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Resumen

Objetivos: El objetivo de este trabajo fue caracterizar los niveles plasmdticos de Proteina C Reac-
tiva en perras sometidas a ooforohisterectomia programada, confeccionar una curva de los niveles
plasmdticos e identificar y caracterizar el comportamiento de la Proteina C Reactiva en pacientes

con complicaciones post quirirgicas, si se presentasen.

Introduccion : La proteina C reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda que se genera en
procesos inflamatorios e infecciosos, pocas horas después de ocurrida la noxa. En Medicina Ve-
terinaria se conocen bien los niveles plasmdticos fisiologicos de esta proteina y existen escasos
estudios que caractericen su comportamiento luego de una cirugia rutinaria. Por ello, el estudio
en cuestion se torna en un intento por describir el comportamiento de esta proteina frente a una

noxa estandarizada e inducida.

Materiales y Método : Se considerd a todos los pacientes caninos, hembras, sin distincion de raza
ni edad sometidas a ovariohisterectomia programada. Fueron excluidas de la muestra los ejem-
plares obesos ylo con procesos infecciosos o inflamatorios preexistentes. Se obtuvo una muestra
de suero en los momentos previos a la cirugia 'y en los dias 1, 3y 7 post cirugia. Con esto se con-
fecciono una curva de los niveles plasmdticos de PCR para cada ejemplar, estimando posterior-
mente una media para el total de la muestra. Los sueros fueron analizados mediante una técnica
de ELISA modificada llamada “Tridelta Phase Range CRP-Canine” y su lectura se realizo por

electroforesis.

Resultados : El promedio de los niveles de Proteina C reactiva fluctuaron entre 26.08 y 29.03
mg/dl el dia uno; el dia tres entre 20.80 y 24.22 mg/dl y el dia siete entre 10.43 y 11.74 mg/dl. A

su vez, los coeficientes de variacion fueron del 50%, 14%, 20% y 16% para los dias 0, 1, 3y 7,

respectivamente.

Conclusiones : El estudio permitio diferenciar la concentracion de PCR en los distintos estadios
postoperatorios, indicando de manera certera un alza marcada trascurridas las primeras 24 horas
de realizado el procedimiento quirirgico, para experimentar una posterior disminucion de los
niveles plasmdticos hasta alcanzar valores cercanos a los normales al momento en que fueron

retirados los puntos.
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INTRODUCCION

LA INFLAMACION es un proceso
reaccional, complejo e inespecifico, que se
caracteriza por modificaciones locales coor-
dinadas de los vasos sanguineos y del tejido
conectivo, que puede alterar la homeosta-
sis general y que habitualmente finaliza me-
diante reparacién. La inflamacion puede ser
aguda o crdnica. Sin embargo, a diferencia
de otras situaciones, la inflamacidén crénica
no es solamente la inflamacién aguda que se
prolonga en el tiempo (1).

La respuesta de fase aguda se caracte-
riza por un conjunto de cambios que afectan
al sistema nervioso, endocrinoldgico y hema-
toldégico. También se presentan alteraciones
del metabolismo y de la nutriciéon. Pero, sin
duda, lo mas llamativo es la respuesta fe-
bril y la sintesis de proteinas de fase aguda.
Estos cambios reemplazan a los mecanismos
homeostaticos normales por nuevos equili-
brios y prioridades, los que presumiblemente
contribuyen a mejorar la respuesta adquiri-
da. La mayor parte de estos cambios se pre-
sentan dentro de las etapas iniciales y son
mediados por IL-1, IL-6 y TNF-. La respues-
ta de fase aguda se caracteriza por fiebre,
somnolencia y anorexia; ademdas, aumento
de ACTH, cortisol y catecolaminas y disminu-
cién de “Insulin like growth factor I (IGF-1);
aumento de la cantidad de neutréfilos inma-
duros circulantes, anemia de la enfermedad
cronica y trombocitosis; balance nitrogenado
negativo, pérdida de masa muscular, dismi-
nucion de la gluconeogénesis, aumento de la
lipdlisis del tejido adiposo y caquexia; dis-
minucion del zinc y del hierro sanguineo; y
aumento de la sintesis hepatica de proteinas
de fase aguda (2).

