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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar los valores de
PCR cuantitativa mediante turbidimetria en suero sanguineo de caballos de salto
antes y después del periodo de trabajo rutinario en el Club Hipico “Los Criollos”. La
toma de muestras en campo se realizdé en el Club Hipico Los Criollos, distrito de
Socabaya, region de Arequipa, el trabajo de gabinete se realizd en el laboratorio
Diagnovet Sac, se llevo a cabo la investigacién durante los meses de noviembre del
2022 a marzo del 2023. Se evalué la Proteina C reactiva antes del entrenamiento y
Proteina C reactiva después del entrenamiento, mediante un ensayo turbidimetrico
para la cuantificacion de proteina C-Reactiva en suero, donde las particulas de latex
recubiertas con los anticuerpos anti PCR, son aglutinadas por PCR presentes en la
muestra de sangre del paciente. El proceso de aglutinacién provoca cambio de la
absorbancia proporcional a la concentracion de PCR en la muestra y por
comparacion con el calibrador de PCR de concentracién conocida puede
determinarse el contenido. Vimos que el promedio de PCR antes del ejercicio
rutinario fue de 3.20 mg/dL, al realizar una inferencia estadistica para una variable,
y al aplicar la Prueba de T para una media, y un contraste unilateral derecho, el p
valor de 0,9999 por lo que aceptamos que los valores de Proteina C Reactiva de
las muestras no son diferentes valores normales de menos de 10 mg/dL. Por otra
parte, vimos que el promedio de PCR después del ejercicio rutinario fue de 3.16
mg/dL, al aplicar la Prueba de T para una media, y un contraste unilateral derecho,
el p valor de 0,9999, es decir los valores de Proteina C Reactiva de las muestras
no son diferentes a los valores normales de menos del0 mg/dL. Las medianas de
los valores antes y después del periodo de ejercicio rutinario son iguales (3,20
mg/dL), la media ligeramente mayor (3.20 mg/dL) en la etapa previa que en la
posterior (3.18 mg/dL), el CV fue de 2.46 %, menor en los valores posteriores
haciendo sus datos aun mas homogéneos asi como su DE menor 0.08, lo que indica
gue la curva es mas altay estrecha y la dispersion de la variable es menor en cuanto
a su media, no existiendo diferencia significativa entre los valores antes y después
del periodo de trabajo rutinario, y sin superar el limite de valores normales de 10
mg/dL.

Palabras clave: Proteina C Reactiva, inflamacion, ejercicio rutinario, equino
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ABSTRACT

The objective of this research work is to determine the quantitative PCR values by
means of turbidimetry in the blood serum of jumping horses before and after the
period of routine work at the "Los Criollos" Equestrian Club. Sampling in the field
was carried out at Club Hipico Los Criollos, Socabaya district, Arequipa region, the
cabinet work was carried out in the Diagnovet Sac laboratory, the investigation was
carried out during the months of November 2022 to March 2023. C-reactive protein
was evaluated before training and C-reactive protein after training, using a
turbidimetric assay for the quantification of C-Reactive protein in serum, where latex
particles coated with anti-CRP antibodies are agglutinated by PCR present in the
patient's blood sample. The agglutination process causes a change in absorbance
proportional to the concentration of PCR in the sample and by comparison with the
PCR calibrator of known concentration the content can be determined. we saw that
the average CRP before routine exercise was 3.20 mg/dL, when making a statistical
inference for a variable, and when applying the T test for a mean, and a right
unilateral contrast, the p value of 0.9999 Therefore, we accept that the C-Reactive
Protein values of the samples are not different from normal values of less than 10
mg/dL. On the other hand, we saw that the CRP average after routine exercise was
3.16 mg/dL, when applying the T Test for a mean, and a right unilateral contrast, the
p value of 0.9999, that is, the Protein values C Reactive samples are not different
from normal values of less than 10 mg/dL. The medians of the values before and
after the period of routine exercise are the same (3.20 mg/dL), the average slightly
higher (3.20 mg/dL) in the previous stage than in the later (3.18 mg/dL), the CV was
2.46%, lower in the subsequent values, making its data even more homogeneous
as well as its SD lower than 0.08, which indicates that the curve is higher and
narrower and the dispersion of the variable is lower in terms of its mean. there being
no significant difference between the values before and after the routine work period,

and without exceeding the limit of normal values of 10 mg/dL.

