £ 9,3 mg/mL y 28,5 + 10,2 mg/L de CRP) en el mismo tipo de animales. Sin
embargo los valores de CRP determinados en un estudio anterior de los mismos
autores (Martinez-Subiela et al., 2002), también en animales infectados de forma
natural, fueron mas elevados (65,3 + 55,1 mg/L en animales sintomaticos y 30,8 +
37,9 mg/L en los que no presentaron sintomatologia, representando un
incremento de respectivamente 30 y 15 veces el valor determinado en los

animales control, superior al observado en nuestro estudio). A la hora de
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comparar los diferentes estudios, ademas del tamafio de muestra (en nuestro
estudio solo hay 5 animales infectados de los cuales tres presentan
sintomatologia), es importante tener en cuenta que los valores individuales de
CRP pueden no ser comparables con los nuestros, puesto que se utilizan
diferentes métodos de medida, y no existe una armonizacion de los métodos
analiticos. Sin embargo nuestros resultados son similares en cuanto a que los
animales con sintomatologia también presentaron valores de CRP superiores a
los asintomaticos (aumento de 2,5 veces respecto del valor de los animales no

infectados para los asintomaticos y de 7 veces para los sintomaticos).

La ITIH4 también aumenté en los animales infectados por Leishmania
respecto a los animales control, este aumento se vio tanto en suero (3 veces la
concentracién de proteina) como en higado (4 veces el mMRNA). Curiosamente en
este caso la diferencia de la ITIH4 con la CRP, en cuanto a la magnitud del
aumento en suero frente a los animales control, no es tan grande como en otros
modelos estudiados en esta tesis, como la cirugia o la piometra. Ademas como
ocurre con la CRP, los valores encontrados para ITIH4 en animales que no
muestran sintomatologia clinica (valores desde 0,246 hasta 0,353 mg/mL de
ITIH4) no se solapan con los que se encuentran en los animales que si la
muestran (valores desde 0,429 hasta 0,851mg/mL de ITIH4). Esto no ocurre con
la Hp, donde los valores entre los animales sintomaticos y asintomaticos se
solapan (Tabla 15). La Hp presenta ademas un aumento muy moderado en los
animales infectados respecto el control de animales no infectados (1,5 veces). En
el estudio anteriormente citado de Martinez-Subiela et al., (2002) los valores de
Hp en los animales infectados presentaron un aumento en el valor de
concentracion respecto de los animales no infectados, mucho mayor que el
encontrado en esta tesis (5 veces, tal y como indican los autores), no mostrando
diferencias entre animales sintomaticos y asintomaticos. La GPA no parece
comportarse como buen indicador para diferenciar animales infectados de los no
infectados con L. infantum, debido a la ausencia de diferencias en los valores de
esta proteina entre ambos grupos (Figura 28). No se han encontrado datos en la

literatura referentes a esta proteina en infeccion por L. infantum.
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La metodologia utilizada por los diferentes autores de los estudios
anteriormente citados, para determinar CRP y Hp es diferente a la usada en esta
tesis, tal y como se ha comentado anteriormente no es posible una comparacion
directa de los valores individuales de las proteinas determinadas con los nuestros,
aunque la comparativa en términos de incrementos ponen en evidencia las
diferencias encontradas, tanto en los valores de CRP como en los de Hp, entre
los resultados de los citados estudios y los mostrados dentro de este trabajo. Si
bien es cierto que en varios de los estudios indicados (Martinez-Subiela et al.,
2002; Martinez-Subiela et al.,, 2003; Sasanielli et al., 2007) aun utilizando la
misma metodologia para la cuantificacion de CRP, los valores mostrados para los
animales infectados con manifestaciones clinicas en los diferentes estudios varian
sustancialmente. Una posible explicacién para esas diferencias, puede ser debida
a que son estudios en los que los animales estan infectados de forma natural, y
los valores de CRP han sido determinados a diferentes tiempos de la infeccion.
Tal y como ponen de manifiesto Martinez-Subiela et al., (2011b) y esta tesis en el
estudio que comentaremos a continuacion (apartado 4.3.3.2), los valores de CRP

no se mantienen constantes a lo largo de la infeccion.