El higado es el 6rgano blanco mas im-
portante frente a la accién sistémica de los
mediadores inflamatorios. Esta respuesta por
parte del higado, se basa en cambios en el
transporte y metabolismo del hierro, ajustes
en la mayoria de las vias metabdlicas y en
la estimulacion coordinada de produccién de
las proteinas de fase aguda. Dichas protei-
nas, se caracterizan por aumentar de forma
rapida y en magnitud variable durante la in-
flamacién aguda, sin embargo, también pue-
den aumentar en otras circunstancias como
necrosis sistémicas, algunas neoplasias ma-
lignas y, en general, ante cualquier tipo de
injuria (1).
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La proteina C reactiva (PCR) fue des-
cubierta en 1930 por Tillet y Francis; esta
constituida por cinco subunidades idénticas
no glicosiladas, asociadas covalentemente
en una configuracion de anillo con simetria
ciclica pentamérica. Fue identificada y nom-
brada originalmente con base en su capa-
cidad de unirse al polisacarido C del Strep-
tococcus neumoniae y precipitar. Se une a
la fosfatidilcolina, una molécula presente en
todas las membranas celulares. Como resul-
tado puede unirse a linfocitos activados, a
microorganismos invasores y a tejidos dafia-
dos, donde activa la via clasica del comple-
mento (3).

La PCR es una proteina antitromboti-
ca, fibrinolilica y termolabil que no atravie-
sa la barrera placentaria, teniendo una vida
media de seis horas aproximadamente y es
dependiente de vitamina K. Requiere la pre-
sencia de proteina S, fosfolipidos y de iones
de calcio para poder ejercer su efecto anti-
coagulante y asi, al producirse el dafio tisu-
lar, su valor se duplica en forma exponencial
cada ocho horas. Estudios han demostrado
que es un fendmeno inespecifico y que su
aumento indica la existencia de un proceso
inflamatorio agudo o infeccioso (4).

En presencia de Ca2+, reacciona con
el polisacarido C (aumenta la sustancia C) de
la pared celular de los neumococos (forma
rugosa) y provoca precipitacion, migrando
con la fraccion beta globulina del suero en
la electroforesis. Se une a distintos produc-
tos microbianos, disminuyendo su toxicidad,
por lo que es un mecanismo de defensa no
especifico y rapido, capaz de actuar antes
que se desarrolle una respuesta especifica
(5). La PCR se une a la membrana de células
dafadas o muertas y de esta forma activa
el complemento, asi tendria un papel impor-
tante en favorecer la fagocitosis de detritus
y la reparaciéon. También es capaz de unirse
a desechos toxicos que salen a circulacion vy,
al mismo tiempo, favorecer su remocion por
elementos del sistema reticulo endotelial o
monocito-macréfago, por lo tanto, seria un
elemento protector y amplificador del proce-
so inflamatorio o infeccioso. Ademas, se une
a componentes nucleares como cromatina,
histonas y riboproteinas nucleares peque-
flas, y puede de este modo regular la res-
puesta de autoanticuerpos contra antigenos
del nucleo celular (3).
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En cualquier cambio inflamatorio agu-
do, la PCR muestra un aumento mas precoz
y mas intenso que la velocidad de eritrose-
dimentacion (VHS); con la recuperacion del
paciente, la desaparicion de la PCR precede
al regreso de la VHS a valores normales. La
PCR desaparece cuando se suprime el proce-
so inflamatorio. En general, su evolucién es
paralela a la de la VHS, pero la PCR no esta
influenciada por anemia, policitemia, esfe-
rocitosis, macrocitosis, microcitosis o hiper-
gammaglobulinemia, situaciones en las que
existe un aumento de la VHS (6).