Keywords: C-Reactive Protein, inflammation, routine exercise, equine
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l. CAPITULO

1. INTRODUCCION

Desde la domesticacion, los equinos han sido cada vez mas utilizados en diversos tipos de
trabajos y actividades atléticas. En la actualidad, proporcionan cerca del 80% de la energia
utilizada para traccién en paises en vias de desarrollo, siendo esta energia de menor

impacto sobre el medio ambiente en comparacion con la traccion motorizada (1).

En muchos paises, los équidos de trabajo son considerados como una importante fuente
de ingresos y oportunidad laboral (1). De esta manera, la salud del caballo esta
directamente relacionada con la subsistencia de su propietario, sabiendo que la necesidad
de reposo de estos animales por enfermedad representa un rendimiento laboral inferior a

su potencial 0 a la necesidad de ingresos familiares (2).

En muchas ciudades se utilizan los equinos de traccion para la recoleccién y transporte de
basuras, escombros, cargas y con fines turisticos. Considerando el amplio @mbito de
acciones, el animal de tiro surge como una herramienta de trabajo, cuya salud y longevidad
deben ser resguardadas (3).

Por ello cualquier proceso patolégico que lo afecte pudiera iniciarse con un proceso
inflamatorio, el cual podria perjudicar su salud y rendimiento de acuerdo a la funcion
zootécnica a la cual este sometido dicho caballo, que para el caso de la presente

investigacion es la funcion de salto en el deporte de la equitacion.

Por ello la determinacion de los valores de PCR, podrian ayudarnos en el desarrollo de la

medicina preventiva.

1.1. Tipo de investigacion

La investigacion sera de nivel descriptivo, cuantitativa.

1.2. Enunciado del Problema
“Se podra determinar la Proteina C Reactiva cuantitativa mediante turbidimetria en

equinos de salto antes y después del periodo de trabajo rutinario - Arequipa 2022"
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1.3. Descripcion del Problema

El Sistema nervioso y musculo esquelético conforman un conjunto entre cuyas
partes se establece una rica interaccién tréfica, de manera tal que las propiedades
estructurales, bioquimicas y funcionales de uno y otro son dependientes entre si
para desarrollar y mantener en el tiempo las caracteristicas de cada uno. Cuando
uno de los dos experimenta una modificacion el otro también se ve afectado. El
entrenamiento fisico y sus efectos sobre el musculo esquelético son también un
buen ejemplo de la interaccion entre ambos tipos de tejido. Es sabido que el
entrenamiento fisico aerébico modifica de tal manera las propiedades de las células
musculares esqueléticas que finalmente los musculos implicados se tornan mas
delgados. Por el contrario, el entrenamiento fisico anaerdbico, especialmente el de
potencia muscular, desarrolla masculos de mayor volumen, es decir, ocurre una
hipertrofia. Desde el punto de vista de las neuronas motoras que inervan a las
células musculares esqueléticas, la informacion que existe sobre sus
modificaciones ante cualquier tipo de entrenamiento fisico es mas bien escasa;
pero, un razonamiento a priori indica que, si las células musculares experimentan
cambios, por qué no podrian experimentarlo también las neuronas motoras, de cuyo

funcionamiento depende la actividad contractil del musculo (2).

Las inflamaciones son la respuesta natural de los tejidos frente a una injuria, herida

o irritacion.

Se trata de un incremento del riego sanguineo con el fin de aportar materiales para
la reparacion de las células dafadas.

La inflamacién articular ocurre en todas las disciplinas de rendimiento equino. Las
actividades diarias de los caballos en entrenamiento pueden conducir al desgaste
diario de la articulacion, lo que resulta en la membrana sinovial y la inflamacion de
la capsula articular (sinovitis y capsulitis). En la mayoria de los casos de OA
(osteoartrosis equina) equina, es este estrés en la articulacion lo que inicia el

proceso.

Cuando el cuerpo del caballo se lesiona, la inflamacion es parte de la respuesta
inmune, el mecanismo de curacién del cuerpo, que indica a los gloébulos blancos
gue ataquen el area lesionada para evitar dafios mayores. El problema comienza
cuando la inflamacién aguda, del tipo temporal, se vuelve cronica (2).