De cara a evaluar la evolucion de las diferentes PFAs estudiadas en esta
tesis, y en particular la ITIH4, se ha realizado un segundo estudio en el que se ha
podido monitorizar a lo largo del tiempo la respuesta de CRP, ITIH4 y Hp en
animales infectados experimentalmente con L. infantum. La toma de muestra se
realizé a diferentes tiempos tras la infeccion: 24 y 48 horas, 1 semana, 2, 3, 4, 6,
8, y 10 meses. De acuerdo con la informacién de que disponemos, este es el
primer estudio en el que se determina la evolucién de las PFA en el periodo
inmediato post infeccion con L. infantum. En las horas siguientes a la infeccion
pueden verse cambios significativos en los niveles de PFA, que ponen de
manifiesto la existencia de una respuesta inflamatoria elevada asociada a la
infeccion. Esta respuesta se caracterizé por un pico maximo de CRP a las 24
horas, que alcanzé un valor promedio de 82 mg/L, para después disminuir de
forma progresiva hasta alcanzar los niveles de pre-infeccion. La evolucion

temporal de la ITIH4 en los primeros dias tras la infeccion es similar a la que
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presenta la Hp. Ambas proteinas presentan cinéticas propias de PFAs
moderadas, retrasando la aparicion del pico a partir de las 48 horas y
manteniéndolo hasta una semana, similar a como se ha visto para Hp en trauma
quirurgico (Conner et al., 1988). Cabe destacar que se ha encontrado una gran
variabilidad entre la respuesta individual de cada animal y también entre las
diferentes PFA frente a la infeccién. El aumento experimentado por CRP se
asemeja al que se observa tras la infeccidbn experimental con Leptospira
interrogans (Caspi et al., 1987), ademas en ambos casos se refleja la variabilidad

de la respuesta de cada animal.

Es sabido, que tras la picadura del flebétomo se produce una reaccion
inflamatoria local en la que intervienen las células dendriticas, linfocitos Ty B y
macrofagos (Teixeira et al., 2006). Los receptores fagociticos de tipo TLR de
estas células inician la respuesta inmunitaria innata tras reconocer los patrones
PAMP del parasito. Debido a que los parasitos son también eucariotas, los TLR
que reconocen PAMP parasitarios presentan un umbral de activacion superior a
los que reconocen otros patégenos como bacteria y virus, de manera que el
huésped infectado puede soportar altas cargar parasitarias hasta que se activa su
respuesta innata. Tras la activacién de linfocitos, células dendriticas y macréfagos
se produce una cascada de citoquinas que inducen el reclutamiento de nuevos
macrofagos y células NK, las cuales inician la respuesta innata para combatir los
parasitos en el lugar de la infeccion (Teixeira et al., 2006). Una fagocitosis rapida
es clave para la supervivencia del parasito, debido a que en el interior de los
macrofagos Leishmania es capaz de sobrevivir y multiplicarse gracias al
desarrollo de mecanismos de evasién de la respuesta inmune (Sacks et al.,
2002).

La respuesta inmune que desarrolla el perro es clave en el curso de la
infeccidon por L. infantum, ya que de ella dependen las manifestaciones clinicas
que se pueden observar: infeccion subclinica, enfermedad moderada o leve, o
enfermedad muy grave. Los factores mas importantes que hacen que un perro
avance hacia el control de la infeccion o hacia la enfermedad clinica son el

sistema inmunitario y la base genética, aunque también pueden influir la edad, el
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sexo, el estado nutricional de perro, la virulencia de la cepa y la carga parasitaria
en el perro infectado, asi como la presencia de infecciones previas o

enfermedades concomitantes (Villanueva 2013).

En términos generales la respuesta de las PFA observada en nuestro
estudio varia mucho de un animal a otro, y los aumentos maximos no siempre
suceden al mismo tiempo para cada animal. En otros estudios, en los que se
evalud la evolucion de estas proteinas en animales infectados y sometidos a
tratamiento farmacoldégico para combatir la infeccién, se observo la misma
disparidad en la respuesta individual de las PFA para cada animal, asi como la
variabilidad en la respuesta entre las diferentes PFAs (Martinez-Subiela et al.,
2003; Sasanelli et al., 2007).

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron diferencias con un
estudio anterior (Martinez-Subiela et al., 2011b), en el que CRP, SAA y Hp fueron
monitorizadas de forma mensual tras la infeccion experimental con L. infantum.
En el mencionado estudio, los autores afirman que aumentos significativos de
CRP, Hp y SAA se anticipan a la aparicion de una sintomatologia clinica
moderada. Segun los autores los sintomas clinicos aparecen a los 4 meses en
todos los animales, y los aumentos maximos de estas PFA se hacen evidentes a
los 2 meses tras la infeccion. En el estudio que se muestra en esta tesis, la
evolucién de los valores de CRP, exceptuando el pico anteriormente mencionado
debido a la primera fase de la infeccidbn, muestra un aumento que se hace
significativo a los 8 meses tras la infeccién. Este pico alcanza un valor medio de
54,78 mg/L y supone un aumento de al menos 9 veces el valor inicial de CRP. Se
observa por tanto en nuestro estudio la aparicion de un pico mas tardio, pero con
un mayor incremento que el observados en el estudio de Matrinez-Subiela et al.,
(2011b). En el caso de la Hp, es nuestro estudio vemos la aparicion de un
aumento significativo a los 3 meses, y un aumento maximo a los 10. Ademas la
aparicién de los sintomas no se produce por igual en todos los animales y
tampoco con la misma prevalencia. Aunque son animales de la misma edad y
raza, la carga parasitaria utilizada por Martinez-Subiela et al., para la infeccion es

8 veces superior a la usada en el modelo experimental incluido en esta tesis, por
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lo que es de esperar que la evolucion de la infeccion y por lo tanto el desarrollo de
la enfermedad no sea igual en ambos estudios. Ademas cabe destacar que puede

que la capacidad infectiva de la cepa no sea la misma.