La proteina C reactiva se ha determi-
nado en rata, conejo, perro, cabra, gallina,
ganado, peces, cangrejo y caballo. Para ello
se han utilizado varios métodos inmunoldgi-
cos, entre los cuales se citan la cromatogra-
fia, la aglutinaciéon en latex y la inmunodifu-
sion (7). A diferencia de otras especies, en el
gato los estudios de PCR han concluido que
los niveles séricos no aumentan tan signifi-
cativamente durante la fase aguda del pro-
ceso inflamatorio. Por ejemplo, a pesar que
los niveles aumentan después de producir
experimentalmente un cuadro inflamatorio
por medio de la inyeccion intramuscular de
trementina, los valores son menores en com-
paracion con otras proteinas de fase aguda
como el amiloide A del suero, e incluso con
esta Ultima posee una baja correlacién. Tam-
bién pudo observarse que, a pesar de que los
niveles aumentan levemente posterior a un
procedimiento quirlrgico, estos ya eran mas
altos que comparados con un animal sano.
Los autores de este estudio postulan que
podria tener alguna relaciéon con los gluco-
corticoides exdgenos. Ademas, se considera
que en el felino el amiloide A del suero seria
mas importante como proteina de fase aguda
para la evaluacién del proceso inflamatorio
(8).

En el perro se ha demostrado su com-
portamiento como reactante de fase aguda vy,
ademas, se ha demostrado su reaccidén cru-
zada con la proteina C reactiva humana por
medio de la prueba de aglutinaciéon en latex
(9).

Segun Yamamoto y colaboradores
(10), los niveles de PCR se incrementan de
forma considerable 1-2 dias después de la
realizaciéon de un trauma quirdrgico y dis-
minuye marcadamente en el momento que
las suturas son removidas. Por su parte, de

17

forma experimental los niveles de PCR se
ven incrementados frente a la inoculacién de
Ehrlichia canis, con un maximo entre los 15
y 42 dias posteriores a la inoculaciéon (15).

Investigaciones recientes, sugieren
que las concentraciones seroldgicas de PCR
se incrementan en caninos con linfoma mul-
ticéntrico y que los protocolos quimiotera-
picos no afectan su concentracion seroldgi-
ca, independiente si este incluye prednisona
(12).

MATERIALES Y METODO

El estudio se realiz6 de forma des-
criptiva y prospectiva en hembras caninas
sanas, sometidas a ovariohisterectomia pro-
gramada, entre los meses de Julio del 2007
y Enero del 2008; participé un total de 30
pacientes en condicién corporal 3 de 5, sin
diferenciacidon de raza ni edad.

Los criterios de exclusion para la muestra
fueron los siguientes:
e Cuadro inflamatorio-infeccioso pre
existente.
e Antecedentes de enfermedad croni
ca pre existente.
e Individuos con neoplasias.
e Trauma reciente.
e Cirugias realizadas en un periodo
menor a 3 meses.
e Individuos con tratamiento esteroi
dal o quimioterapico.

Se establecieron protocolos de manejo
perioperatorio, que consistieron un examen
clinico, premedicacidon con clorhidrato de xi-
lacina a razén de 0,5 mg/Kg aplicado por via
intramuscular, induccion con propofol a dosis
de 4 mg/Kg endovenoso y mantencion con
anestesia inhalatoria en base a isofluorano
al 2%, asociado a oxigeno al 100%.

Luego de depilar al paciente se proce-
di6 a lavar la zona quirdrgica con yodo en so-
lucion jabonosa, limpiando en forma circular
excéntrica; el procedimiento se repitid tres
veces. Posteriormente, se realizé un ultimo
lavado con agua desde la linea media hacia
lateral hasta que no quedd ningln residuo.
Finalmente, se aplicé la povidona yodada en
todo el campo operatorio.

La cirugia se realizé segun lo descrito
por Fossum (1999). Se efectud una incision
caudal del ombligo, en el tercio craneal del
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abdomen caudal de 4 a 8 cm. a través del te-
gumento y tejidos subcutdneos para exponer
la linea alba. Se tomo la linea alba y se hizo
una incisopunciéon para abordar la cavidad
abdominal. Se extendid la linea de incisidn
hacia craneal y caudal con tijera Mayo. Luego
se deslizo el gancho de ovariectomia contra
la pared abdominal, 2 a 3 cm. en caudal del
rifdn. El gancho se giré hacia medial para
atrapar el cuerno uterino, ligamento ancho
o ligamento redondo y elevarlo con suavi-
dad desde el abdomen. Con traccién caudal y
medial sobre el cuerpo uterino, se identifico
el ligamento suspensorio mediante palpacidn
y se estird cerca del rindn para facilitar la
exteriorizacién del ovario. Posteriormente,
se efectud un orificio en el ligamento ancho
en caudal del pediculo ovarico. Se colocd
una ligadura “en ocho” en proximal (por de-
bajo) del area pinzada del pediculo ovarico.
Luego, una segunda ligadura circunferencial
en proximal (por debajo) de la primera para
controlar la hemorragia, que puede ocurrir
por la punciéon de un vaso cuando la agu-
ja se pasa por detras del pediculo. Se dis-
puso una pinza hemostatica mosquito sobre
el ligamento suspensorio cerca del ovario y
se transectd el pediculo ovarico. El procedi-
miento se repitié con el ovario opuesto.

