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Resumen

La ehrlichiosis monocitica canina (EMC), es una enfermedad infecciosa transmitida por garrapatas que
desencadena una respuesta inflamatoria aguda en caninos. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar las
alteraciones del proteinograma sérico en caninos con EMC, con el fin de identificar posibles biomarcadores
para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad. Se analizaron muestras de suero de ocho caninos
con diagnoéstico confirmado de EMC mediante reaccion en cadena de la polimerasa. Los resultados del
proteinograma revelaron alteraciones significativas en las fracciones proteicas. Se observo en siete casos
hipoalbuminemia, en seis hipogammaglobulinemia, en siete casos hiperalfa-2 globulinemia y en dos casos
hiperbeta-globulinemia. Estos hallazgos sugieren una disminucion en la sintesis de proteinas hepaticas,
una respuesta inmune alterada y un proceso inflamatorio activo. La hipergammaglobulinemia policlonal,
identificada en dos casos, sugiere una activacion cronica del sistema inmunoldgico. A diferencia de la
hipogammaglobulinemia, que se presentd en seis pacientes, esta condicion no es una manifestacion comin
de la enfermedad y podria estar vinculada a los procesos patogénicos de la EMC, ademas de aumentar la
predisposicion a infecciones secundarias. En conclusion, el proteinograma sérico es una herramienta util
para evaluar la respuesta inflamatoria en los casos de EMC. Las alteraciones observadas en las fracciones
proteicas pueden servir como biomarcadores para el diagnostico y monitoreo de la enfermedad. Este estudio
establece las bases para futuras investigaciones que profundicen en la comprension de la patogénesis de la
enfermedad y en el desarrollo de nuevas herramientas diagnoésticas.
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Serum proteinogram evaluation in dogs with monocytic
ehrlichiosis in northeastern Argentina

Abstract. Canine monocytic ehrlichiosis (CME) is a tick-borne infectious disease that triggers an acute
inflammatory response in dogs. The aim of this study was to evaluate serum protein profile alterations in dogs
with CME, to identify potential biomarkers for diagnosis and disease monitoring. Serum samples from eight
dogs with a confirmed CME diagnosis through polymerase chain reaction was analyzed. The results of the
proteinogram revealed significant alterations in protein fractions. Hypoalbuminemia was observed in seven
cases, hypogammaglobulinemia in six, hyperalpha-2 globulinemia in seven, and hyperbeta-globulinemia
in two cases. These findings suggest a decrease in hepatic protein synthesis, an altered immune response,
and an active inflammatory process. Polyclonal hypergammaglobulinemia, identified in two cases, indicate
chronic immune system activation. Unlike hypogammaglobulinemia, which was present in six patients, this
condition is not a common manifestation of the disease and could be linked to the pathogenic processes
of CME, potentiallyincreasing the susceptibility to secondary infections. In conclusion, serum protein
profile is a useful tool for evaluating the inflammatory response in CME cases. The observed alterations in
protein fractions can serve as biomarkers for disease diagnosis and monitoring. This study provides relevant
information for future research aimed at better understanding the disease pathogenesis and developing new
diagnostic tools.
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INTRODUCCION

El proteinograma constituye una herramienta
complementaria valiosa para el diagnostico de diversas
enfermedades, tanto agudas como cronicas. Su utilidad
radica en la capacidad para reflejar cambios en las
proteinas plasmaticas, las cuales pueden verse afectadas
por una amplia gama de procesos fisiopatoldgicos, entre
los que se encuentran la inflamacion y la estimulacion
de la respuesta inmune humoral (Cray et al. 2009). Las
proteinas de fase aguda (APP, por sus siglas en inglés de
acute phase protein) son un grupo de proteinas plasmaticas
que experimentan cambios notables en su concentracion en
respuesta a diversos estimulos inflamatorios, especialmente
infecciones (Murata et al. 2004). Entre las APP, la proteina
C-reactiva (pCr) se destaca por su importancia en la
respuesta inflamatoria de caninos. La pCr es sintetizada
principalmente por los hepatocitos en respuesta a citocinas
proinflamatorias liberadas por células inmunitarias
como macréfagos y células endoteliales tras un estimulo
inflamatorio. Sin embargo, otras células como las células
musculares lisas, linfocitos y adipocitos también pueden
contribuir a su produccion en menor medida. La pCr forma
parte de la fraccion y-globulina del proteinograma sérico,
su concentracion aumenta drasticamente en respuesta a la
inflamacion, infeccién por patdgenos (incluidas bacterias
y parasitos), asi como en otras lesiones, y se ha utilizado
como marcador predictivo del riesgo de enfermedad y
para monitorear la respuesta al tratamiento (Sproston y
Ashworth 2018).