Hasta la fecha, la aplicacién clinica de la medida de las PFA en pacientes
con Leishmania, se ha enfocado principalmente hacia su uso en la monitorizaciéon
de la evolucion frente al tratamiento, que se evidenciaria mediante una
disminucion de la concentracion de PFA positivas y un aumento de la
concentracién de PFA negativas (Martinez-Subiela et al., 2003; Martinez-Subiela
et al., 2016) Martinez-Subiela et al., 2016). Hecho que también se ha demostrado

en humanos con Leishmaniosis visceral (Wasunna et al., 1995).

El grupo del Profesor Cerdon de la Universidad de Murcia, en un reciente
trabajo recopilatorio, propone una posible clasificacion de los pacientes infectados
por Leishmania canina de acuerdo a la presencia de sintomatologia clinica y
valores de PFA, en particular CRP vy ferritina, que facilitaria el tratamiento y el
seguimiento de los animales (Ceron et al., 2018). El primer grupo segun estos
autores, estaria caracterizado por una ausencia de sintomas clinicos y un rango
de CRP y ferritina dentro de los valores normales. Englobaria animales infectados
pero resistentes al desarrollo de sintomas clinicos, 0 que no han desarrollado
todavia RFA, o aquellos que han respondido bien al tratamiento. Los animales de
este grupo deberian ser monitorizados pero no necesariamente tratados. Un
segundo grupo, incluiria los animales que muestran cambios moderados de estas
PFAs, pero no sintomatologia clinica, pudiendo presentar o no anormalidades en
el recuento de células blancas, o en el perfil bioquimico. En estos casos un
aumento de las PFAs podria indicar riesgo de desarrollo de la enfermedad. Sin
embargo hay que tener en cuenta que en algunos casos el aumento podria no ser
debido al empeoramiento de la infeccion por Leishmania, sino a otras causas,
como ofras infecciones, neoplasia o traumna, por lo que los animales en este
grupo deberian ser cuidadosamente diagnosticados y tratados contra la verdadera
causa que les esta generando un aumento de las PFAs. Y por ultimo un tercer

grupo incluiria a aquellos animales que muestran sintomas de la enfermedad y



Discusion

cambios en la concentracion de CRP vy ferritina. En este grupo la severidad de la

enfermedad podria evaluarse en funcién del aumento de dichas proteinas.

En el trabajo realizado por dichos autores no se contempla la presencia de
sintomas clinicos pero la ausencia de aumento de PFA, tal y como ocurre para
algunos de los animales que se han evaluado en esta tesis. Seria interesante
estudiar si existe alguna relacién entre la ausencia de una respuesta de PFAs y la

evolucion de la enfermedad en estos animales.

En el resultado y la evolucion de la infeccién con Leishmania, la respuesta
mediada por los linfocitos T CD4 se considera importante. La respuesta celular
Th1 mediada por estos linfocitos se ha asociado con la inmunidad protectora,
mientras que la respuesta humoral Th2 se ha asociado con el progreso de la
enfermedad (Baneth et al., 2008). La leishmaniosis canina frecuentemente esta
asociada a una respuesta humoral marcada, la cual no es protectora. Los niveles
de anticuerpos anti Leishmania detectados en animales sintomaticos son mayores
que los detectados en animales asintomaticos, estableciendo una asociacion
entre esos niveles y el estado clinico de la enfermedad (Baneth et al., 2008).
Estudios previos han asociado a la Hp un papel en el balance de la respuesta
inmunitaria, favoreciendo la activacion de una respuesta celular (tipo Th1), frente
a la activacion humoral (Th2) (Arredouani et al., 2001; Arredouani et al., 2003),
por lo que podria haber una relacion entre la intensidad de la respuesta de PFA,
particularmente de Hp y el desarrollo de la enfermedad. En nuestros datos se
podria intuir esa relacién ya que los dos animales (animal 6 y 7) que mayor
aumento de Hp mostraron a las 48 horas tras la infecciéon (mayor de tres veces)
no mostraron titulos elevados a lo largo de todo el periodo monitorizado (Figura
30y Figura 33).