Por ello, los equinos destinados a la disciplina de la equitacién, estan predispuestos
a procesos inflamatorios de diverso indole por ello, basados en la medicina
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preventiva, podriamos establecer una analitica medico preventiva, cuantitativa y
turbidimetrica, con la medicion de PCR en equinos para prevenir procesos
inflamatorios y alargar la vida deportiva del caballo de salto, asi como brindar a los
propietarios y jinetes un binomio caballo jinete mas duradero con la consiguiente

satisfaccion emocional.

1.4. Efecto en el desarrollo local y regional

La equitacién, se practica en algunos lugares del pais, en Arequipa se encuentra el
club Hipico “Los Criollos” el cual cuenta con equinos de salto en constante
entrenamiento y que concursan periédicamente, sin descuidar el entrenamiento
diario. Por ello el poder brindar una analitica medico preventiva por medio de la
determinacion periédica de PCR, ayudaria a mantener una vigilancia y seguimiento

de los procesos inflamatorios.

1.5. Justificacion del problema:

1.5.1. Aspecto General
Una gran variedad de mediadores quimicos enddégenos se ha asociado con la
inflamacion y el dolor en las diferentes especies animales e incluido el ser humano;
en equinos mas aun en aquellos dedicados a fines zootécnicos como la equitacion,
si logramos medir periédicamente los niveles de PCR, podremos monitorear los
diversos procesos inflamatorios y solucionar rapidamente los problemas con el

ahorro econémico que conlleva el evitar procesos cronicos.

El ejercicio reduce el grado de inflamacion crénica, pero el papel que juega la
intensidad no se conoce bien. Recientemente se han publicado los resultados de
un metaanalisis cuyo objetivo fue determinar el efecto del alta frente a la baja
intensidad de ejercicio aerdbico y de fuerza sobre el grado de inflamacion cronica
en humanos, observandose un efecto diferente entre alta y baja intensidad en los
valores de PCR. En equino no hay estudios en referencia a este tema, por lo que la
presente investigacion contribuira a un mayor entendimiento del proceso

inflamatorio.

Monitorear la respuesta inflamatoria puede ser un desafio clinico, porque los signos

de inflamacion no siempre se manifiestan clinicamente.
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En determinadas circunstancias, puede ser necesario realizar andlisis bioquimicos

de sangre y/o hematoldgicos para identificar enfermedad inflamatoria.

En las ultimas dos décadas, el interés se ha centrado en el uso potencial de las
proteinas de fase aguda (APPs) como indicadores de la presencia, el grado y el
curso temporal de la inflamacion, porque estas proteinas se liberan en grandes
cantidades en el torrente sanguineo en respuesta a la infeccion y lesién tisular. En
humanos, las mediciones de APP son utilizado para la evaluacién de rutina del
estado inflamatorio; sin embargo, en caballos, la respuesta de APP solo ha sido
investigado en un grado limitado, lo que impide el uso de APPs en medicina equina

basada en evidencia.

1.5.2. Aspecto Tecnolégico
La analitica laboratorial en medicina veterinaria esta en constante avance, tal es el
caso que hace poco tiempo solo existia medios de analisis cualitativos para la PCR,
en la actualidad con el avance de la ciencia aparecen técnicas y tecnologias como
el método turbidimetrico de latex para evaluar cuantitativamente y tener una mejor
referencia del estado inflamatorio de los pacientes. Por otra parte, brinda al médico
veterinario de campo y de laboratorio un parametro mas al grupo de pruebas

analiticas.

1.5.3. Aspecto Social
Los caballos estaban presentes de forma constante en la vida diaria del siglo XVIII.
Como medio de transporte seguian siendo fundamentales, aunque competian con
mulas y asnos, por el contrario, en el toreo y en el ejército, los caballos comenzaban
a ser levemente desplazados, desplazamiento que no fue completo hasta siglos
posteriores. Sin embargo, se mantienen como atletas de salto, carrera, endurance
y polo en la actualidad y esta actividad proporciona diversas actividades donde
diferentes grupos de personas con diversos perfiles pueden desarrollar actividades
laborales, las cuales se podrian verse afectadas, cada vez que tenemos la perdida

de uno de estos caballos.

Por otra parte, el vinculo emocional entre el propietario y jinete también pueden

afectarse ya que la salud de este noble animal se puede alterar.
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Por ello esta determinacion de los valores de PCR, contribuye indirectamente a

sobre grupos de personas dedicadas a esta actividad ecuestre.