La ehrlichiosis monocitica canina (EMC), es una
enfermedad infecciosa causada por la bacteria Ehrlichia
canis, que es transmitida por la garrapata comun del perro
(Rhipicephalus sanguineus) (Breitschwerdt et al. 2014). Es
una enfermedad potencialmente mortal que desencadena
una respuesta aguda del sistema inmunitario. Este proceso
se caracteriza por un aumento en los niveles de APP, como
se observd en estudios realizados por Gabay y Kushner
(1999). En aios recientes, se ha investigado el papel de las
APP en una variedad de enfermedades caninas, incluyendo
enfermedades infecciosas, neoplasicas, inflamatorias e
inmunomediadas. Las APP proporcionan una medida
adicional de la respuesta inflamatoria, complementando la
evaluacion tradicional que se basa en el recuento y perfil
de leucocitos (Ceron et al. 2005). Una técnica clave para el
analisis de estas proteinas es la electroforesis de proteinas
séricas, conocida también como proteinograma. Esta
técnica permite separar y analizar las proteinas presentes
en el suero sanguineo, utilizando las propiedades fisicas
de las proteinas, como su carga cléctrica, para clasificarlas
en cinco fracciones: albtimina, al-globulina, a2-globulina,
B-globulinas y y-globulinas (Jasensky et al. 2014, Téthova
et al. 2020). Las distintas fracciones proteicas presentan
los siguientes componentes: en la fraccion de albumina
se encuentra la albumina misma; en las al-globulinas se
identifican ceruloplasmina, a1-lipoproteina, al-antitripsina
y al-glicoproteina acida; en las a2-globulinas se hallan
haptoglobina, amiloide sérico y a2-macroglobulina. En
la fraccion de B-globulinas se encuentran transferrina y
las proteinas del complemento C3 y C4. Finalmente, en la
fraccion de y-globulinas se pueden identificar la pCr y las
inmunoglobulinas (Téthova et al. 2020). El proteinograma
sérico se ha consolidado como una herramienta diagnostica

valiosa para evaluar la respuesta inflamatoria en diversas
enfermedades, incluida la EMC.

Dado que la EMC desencadena una respuesta de fase
aguda, el proteinograma permite identificar los cambios
en las concentraciones de las proteinas plasmaticas que
ocurren durante esta condicion. Estos cambios reflejan la
intensidad y la magnitud de la respuesta inflamatoria, lo
que puede ofrecer informacién clinica relevante para el
manejo y tratamiento del paciente afectado (Asawakarn
et al. 2021). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el proteinograma sérico en caninos con diagndstico
confirmado de EMC, mediante el analisis de las diferentes
fracciones proteicas. Ademas, se buscaron alternativas para
la identificacion de alteraciones que puedan servir como
indicadores de la respuesta inflamatoria y del curso clinico
de la enfermedad, asi como enriquecer la comprension
de los cambios proteicos séricos asociados con la EMC y
obtener herramientas diagnosticas adicionales.

MATERIALES Y METODOS

Animales. Para este estudio, se seleccionaron ocho
caninos con diagnodstico confirmado de EMC mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
pacientes fueron atendidos en dos consultorios veterinarios
privados, ubicados en Resistencia (Chaco) y Corrientes
Capital, durante un intervalo de un afio, que abarcod
desde la primavera-verano de 2019 hasta el invierno del
afio siguiente. Los animales, de ambos sexos y diversas
razas, tenian entre 1 y 7 aflos y presentaban al menos uno
de los siguientes signos clinicos asociados con EMC:
anorexia, depresion, hipertermia, petequias, equimosis
y/o vasculitis. Los sueros fueron obtenidos de muestras de
sangre recolectada mediante puncion de la vena cefélica
antibraquial y sin anticoagulante.

Diagnostico Molecular de EMC por PCR. Para la
extraccion de ADN se utiliz6 el kit High Pure PCR Template
Preparation Kit de Roche®, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la deteccion de Ehrlichia spp., se amplifico
un segmento de 409 pb del gen mediante los primers dsb
330/728 y dsb 321/671, siguiendo las condiciones de PCR
establecidas por Doyle et al. (2005) y Aguiar et al. (2014).