Por otra parte, en nuestros resultados, se ha encontrado una correlacion
positiva entre los valores de CRP y las titulaciones de anticuerpos obtenidas por
IFI y ELISA (0,52 y 0,54, respectivamente), al igual que en el caso de la ITIH4
(0,56 y 0,58, respectivamente). Sin embargo la Hp mostrdé una correlacion baja

(0,36 y 0,34). Recientemente se ha publicado un estudio en el que se relaciona la
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concentracion de CRP y Hp con el titulo de anticuerpos frente a Leishmania
(Cantos-Barreda et al., 2018). En dicho estudio no se encuentran diferencias entre
los valores de CRP y Hp al separar animales en positivos o negativos a la
infecciébn de acuerdo a los valores de titulos establecidos, sin embargo si se
observa una asociacion de niveles elevados de PFAs con altos titulos de
anticuerpos en suero determinados mediante TR-IFMA para la CRP, pero no para

la Hp.

5.6 Niveles de referencia de las PFAs

A partir de las muestras analizadas en este estudio, correspondientes a
animales sanos, se han establecido unos rangos de referencia para las PFA
estudiadas, que puedan servir como una primera aproximacion a los que serian
los niveles de basales en condiciones normales. En el caso de ITIH4 serian los
primeros valores descritos en la literatura, puesto que esta proteina se cuantifica
por vez primera en esta tesis, y en el caso de las restantes PFA nos permitirian
disponer de unos valores de referencia asociados a los métodos analiticos
desarrollados, dada la disparidad de valores recogidos en la literatura para, por

ejemplo la Hp.

El rango de valores de referencia establecido para la CRP fue de 1 a 11
mg/L, este rango de valores estaria incluido en los rangos establecidos para esta
proteina por diversos autores (revisado en Ceron et al., 2005). De la misma forma
que se ha indicado previamente (Yamamoto et al., 1994), no se han visto
diferencias entre los valores de CRP relacionadas con la edad ni con el sexo de
los animales, y tampoco entre Beagles y animales de otras razas. Respecto a la
variabilidad de la CRP en las diferentes razas, no se han encontrado datos en la
literatura. Sin embargo en el caso de la CRP los valores de referencia fisioldgicos
obtenidos para una poblacion de razas heterogénea indican una variabilidad no
relevante respecto al valor discriminante desde el punto de vista diagnéstico
(Yamamoto et al., 1994).
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Los mismos resultados en cuanto a la ausencia de diferencias dividas al
sexo o edad se han observado en nuestro estudio para la Hp, siendo el rango
establecido para esta proteina de 0,04 hasta 2,25 mg/mL. De la misma forma que
para la CRP, estos valores de Hp entran dentro de los rangos establecidos por
otros autores para animales sanos: de 0 a 3 mg/mL por Eckersall et al., (1999),
aunqgue son ligeramente mas amplios que los establecidos por otros autores (0,3
a 1,8 mg/mL)(Martinez-Subiela et al., 2004).

La concentracion de ITIH4 en los sueros de perro utilizados para establecer
de manera preliminar un rango de valores de concentracion para animales sanos
fue de 0,09 hasta 0,47 mg/mL. Esta concentracién de ITIH4, muestra valores
similares a los encontrados en terneros sanos (Pifeiro et al., 2004) o en humanos
(Pineiro et al., 1999), pero menor que los valores que los valores normales
encontrados para cerdos de diferentes edades (Pineiro et al., 2007b). A diferencia
de la CRP y la Hp, la ITIH4 mostré diferencias significativas entre el grupo de
Beagles y el resto de razas, mostrando el primero un rango de valores mas bajo
(de 0,09 a 0,40 mg/mL de ITIH4). A su vez estos animales presentaron diferencias
significativas entre machos y hembras, siendo el valor medio para machos mayor
que el encontrado para hembras (0,25 + 0,09 y 0,16 £ 0,07 mg/mL de ITIH4,
respectivamente), diferencias similares entre sexo se han visto para la Pig-MAP
en cerdos adultos procedentes de granjas comerciales (Pifieiro et al., 2007b). Sin
embargo no se han observado diferencias para la ITIH4 canina entre machos y
hembras en el grupo de animales que estaba compuesto por varias razas de
perros. En este grupo tampoco se vio una relacion entre los valores de ITIH4 y la
edad del animal. Las diferencias observadas en el grupo de Beagles pueden ser
debidas a que es un grupo homogéneo, todos los animales tienen la misma edad
(cachorros) y son animales que muestran el mismo origen genético. Sin embargo
en el otro grupo, tal y como se ha comentado estaba compuesto por animales
perteneces a diferentes razas e incluso por animales mestizos de diferentes

edades, por lo que es complicado evaluar el efecto de la edad y de la raza.