1.5.4. Aspecto Econdmico
Mantener un equino de salto que es un deportista en buenas condiciones y que
pueda expresar su potencial en la equitacion no es barato, conlleva una fuerte
inversion. Los costos en el tratamiento de lesiones crénicas y la perdida de la
funcionabilidad o retiro del equino de la competencia por dolor, representa aun
gastos econdémicos fuertes. Por ello con la presente investigacion buscamos
prevenir algunas patologias o evitar que se conviertan en cronicas con una rapida
deteccion de procesos inflamatorios agudos o crénicos. Consecuentemente
podriamos evitar al propietario gastos en el tratamiento cronico y aumentar la
esperanza de vida de esos caballos y que permanezcan mas tiempo como atletas

en la equitacion.

1.5.5. Importancia del trabajo

- La metodologia se puede emplear en la aplicacion de la medicina veterinaria
preventiva y de acorde al manejo del dolor e inflamacion.

- Con los datos de los andlisis respectivos de laboratorio se podra tomar decisiones
correctas basadas en le medicina veterinaria basada en evidencias en la clinica de
equinos.

- Previniendo mejorar la produccion y productividad a nivel de granja logrando
mayores ingresos al productor.

1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo general
- Determinar los valores de PCR cuantitativa mediante turbidimetria en suero sanguineo

de caballos de salto antes y después del periodo de trabajo rutinario en el Club Hipico

“Los Criollos”.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¢ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

1.6.2. Objetivos especificos

- Determinar los valores de PCR en suero sanguineo de caballos antes del periodo de
ejercicio en el Club Hipico “Los Criollos”.
- Determinar los valores de PCR en suero sanguineo de caballos después del periodo

de ejercicio en el Club Hipico “Los Criollos”.

1.6.3 Planteamiento de la hipoétesis
Dado que, el esfuerzo fisico que realizan los caballos de salto durante el
entrenamiento puede provocar diversos procesos inflamatorios, es probable que
mediante la medicion por la técnica de turbidimetria podamos conocer los valores

cuantitativos de PCR antes y después del ejercicio.
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Il CAPITULO

2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL
2.1. Analisis bibliogréfico

2.1.1. Proteina C Reactiva

La proteina C reactiva (PCR) fue descubierta por Tillet y Francis en 1930 en
pacientes con neumonia neumocdccica, reaccionando con el polisacarido C
presente en la pared celular de Streptococcus pneumoniae, de ahi su nombre. Es
producida en el higado en respuesta a la interleucina 6 y otras citocinas debido a
una infeccién o inflamacion sistémica, aunque estudios recientes informan que

también la producen los adipocitos e in situ en las placas de ateromas (4).

La PCR es una proteina plasmética circulante, miembro de la clase de reactivos de
fase aguda, que aumenta sus niveles en respuesta a la inflamaciéon y que
desempeiia un papel importante en la inmunidad innata, como un sistema de
defensa temprano contra infecciones. Activa el sistema del complemento y la
fagocitosis realizada por los macréfagos (quienes expresan un receptor para la
PCR), funcion que realiza al unirse a la superficie de células proximas a la muerte

celular y a algunos tipos de bacterias (5).

Esta proteina es sintetizada por el higado en respuesta al aumento en la
concentracion plasmatica de IL-6, producida por macrofagos, células endoteliales y

linfocitos T. La PCR también es sintetizada por los adipocitos (6).

Al instaurarse el proceso inflamatorio, la PCR aumenta su concentracion plasmatica
dentro de las primeras 6 horas y alcanza el pico maximo dentro de las 24-72 horas,

tras el cual disminuye rapidamente al resolverse el proceso inflamatorio (7).

La PCR puede aumentar ante cualquier alteracion que provoque respuesta
inflamatoria y no es especifica de procesos infecciosos. Otros factores que pueden
aumentar los niveles de PCR son la obesidad, el tabaguismo, la osteoartrosis
degenerativa, la edad elevada, quemaduras, estrés postraumatico, alteraciones

emocionales y del ciclo menstrual. Asi mismo, es un hecho conocido que tras un
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procedimiento quirdrgico sin complicaciones, el primer dia se observe un aumento
de la concentracion de la PCR que desciende rapidamente tras el cese de

respuesta inflamatoria (8).

El aumento de la concentracion de PCR se ha relacionado con la prediccion de la
severidad de la pancreatitis aguda (9) (10), y de la peritonitis secundaria (11), con
el riesgo cardiovascular incluyendo el infarto agudo de miocardio (12) (13), y como
factor pronostico de supervivencia tras reseccion de metastasis hepatica de origen

colorectal (14).