Evaluacion del proteinograma sérico.

Determinacion de las concentraciones totales de
proteinas séricas. Las concentraciones totales de proteinas
en suero se determinaron mediante el método colorimétrico
Proti 2 de Wiener Laboratorios SAIC (Argentina), de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Para realizar las mediciones, se utilizO un
espectrofotometro digital 752 UV-visible Exylon, que
abarca un rango de 195 a 1000 nm.

Proteinograma electroforético. El proteinograma se
obtuvo mediante gel de agarosa utilizando el sistema Quick
Gel Split Beta SPE. Las bandas de proteinas se visualizan
tras la tincion del gel y se cuantifican utilizando el
programa QuickScan Touch. Los resultados se representan
graficamente en forma de curva, lo que permite observar la
distribucion y las concentraciones relativas de las diferentes
fracciones proteicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los valores del
proteinograma con las concentraciones de las principales
fracciones proteicas de los ocho caninos estudiados, junto
con los valores de referencia utilizados para su evaluacion.

Los datos obtenidos se comparan con los intervalos de
referencia establecidos para una poblacion canina sana,
conformada por animales de distintas razas y edades que
oscilan entre 6 meses y 10 afos, segin lo reportado por
Coppo (2001).

Tabla 1. Valores totales de las seroproteinas establecidos por QuickGel Split Beta de los ocho caninos con diagndstico

confirmado de EMC de Chaco y Corrientes.

Paciente Albumina Alfa 1 Alfa 2 Beta Gamma Proteinas totales
1 3,82 0,09 0,34 1,46 0,50 6,25

2 1,36 0,19 0,81 1,18 0,65 4,20

3 1,48 0,21 1,19 1,26 0,60 4,76

4 0,84 0,20 0,64 1,29 0,46 5,53

5 1,12 0,21 1,21 2,16 2,33 7,05

6 1,10 0,29 0,68 3,43 1,91 7,43

7 1,61 0,15 0,69 0,72 0,58 3,81

8 2,43 0,35 0,66 1,38 0,74 5,57

Ref. g dL! 3,3-39 0,2-0,3 0,3-0,4 0,9-1,8 0,9-1,3 6,4-7,5

Globulinas: Alfal, Alfa 2, Beta 1, Beta2 y Gamma.

Los resultados de los proteinogramas de los caninos
del presente estudio contrastan con lo reportado por otros
autores (Harrus et al. 1996, Ravnick et al. 2014), quienes
documentaron un aumento en los niveles de proteinas
totales en pacientes con esta condicion, sin embargo, este
estudio identificd a la hipoproteinemia como la principal
alteracion, presente en seis de los ocho casos analizados.
En los otros dos casos analizados, aunque los valores de
concentracion de proteinas séricas se encontraban dentro
del rango normal, el examen detallado de cada fraccion
en el proteinograma reveld un aumento significativo de
las fracciones de globulinas, tal como se observa en los
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Figura 1. Perfiles electroforéticos de proteinas séricas. Los
perfiles electroforéticos presentados en los paneles A-D
corresponden a los pacientes 8, 2, 5 y 6, respectivamente.
Los valores correspondientes son: A: albiimina; alG: alfa-1
globulinas; a2G: alfa-2 globulinas; b1+2G: beta globulinas;
y gG: gamma globulinas, los cuales se detallan en la Tabla
1. El perfil A muestra un patron aparentemente normal, sin
evidencia de picos o bandas andmalas (ver Tabla 1). El
perfil B evidencia un aumento moderado de 02-globulinas
y un incremento significativo de B-globulinas. Por su parte,
los perfiles C y D presentan una elevacion marcada de a2-
globulinas, B-globulinas y una hipergammaglobulinemia
(gammapatia) policlonal.

perfiles C y D (Figura 1). Esto coincide con lo observado
por Asawakarn et al. (2021), donde se describe un patron de
gammapatia similar en el proteinograma de pacientes con
EMC. En cuanto a la fraccion de albuminas, detectamos
hipoalbuminemia en siete de los ocho casos analizados, y
solo en uno de los caninos, los niveles de alblimina estaban
dentro del rango esperado para la especie (Coppo 2001).
Este resultado coincide con otros reportes de infecciones
naturales de la enfermedad, donde se ha observado que la
albiimina puede estar por debajo de los valores de referencia
para la especie (Santarém et al. 2008).