Las concentraciones de GPA mostraron diferencias significativas entre el

grupo de Beagles y el resto de razas, siendo mayor para los primeros, a diferencia
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de como ocurria en la ITIH4 y, a diferencia también, de los resultados obtenidos
por Yuki et al., (2010) quienes vieron que el valor medio de la GPA en Beagles
era significativamente menor que en perros mestizos. En el presente estudio no
se han encontrado diferencias en los valores de GPA entre machos y hembras en
la poblacién de Beagles, tal y como comentan algunos autores (Kuribayashi et al.,
2003; Yuki et al., 2010).

5.7 Niveles de PFA en perros alojados en centros de proteccién

animal. PFAs en la evaluacion del bienestar animal

Los centros de proteccion animal, tanto oficiales como privados, han
sufrido una evolucion en los dUltimos afos. A ellos llegan animales,
fundamentalmente perros, que bien son recogidos por los servicios municipales
de la via publica o son entregados por sus propietarios en los centros por
diferentes motivos. En cualquiera de los casos se establece una situacion nueva
en los animales, en mayor o menor medida afectada por las circunstancias de la
llegada al centro (persecuciones prolongadas en el tiempo, traumatismos, etc. ) y
las propias circunstancias del centro: n° de animales (hacinamiento),
caracteristicas de las instalaciones, caracteristicas del manejo y procedimientos
de trabajo, etc.. Todas estas circunstancias van a provocar una situacion de

estrés en los perros en mayor o menor medida.

Desde la Asociacidon Espafiola de veterinarios Municipales se ha
promovido la creacion, en el seno de AENOR, de un Comité Técnico de
Normalizacion, el 313, con el objetivo de crear una norma de calidad aplicable
para los centros de proteccion animal y residencias de animales de compania que
valore los aspectos relacionados con la sanidad y el bienestar animal. El
bienestar, entendiendo como tal la ausencia de enfermedad y de estrés, a dia de
hoy, en el ambito de los perros, no deja de ser una valoracion subjetiva, que
aunque sea realizada por personal cualificado y con amplia experiencia puede

tener, en algunos casos, un margen de error importante. Por este motivo, entre
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otros, es muy importante poder disponer de algun o algunos parametros de
referencia medibles, y por lo tanto objetivos, para valorar el estado de bienestar

de los perros en dichos centros.

La medida del cortisol como indicador del nivel de estrés ha sido estudiada
en animales alojados en centros de proteccion. Se ha visto que los valores de
cortisol aumentan cuando los animales se introducen en el chenil (Rooney et al.,
2007), sin embargo este metabolito parece estar relacionado con el estrés agudo
y no con el estrés de tipo cronico, ya que no se ha visto una relacion de los
niveles de cortisol y condicion de bienestar en animales alojados durante largo

tiempo, mas de dos afos, en los centros de proteccion (Cafazzo et al., 2014).

La medida de las PFA ha resultado un parametro util en la evaluacién del
bienestar animal, particularmente en animales de granja. En la especie porcina,
varios estudios han mostrado que el estrés asociado al transporte resulta en un
aumento de las PFA (Saco et al., 2003; Pineiro et al., 2007), y el aumento esta
relacionado con el estrés causado durante el transporte, siendo menor si los
animales se transportan en condiciones optimas (Pineiro et al., 2007). Los niveles
de PFAs no solo se ven afectados tras el transporte sino también como
consecuencia de la adaptacion a un nuevo ambiente y la manipulacién del animal
(Salamano et al., 2008), asi como en el hacinamiento de los animales (Marco-
Ramell et al., 2011).

Para evaluar el valor de las PFA como marcadores de bienestar animal en
la especie canina, en el presente estudio se ha determinado la concentracion de
tres PFAs canina (CRP, ITIH4 y Hp) en perros alojados en centros de proteccion
animal. Se ha evaluado la evolucién de cada una de estas proteinas en los
animales desde el momento de la llegada del animal al centro, a los 2-3 dias de
permanencia en el centro, a los 15 dias y un mes después de permanecer en el
centro. De esta manera se ha podido evaluar si los niveles de PFA se elevan
como consecuencia del internamiento del animal en el centro (marcador de
estrés) y la evolucion de los niveles de estas proteinas tras la entrada en el

centro.
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Un numero importante de los animales que llegaron a los centros de
proteccién (el 33 % del total) presentaron valores de CRP por encima de la
normalidad, algunos de ellos muy elevados llegando a superar los 80 mg/L de
CRP. Por ello los animales se englobaron en dos grupos: los que presentaban
una concentracion dentro del rango de referencia y los que presentaban una

concentracion por encima del rango de referencia.