También ha sido estudiada su relacion con complicaciones infecciosas
postoperatorias en diferentes procedimientos quirdrgicos como resecciones

esofagicas y pancreaticas (15).

La proteina C reactiva es un reactivo de fase aguda positivo, con concentraciones
gue aumentan sustancialmente (50 veces o0 mas) y rapidamente en respuesta a la
inflamacién aguda o al traumatismo. Las concentraciones también disminuyen
rapidamente con la resolucién de la inflamacién. La proteina C reactiva es uno de
los marcadores de inflamacién mas sensibles en los perros. La medicion de CRP
es util para confirmar la presencia de inflamacion subyacente (particularmente en
ausencia de otros indicadores clinicos o de laboratorio de inflamacion) y para
monitorear la respuesta a la terapia. Se han informado aumentos en las
concentraciones de PCR en diversas enfermedades, como sepsis, anemia

hemolitica inmunomediada (IMHA) y cancer (16).

La reaccién de fase aguda abarca todos los fendmenos que tienen lugar en
animales después de dafio tisular y es particularmente asociado con la inflamacién
de cualquier causa. Durante la reaccion de fase aguda, el cuerpo monta una
reaccion multifactorial respuesta para eliminar y reemplazar el tejido dafiado y uno
de los mecanismos implicado es la produccion y secrecion por el higado de una

serie de "proteinas de fase aguda” (17).
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Las concentraciones de estas proteinas aumentan durante la reaccion y se
denominan Positivas Proteinas de fase aguda (APP) como la proteina C reactiva
(CRP),Amiloide sérico A (SAA), haptoglobina (Hp), ceruloplasmina, a2-
macroglobulina, a1 glicoproteina acida (AGP), fibrinbgeno y Complemento (C3,C4)
mientras que los de otros, incluida la albumina, Disminucion de la proteina de unién
a transferrina, transtiretina y retinol a medida que el higado cambia la produccion
de proteinas hacia la sintesis de las proteinas necesarias para hacer frente al dafio;

se llama como APP negativas (18).

2.1.2. Proteina C reactiva en medicina veterinaria

Las proteinas de fase aguda (APPs) se han utilizado como biomarcadores de
inflamacion, infeccién y trauma durante décadas en la medicina humana, pero han
sido relativamente infrautilizadas en el contexto de la medicina veterinaria. Sin
embargo, en los ultimos afios se han logrado avances significativos en la deteccion,
medicion y aplicacion de APPs como biomarcadores tanto en medicina de animales
de compafiia como de granja. En el perro, la proteina C reactiva, la haptoglobina y
el Amiloide A sérico se han identificado como "marcadores" diagnésticos
significativos de meningitis-arteritis sensible a esteroides, mientras que en gatos y
bovinos la haptoglobina y la glicoproteina acida alfa (1), y la haptoglobina y el
Amiloide A sérico han demostrado ser valiosos biomarcadores de la enfermedad,
respectivamente. En el ganado lechero, la haptoglobina y una isoforma A3 Amiloide
sérica asociada a la mama, producida por la glandula mamaria inflamada durante
los episodios de mastitis, tienen un gran potencial como biomarcadores de esta
enfermedad econdémicamente importante. La comprension del uso de APP como
biomarcadores de condiciones inflamatorias de animales domésticos se ha
expandido significativamente en los Uultimos afios y, con los conocimientos
proporcionados por la investigacion en curso, es probable que estos compuestos
se utilicen cada vez mas en el futuro en el diagnéstico y prondstico de enfermedades

de animales de compafiia y de granja (19).

La activacion de la respuesta del huésped a la infeccion, a la "respuesta de fase
aguda", es una reaccion fisiolégica altamente organizada que incluye cambios en

las concentraciones de proteinas plasmaticas de fase aguda (APPs). Las APPs se
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utilizan cada vez mas como marcadores para el pronéstico y el monitoreo de la
respuesta a la terapia junto con los determinantes generales de la salud equina. El
uso de APPs en medicina veterinaria se esta generalizando a medida que se validan
mas kits de diagnodstico comerciales. Este articulo revisa las caracteristicas
sobresalientes de las APP y examina su aplicacion actual y su utilidad potencial en

los trastornos inflamatorios equinos (20).