Lareduccion en las concentraciones de albimina es un
hallazgo frecuente en diversas patologias, como procesos
inflamatorios agudos, enfermedades hepaticas, trastornos
digestivos o renales. Sin embargo, en la patogénesis de
la EMC, esta disminucion suele ser consecuencia directa
de la inflamaciéon aguda, caracterizada por vasculitis y/o
daiio hepatico (Asawakarn et al. 2021). En tres de los casos
analizados se determind hipoalfal-globulinemia, esta
condicion se relaciona con la patogénesis de la enfermedad
y es producto de una falla de sintesis de proteinas en el
higado (Mylonakis et al. 2011, Ingrosso Langa et al.
2022). La fraccion de alfa-2 globulina se encontrd por
encima de los valores de referencia de manera consistente
en siete de los ocho casos analizados. Este aumento se
asocia principalmente con el sindrome inflamatorio y con
enfermedades infecciosas, como es el caso de la EMC
(Mylonakis et al. 2011). Esta hiperalfa-2 globulinemia
estd relacionada a la variacion en la concentracion de la
haptoglobina, una de las proteinas que migran en la zona
de alfa-2 globulina (Tothova et al. 2016). Por otra parte,
también se identificd hiperbetaglobulinemia en dos de las
ocho muestras analizadas (Figura 1). Este incremento en
los niveles de beta globulinas se asocia comunmente con
procesos inflamatorios, lo cual concuerda con observaciones
de pacientes con EMC (Jania y Andraszek 2016). En
estos reportes, se ha documentado que el aumento de
beta globulinas puede ser una respuesta inmunoldgica a
infecciones o inflamaciones agudas, especialmente en la
EMC (Harrus 1996, Jania y Andraszek 2016).
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Porotraparte, en uno de los casos analizados se observo
hipobetaglobulinemia, que puede estar relacionado con una
afeccion hepatica subyacente relacionada con la patogenia
de la EMC (Mylonakis et al. 2011, Asawakarn et al. 2021).
Finalmente, se observo hipergammaglobulinemia policlonal
en dos de los ocho casos evaluados (Figura 1 Cy D), siendo
que la fraccion de gammaglobulina esta compuesta por
diversas inmunoglobulinas, incluyendo Inmunoglobulina
G ¢ Inmunoglobulina M, que forman parte del sistema
inmunologico y responden a la estimulacion por antigenos
(Tothova et al. 2020). La hipergammaglobulinemia
asociada a inflamacioén cronica, como ocurre en caninos
con EMC, suele ser de tipo policlonal (Jania y Andraszek
2016), lo que coincide con lo reportado en este estudio.
Este fenémeno puede considerarse resultado de una
estimulacion exagerada y persistente de la rama humoral
del sistema inmunolédgico, lo que induce la activacion
de numerosos clones de linfocitos (Harrus et al. 1996,
Cidoncha Gallego etal. 2001). La hipogammaglobulinemia,
observada en seis de los ocho pacientes (Figura 1), no es
una manifestacion frecuente en la EMC. Esta alteracion
podria estar relacionada con los procesos patogénicos de
la enfermedad. La disfuncion de las células B, la presencia
de autoanticuerpos y la pérdida proteica podrian contribuir
a la disminuciéon de los niveles de inmunoglobulinas y a
la consiguiente susceptibilidad a infecciones (Crisman
y Scarratt 2008, Waner et al. 1997). Este resultado
coincide con lo descrito por Harrus et al. (1996), quienes
documentaron casos de hipogammaglobulinemia en
caninos con EMC. Es importante destacar que, en este
estudio, se abordaron descriptivamente cada una de las
alteraciones del proteinograma de manera individual. Sin
embargo, también es fundamental realizar una evaluacion
conjunta, ya que esto nos permitira determinar la relevancia
de cada alteracion en el contexto global del proteinograma.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos revelan una asociacion entre
la EMC vy alteraciones del proteinograma, lo que sugiere
su potencial como biomarcador para el diagnostico y
prondstico de la enfermedad. A pesar de las limitaciones
del tamafio muestral, este estudio se considera pionero en
Argentina y sienta las bases para futuras investigaciones
que profundicen en la comprension de la patogénesis de la
EMC y el desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas.
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