Los valores de CRP mostraron una evolucién a lo largo de la permanencia
del animal en el centro. De manera general se ha visto que los animales que
llegaron a los centros con valores de CRP dentro de la normalidad, aumentaban
su concentracidén, mientras que los que llegaron con valores elevados, disminuian
hasta igualarse con los anteriores a partir de 15 dias de permanencia en el centro.
Analizando los valores de CRP del conjunto de todos los animales estudiados
(Figura 42) puede verse que la permanencia en el centro se asocia con valores de
CRP por encima de 11 mg/L, es decir, por encima del valor de referencia
asignado para esta proteina. Sin embargo, como se discutirda mas adelante,
existen diferencias en los niveles de CRP entre los centros estudiados, que
podrian asociarse a las condiciones de alojamiento del mismo, que se traduce en
un mayor o menor grado de bienestar del animal. A la vista de los resultados la
ITIH4 no parece ser tan buen indicador como la CRP para la monitorizacién de los
perros en los centros de proteccion, puesto que las variaciones observadas son
menores. Como corresponde a una PFA moderada la ITIH4, al igual que la Hp,
presenta una cinética mas lenta, y mantiene durante un periodo mayor los niveles
elevados. Sin embargo en el caso de la Hp el aumento observado tras el ingreso
en el centro de proteccion es mayor, y ya significativo a los a los 2-3 dias de la
llegada del animal al centro (animales con valores iniciales dentro de la

normalidad).

Un andlisis del valor medio de estas proteinas en cada uno de los centros,
determinado a partir de los 15 dias del ingreso del animal, muestra diferencias
entre centros, asociandose el valor mas alto de CRP (26 mg/L) y Hp (2,8 mg/mL)
al centro en el que los animales no comparten el chenil, no poseen comida dentro

del chenil, no pasean debido a la ausencia de voluntarios del centro, tampoco
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tienen zona de ejercicio comun y estan sometidos a estimulos auditivos fuertes,
préximos y permanentes. Mientras que el centro donde los animales pasean,
poseen comida dentro del chenil y no estdn sometidos a estimulos auditivos
presentan los valores de CRP mas bajos y dentro del intervalo de referencia. Los
valores de Hp por debajo de los valores de referencia (menor de 2,3 mg/mL) se
asocian con los dos centros donde los animales pasean y tienen comida en el
chenil. Nuestros estudios coinciden con un estudio previo (Cafazzo et al., 2014)
en el que se determind que el poder salir del chenil a pasear era determinante
para el nivel de bienestar, de los perros alojados en centros de proteccion,
traducido en un mayor nivel de antioxidantes y menor numero de
comportamientos estereotipicos. Este beneficio en el bienestar animal, asociado a
si los animales pasean o no, aunque ya se observa en el primero de nuestros
estudios (evolucién de los niveles de PFA tras el ingreso en el centro de
proteccion), se confirma aun con mas claridad en los resultados del segundo
estudio de esta tesis, en el que se han podido incluir muestras de mas centros de
proteccién. En este estudio mas amplio se dispuso unicamente de una muestra
por animal, tomada o bien en el momento de la llegada, o en animales que
llevaban el centro un periodo superior a 15 dias. Los valores medios de CRP de
cada uno de los centros, muestran diferencias entre unos y otros, asociadas
principalmente a si los animales salen a pasear o no. El andlisis del total de las
muestras de animales alojados en los centros de proteccion reveld diferencias
significativas, mostrando los valores de CRP mas bajos aquellos animales que
pasean diariamente, seguidos de los que presentan una rutina de paseo semanal

y siendo los mas elevados los de aquellos animales que no pasean.

Nuestros resultados muestran que la medida combinada de CRP y Hp
podria permitir clasificar los centros en funcién de sus caracteristicas y poder
establecer un orden en funcién de si estas generan mayor estrés en los animales.
En el centro 3 donde las caracteristicas del centro generarian un ambiente mas
favorable a unas condiciones de bienestar (paseos, ausencia de ruidos, chenil
compartido, comida en el chenil...) presenta unos valores medios de CRP y Hp

por debajo de los valores de referencia establecidos para ambas proteinas. En los
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otros dos centros la modificacion de estos parametros, se ven traducidos en un
aumento en las concentraciones medias de CRP y/o Hp. En el estudio de Cafazo
et al (2014), factores como el tamafo del chenil y si los animales estan solos o lo

comparten también se han estudiado, no pareciendo afectar en el estrés.