Ademéas, se realizé una ventana en
el ligamento ancho adyacente al cuerpo del
Utero, arteria y vena uterinas y se puso una
pinza a través del ligamento ancho a cada
lado y se transectdé. De forma seguida, se
aplicd traccion craneal sobre el Utero para
ligar el cuerpo uterino en craneal del cuello y
luego una sutura en ocho a través del cuerpo
empleando el punto de la aguja y rodean-
do los vasos uterinos a cada lado. Adicional-
mente, se realizé una ligadura circunferen-
cial alrededor del cuello uterino. Finalmente,
se ubico una pinza a través del cuerpo uteri-
no en craneal a las ligaduras y se transectd
el cuerpo uterino.

Luego de 8 horas de evaluacidon pos-
quirurgica, el paciente fue remitido al domi-
cilio con indicaciones de amoxicilina via oral
a dosis de 20 mg/Kg cada 8 horas, por 7
dias. Ademas, se recomendd collar isabelino
por 10 dias y curaciones 2 veces al dia por
10 dias, hasta el retiro de los puntos.
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METODO DE DETERMINACION
DE LA PCR

Para cada paciente se obtuvieron 4
muestras en ayuno para la medicion de PCR:
preoperatorio 0 y los dias 1, 3y 7 del posto-
peratorio. Las muestras fueron depositadas
en tubos sin anticoagulante y refrigeradas.

La proteina se midié de forma cuanti-
tativa con el kit comercial PCR - Ultrasensi-
ble (Turbidimetria Latex ®). El método PCR-
Ultrasensible ® es un ensayo turbidimétrico
para la cuantificacion de bajos niveles de
proteina C reactiva en suero o plasma. Las
particulas de latex recubiertas con anticuer-
pos anti-PCR humana son aglutinadas por
PCR presente en la muestra del paciente. El
proceso de aglutinacion provoca un cambio
de absorbancia proporcional a la concentra-
cion de proteina C reactiva de la muestra.
Por comparacion con un calibrador de PCR de
concentracién conocida, se puede determi-
nar el contenido de PCR en la muestra ensa-
yada. Los valores de referencia son entre 1
- 10 mg/dl.

A pesar de que los anticuerpos anti-
PCR del reactivo se producen a partir de la
proteina C reactiva humana y, por lo tanto,
son anticuerpos dirigidos especificamente a
ella, esta técnica es util para determinar la
proteina C reactiva canina, ya que este suero
posee anticuerpos policlonales, de modo que
reconoce a su homdloga canina, por poseer
una configuracién similar a la humana.

Las determinaciones turbidimétricas
pueden realizarse con un colorimetro regular
o0 un espectrofotometro. Este Ultimo, consta
de un sistema que emite un haz de luz que
atraviesa la solucion y termina en una placa
Illamada potencidmetro. Durante el paso del
haz luminoso a través de la solucion, parte
de la luz es absorbida por la muestra y otra
trasmitida hacia el potencidmetro. Estas di-
ferencias de absorbancia y transmitancia de
la luz dependen de las caracteristicas de la
solucién y son las que permiten cuantificar la
muestra. En este caso, se utilizé un equipo
con un filtro de 540 nm., el cual determina
la longitud de onda del rayo luminoso que
incide sobre la muestra. Se recomienda este
valor, ya que en él se produce el pick lumi-
noso espectrofotométrico y, por lo tanto, el
tope de absorcién de luz.
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RESULTADOS

Se cuantificaron los resultados a los
dias 0, 1, 3y 7, obteniendo con ello medidas
de tendencia central (promedio, desviacion
estandar, error estandar, varianza, coeficien-
te de variacion y mediana). Adicionalmente,
se calcularon los intervalos de confianza al
95% para el promedio y la mediana, y a su
vez los rangos intercuartiles.