Por otra parte la medida de la CRP en las muestras de sangre tomadas a la
llegada del animal al centro de proteccién, ha permitido establecer diferencias
entre los animales que son entregados en los centros, frente a los que son
recogidos, siendo los valores de los primeros mas bajos. Esto podria asociarse al
estado de los animales ante una nueva situacion. Los perros pueden sentir miedo
ante nuevas experiencias, para minimizar este efecto se ha propuesto una
introduccion gradual de los animales ante una situaciones potencialmente
estresantes de manera que se minimice el nivel de ansiedad que puedan
presentar (Rooney et al., 2009). De esta manera un animal que es entregado en
el centro de proteccion por el duefio presentaria normalmente un nivel de estrés
menor que aquel que ha sido recogido por una persona desconocida, generando
una situacién de alerta para el animal. El grupo de animales recogidos incluye
animales que han sido abandonados por el duefio y han sufrido situaciones mas
traumaticas, hambre, persecuciones, etc... Un buen numero de estos animales (el
41 %) presentaban sintomatologia clinica, o lesiones, sin embargo las diferencias
se mantienen en aquellos animales sin sintomatologia, lo que indica que los
niveles de CRP pueden aumentar igualmente de forma significativa como
consecuencia del estrés sufrido por el animal aun en animales aparentemente
sanos. No existe apenas ningun estudio en la literatura que evalte las PFA como
marcadores de estrés en la especie canina (Casella et al., 2013; Fazio et al.,
2015), por lo que nuestros resultados tienen gran relevancia, al ser los primeros

que relacionan los niveles de PFA con el estado de bienestar del animal.

El analisis de los valores de CRP en los animales acogidos en centros de
proteccién, ha permitido, al mismo tiempo se ha podido establecer una relacion
entre el estado nutricional de los animales y los valores de CRP, siendo esta mas
elevada en los animales delgados. Esta elevacién podria estar asociada a la

presencia de procesos patolégicos que causen pérdida de peso, sin embargo las
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diferencias significativas se mantienen cuando se analizan los animales
clasificados como sin sintomatologia clinica. Algunos autores (Veiga et al., 2008)
han encontrado una asociacién de valores bajos de CRP en perros que
presentaban obesidad y resistencia a la insulina, mientras que otros autores
(Tvarijonaviciute et al., 2011) no han encontrado cambios significativos en los
valores de las PFAs asociados al sobrepeso inducido en condiciones
experimentales. En nuestro caso, aunque hay que tener en cuenta que el nimero
de animales es bajo, no se encontraron diferencias entre los valores de CRP entre

animales obesos y normales.

A diferencia de los resultados en relacién con el estado nutricional, los
valores de CRP no se han podido asociar con diferencias en el comportamiento
en animales clinicamente sanos, aunque si se han observado valores de CRP
mas elevados en animales clasificados como nerviosos al evaluar el total de la

poblacion que incluiria animales con sintomatologia clinica.
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De los resultados obtenidos en el presente estudio se deducen las siguientes

conclusiones principales:

1. Por primera vez se ha aislado y caracterizado la proteina ITIH4en la
especie canina. Al igual que en otras especies la ITIH4 canina consta de una

Unica cadena polipeptidica de 120 KDa.

2. La obtencion de anticuerpos especificos anti ITIH4 caninos, mediante
inmunizacion de conejos, ha permitido el desarrollo y validacion de dos métodos
para la cuantificacion de esta proteina en muestras de suero de perro:

Inmunodifusion radial y ELISA.

3. La purificacion de CRP, Hp y GPA, y la su posterior inmunizacién de
conejos con las proteinas aisladas, ha permitido la obtencion de antisueros
especificos frente a estas proteinas, y el consiguiente desarrollo y validacion de
tres métodos de inmunodifusion radial, para la cuantificacion de dichas proteinas
en suero de perro, asi como un ELISA tipo sandwich para la cuantificacion de Hp

en suero de perro.

4. La determinacion de la concentracion de ITIH4 en muestras de suero de
animales sometidos estimulos inflamatorios de diferente origen (cirugia mayor,
piometra, infecciébn por Leishmania) ha permitido caracterizar a esta proteina
como proteina de fase aguda moderada en la especie canina. La concentracion
de ITIH4 aumentd mas de 3,5 veces respecto del control a las 24 horas de la
cirugia mayor, y en animales afectados por piometra. La cinética de esta proteina
se ha podido evaluar en animales infectados experimentalmente por Leishmania

infantum, alcanzado un pico a las 48 horas tras la infeccion.

5. Se ha evaluado durante un afio la evolucion de la concentracion de
ITIH4, CRP y Hp en animales infectados de forma experimental con L. infantum.
Por primera vez se ha descrito la existencia de una fuerte respuesta de PFA en el
periodo inmediato tras la infeccién del animal, con valores maximos a las 24-48 h
dependiendo de la PFA. Los valores de las PFAs volvieron a aumentar de forma

mas moderada entre los 8-10 meses post infeccion, coincidiendo en términos
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generales con la aparicion de signos clinicos. Para las tres porteinas estudiadas,
se observaron diferencias en la evolucion individual de cada animal, no
presentando picos maximos de concentracién a los mismos tiempos y siendo los

aumentos observados muy variables.

6. CRP e ITIH4 mostraron una correlacién positiva y moderada (R > 0,5)
con la cantidad de anticuerpos anti Leishmania que presentaba el animal y

también con la sintomatologia clinica. La relacién de Hp fue débil (R < 0,4)

7. La cuantificacion de ITIH4, CRP, Hp y GPA, en sueros de perros
clinicamente sanos ha permitido establecer un intervalo de referencia para cada
una de estas proteinas, para los métodos analiticoss desarrollados en este

trabajo.

8. Se ha determinado la evolucion de la concentracion de ITIH4, Hp y CRP
en animales alojados en centros de proteccion. Para aquellos animales que
presentaban valores de PFA en el rango de normalidad a la llegada al centro la
concentracién de las PFA se elevo tras el ingreso, pero el aumento observado
depende de las caracteristicas del centro. La cuantificacion de CRP y Hp en
animales alojados en centros de proteccion ha permitido encontrar una relacion

entre dichas proteinas y las caracteristicas de los diferentes centros estudiados.

9. La concentracion de CRP en los animales que llegan a los centros de
proteccién, fue menor para los animales entregados que para los recogidos.
Ademas los animales alojados en dichos centros presentaron un menor nivel de
esta proteina si el centro disponia de voluntarios que sacaban a los animales a
pasear, observandose asimismo valores menores en animales que paseaban con
una mayor frecuencia, pudiendo asociarse valores bajos de CRP a situaciones

que generan menos estrés para el animal.
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Anexo Figura 1. Ficha a rellenar para cada animal en los centros de proteccion.
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Anexo Tabla 1. Identificacién mediante MALDI-TOF y LC-MS/MS de las proteinas purificadas. Se indican el nimero de la figura y el
numero de la banda que se muestra de cada proteina en el texto. Los nombres de las proteinas en cursiva corresponden a secuencias
que han sido deducidas a partir de la secuencia gendémica. Secuencias obtenidas de la base de datos NCBI de la especie canis lupus
familiaris.

Identificacion | Figura | Banda | Proteina N° acceso Mascot score | Péptidos | Secuencia (%)

MALDI TOF 1 1 Cadena pesada 4 del inhibidor | gi|545560457 588 11 20

inter a tripsina

1 2 Albumina i|3319897 648 12 25

1 3 Cadena pesada B de gi|17066526 358 6 19

inminoglobulina gamma

1 4 Polipéptido 5 de la cadena gi|73995681 170 3 32

ligera de las inmunoglobulinas

3 5 Proteina C-reactiva gi|345797697 322 12 32
3 6 Proteina C-reactiva gi|345797697 413 14 50
7 7 Cadena pesada de la gi|258499 878 25 37
haptoglobina
9 8 Alfa, glicoproteina acida gi|345777714 480 15 34
LC-MS/MS 1 1 Cadena pesada 4 del inhibidor | gi|545560457 181,51 17 20

inter a tripsina




Anexo Tabla 2. Sintomatologia recogida a lo largo de todo el estudio en animales

infectados con L.

LA;

SC; sintomas cutaneos,

sintomas oculares,

infantum. SO;

linfadenopatia, MA; mucosas anémicas, On; onicogrifosis, A; atrofia muscular del musculo

temporal, E; esplenomegalia, PC; puntuacion clinica.
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11 ABREVIATURAS






Listado de abreviaturas mas frecuentes.
ACTH Hormona adrenocorticotrépica

Apo  Apolipoproteina

CRP Proteina C-reactiva

GPA a1-glicoproteina acida

HDL Lipoproteinas de alta densidad (High ensity lipoproteins)
Hp Haptoglobina

IFI Inmunfluorescencia indirecta

IL Interleuquina

INF  Interferon

IR Inmunodifusién radial

ITI Inhibidor de tripsina inter a

ITIH4 Cadena pesada 4 del inhibidor de tripsina inter a (Inter-a Trypsin Inhibitor
Heavy Chain 4)

L. infantum  Leishmania infantum

Lcan Leishmaniasis canina

NK Natural Killer

PAMP Patrones moleculares asociados a patégenos
PFA Proteina de Fase Aguda

Pig-MAP Pig major acute phase protein

RFA Respuesta de Fase Aguda



SAA

SDS

SRIS

TLR

TNF

WBC

Amiloide sérico A

Dodecilsulfato sodico (Sodium Dodecyl Sulfate)

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

Receptores de patrones de reconocimiento (Toll Like Receptors)
Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)

Recuento total de glébulos blancos (total white blood cell count)
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