Los programas usados para dicho ana-
lisis fueron Excel y el Analyse_it Mas General
1.71 para Excel.

Los valores de la concentracion plas-
matica de Proteina C Reactiva obtenida en el
proceso de determinacién durante el preope-
ratorio (dia 0), oscilaron en un rango de 1.1
a 8.0 mg/dl. La distribucién de frecuencias
se detalla en el gréafico N° 1.

Por su parte, el gréafico siguiente
muestra la distribucién de frecuencias de
las muestras postoperatorias del dia 1, las
que se encontraron en un rango entre 19.5y
38.1 mg/dl.

En las muestras post quirdrgicas del
dia 3, los niveles de Proteina C Reactiva al-

canzaron valores que fluctuaron entre 17.1y
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Grafico N° 1: Histograma de frecuencias de valores de Proteina
C Reactiva en muestra preoperatoria (dfa 0). Las barras repre-
sentan la distribucion de los niveles de PCR en intervalos segin
n. A su vez, la curva corresponde al poligono de frecuencia de
dicha distribucion.
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32.0 mg/dl, dichos resultados se encuentran
representados en el grafico N° 3.

Finalmente, las muestras obtenidas
en el dia 7 del postoperatorio se presenta-
ron en un rango de 8.0 a 15.0 mg/dl, cuyas
distribuciones de frecuencia estan represen-
tadas en el grafico N° 4,

Se puede afirmar, con un 95% de con-
fianza, que en un muestreo a azar de hem-
bras caninas sometidas a ooforohisterecto-
mia, durante el periodo postoperatorio, el
promedio de los niveles de Proteina C reac-
tiva fluctuan el dia 1 entre 26.08 y 29.03
mg/dl; el dia 3 entre 20.80 y 24.22 mg/dl y
el dia 7 entre 10.43 y 11.74 mg/dl. A su vez,
los coeficientes de variacion fueron del 50%,
14%, 20% y 16% para los dias 0, 1, 3y 7,
respectivamente. Es decir, la distribucién de
los niveles de Proteina C Reactiva es mas he-
terogénea durante el dia 0 y mas homogénea
el dia 1. (CV(dial)<CV(dia7)<CV(dia3)<CV
(dia0)).Ver grafico N° 5,

Los resultados obtenidos del analisis
estadistico de este estudio, demuestran que
existen diferencias significativas entre todas
las muestras obtenidas durante los dias en el
postoperatorio (p<0.0001).
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Griafico N° 2: Histograma de frecuencias de valores de Proteina
C Reactiva en muestra postoperatoria en el dia 1. Las barras
representan la distribucion de los niveles de PCR en intervalos
seglin n. A su vez, la curva corresponde al poligono de frecuen-
cia de dicha distribucion.
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Griafico N° 3: Histograma de frecuencias de valores de Proteina C Reactiva en muestra postoperatoria en el dia 3. Las
barras representan la distribucion de los niveles de PCR en intervalos segin n. A su vez, la curva corresponde al poligo-
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Grafico N° 4: Histograma de frecuencias de valores de Protei-
na C Reactiva en muestra postoperatoria en el dia 7. Las barras
representan la distribucidn de los niveles de PCR en intervalos
seglin n. A su vez, la curva corresponde al poligono de frecuen-
cia de dicha distribucién
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Grifico N° 5: Elevacion de los niveles de Proteina C Reactiva
en perras sometidas a ooforohisterectomia programada.
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DISCUSION

Los niveles plasméticos de PCR obte-
nidos en este estudio presentaron una ele-
vacién marcada de entre el dia 0 y el dia 1,
aumentando en promedio 8 veces la canti-
dad basal. Estos valores se relacionan con
el comportamiento normal de esta proteina
de fase aguda, ya que puede sufrir alzas de
cientos de veces referente a sus niveles nor-
males durante las primeras 24 a 48 horas
después de una injuria.

Por su parte, considerando que los
niveles plasmaticos de proteina C reactiva
pueden aumentar cientos de veces posterior
a ocurrido un trauma, se puede extrapolar
que la ooforohistectomia como procedimien-
to quirdrgico es de leve a medianamente in-
vasivo, ya que los niveles post quirdrgicos
alcanzados dependen tanto de la extension
del dafio tisular como del lugar anatémico
intervenido. A su vez, se observd que los va-
lores de PCR disminuyeron gradualmente en
los dias 3 y 7 post cirugia, con promedios de
22.51 mg/dl y 11.09 mg/dl, respectivamen-
te, alcanzando niveles normales al momento
de remover las suturas, lo que coincide con
la resoluciéon del proceso inflamatorio.

Adicional a ello, cabe estacar que los

valores de PCR obtenidos en los dias 1, 3 y
7 tuvieron una precision intradeterminacion,
con coeficientes de variacion entre 14 - 20%.
Esto indica que los niveles obtenidos de esta
proteina de fase aguda tienen una distribu-
cion homogénea, si es cuantificada bajo cier-
tos estandares. La minima dispersion intra-
determinacion indica la confiabilidad de este
estudio para establecer una curva de los ni-
veles plasmaticos de PCR posterior a una oo-
forohisterectomia.
. No se consideré para dicha conclu-
sion el coeficiente de variacién de un 50%
obtenido el dia 0, puesto que este se pudo
ver influido por factores individuales de cada
paciente, teniendo en cuenta que el rango
normal de PCR es de 1 - 10 mg/dl, lo que
arroja inmediatamente una distribucién he-
terogénea y, por lo tanto, dificil de estanda-
rizar. No obstante a lo anterior, se podrian
establecer rangos de normalidad postopera-
torios para la técnica de ooforohisterectomia
segun los datos obtenidos, siempre y cuando
los pacientes no presentasen ninguno de los
criterios de exclusion, independiente de las
drogas utilizadas durante el proceso.
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CONCLUSIONES

Considerando que durante todos los
dias del post quirdrgico en los que fueron
medidos los niveles de proteina C reactiva
esta presentd diferencias estadisticamente
significativas de sus valores, se puede afir-
mar que el método permitié diferenciar la
concentracion de PCR en los distintos esta-
dios postoperatorios, indicando de manera
certera un alza marcada trascurridas las pri-
meras 24 horas de realizado el procedimiento
quirdrgico, para experimentar una posterior
disminucién de los niveles plasmaticos hasta
alcanzar valores cercanos a los normales, al
momento en que fueron retirados los pun-
tos.

Ademas, los resultados del presente
estudio permiten diferenciar rangos en la
concentracién de proteina C reactiva para
cada uno de los dias de medicion, por lo que
se pueden establecer como rangos de “nor-
malidad” post quirdrgica las concentraciones
que se citan a continuacion:

Dia 0: 2.36 - 3.44 mg/dl.

Dia 1: 26.08 - 29.03 mg/dl.
Dia 3: 20.80 - 24.22 mg/dl.
Dia 7: 10.43 - 11.74 mg/dl.

Por su parte, en base a los valores
promedios obtenidos, se puede confeccionar
la curva de niveles plasmaticos de PCR (gra-
fico N° 6).

En base a los datos mencionados an-
teriormente, se puede inferir que cualquier
alza que presenten los niveles de proteina
C reactiva después de la maxima ocurrida a
las 24 horas postoperatorias, o bien, la per-
sistencia de estas concentraciones plasma-
ticas, podrian indicar la presencia de una
complicacién post quirdrgica, ya sea de tipo
inflamatoria o infecciosa. Lo expuesto, es de
utilidad para la medicina veterinaria, puesto
que permitiria visualizar dichas complicacio-
nes al ser utilizado como una alternativa de
apoyo diagnéstico.

También es destacable que los re-
sultados obtenidos permiten corroborar la
existencia de reactividad antigénica entre la
proteina C reactiva humana y la canina, ya
que se alcanzdé una alta sensibilidad en la
determinacién, lo que debe ser considerado
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Grafico N° 6: Niveles plasmaticos de PCR en hembras caninas
sometidas a ooforohisterectomia programada.

en estudios posteriores que utilicen este mé-
todo para la cuantificacion de PCR.
Finalmente, considerando que estu-
dios previos han concluido que la proteina
C reactiva en la especie canina constituye la
principal proteina de fase aguda, futuras in-
vestigaciones deberian buscar caracterizar el
comportamiento de los niveles de proteina C
reactiva frente a otras situaciones clinicas.
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