2.1.3. Funciones bioldgicas de la proteina C reactiva

La proteina se denominé proteina C reactiva debido a su capacidad de unirse al
polisacarido C neumocdcico. La presencia de PCR también se ha descrito en
pacientes humanos durante la fase aguda infecciones causadas por neumonia
lobular aguda, reumatica activa fiebre y bacteriemia por “colon bacillus”. Entre las
funciones bioldgicas descritas en la literatura son Complemento de activacion y
opsonizacion (21) (22). Modulaciéon de monocitos y macréfagos, produccién de
citoguinas (23), union de cromatina (24), y prevencién de la migracion tisular de

neutrdfilos.

Los perros sanos generalmente tienen concentraciones de CRP <10 mg/L, aunque
algunos perros clinicamente sanos pueden tener valores ligeramente mas altos
(hasta 25 mg/L). En estudios de verificacion interna en la Universidad de Cornell,
los perros con diversas enfermedades inflamatorias (pancreatitis, colangiohepatitis,
IMHA y enteritis por parvovirus) tenian concentraciones de PCR que oscilaban entre
43y 290 mg/L (n=15). Tres perros (colangiohepatitis, IMHA, enteritis por parvovirus)
mostraron concentraciones de PCR decrecientes con pruebas secuenciales, lo que
coincidié con la evidencia clinica y de laboratorio de mejoria de la enfermedad, lo

gue demuestra la utilidad diagnéstica de la PCR para documentar la resolucion (5).

La respuesta de fase aguda (APR) es un conjunto complejo de reacciones
inflamatorias que ocurren después de una lesion o infeccion. Es inducida por todos
los procesos que conducen a dafio tisular (infeccion bacteriana y viral, infestacion
parasitaria, traumatismo, cirugia, necrosis isquémica, quemaduras y neoplasias
(25).
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La APR se inicia cuando las células y los tejidos se dafan. La lesion provoca la
produccion de un gran nimero de mediadores inflamatorios entre las que juegan

un papel muy importante las citoquinas roles (26).

Las citocinas inician la cascada APR a través de la estimulacion de varios tipos de
células, el paso fisiopatolégico de la APR es la sintesis hepatica y, como resultado,
el aumento de las concentraciones plasmaticas de APP. Estudios recientes han
demostrado que los tejidos extrahepaticos también pueden ser estimulados por
citocinas para producir APP (27) (28) (29).

2.1.4. Proteina C reactiva en equinos

El Amiloide A sérico (SAA) es un marcador de inflamacién e infeccion en el caballo
gue se puede evaluar en el campo, con cambios rapidos y marcados observados
después del inicio de un estimulo inflamatorio. Esta cualidad de SAA también hace
gue su uso clinico sea un desafio, porque incluso las condiciones inflamatorias
pequefias pueden causar grandes cambios en los niveles de SAA. La revision de la
literatura actual proporciona pautas para las respuestas de la AEA a diversas
afecciones, que se pueden aplicar a casos clinicos especificos. Se alienta al médico
veterinario a utilizar SAA junto con el examen fisico y otras modalidades de

diagndstico para guiar el tratamiento y monitorear la progresion del caso (30).

También se encontr6 una alta concentracion sérica en caballos con neumonia,
enteritis, artritis y después de la castracion. Aumento la concentracion plasmatica
observando laminitis. EI aumento de la concentracién sérica de CRP se ha
encontrado en caballos que sufren de inflamacion aséptica inducida por inyecciones

intramusculares de trementina (31).

El Amiloide A sérico (SAA) es la principal proteina de fase aguda en caballos. Se
produce durante la respuesta de fase aguda (APR), una reaccion sistémica
inespecifica a cualquier tipo de lesion tisular. En la sangre de caballos sanos, la
concentracion de SAA es muy baja, pero aumenta dramaticamente con la
inflamacion. Debido a la corta vida media de la SAA, los cambios en su
concentracion en la sangre reflejan de cerca el inicio de la inflamacion y, por lo
tanto, la medicion de la SAA es (til en el diagnostico y monitoreo de la enfermedad
y la respuesta al tratamiento (32).
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Se han descrito aumentos en la concentracién de SAA en enfermedades digestivas,
reproductivas y respiratorias equinas y después de procedimientos quirlrgicos.
Ademas, el SAA ha demostrado ser util para la deteccion de algunas patologias
subclinicas que pueden perturbar el entrenamiento y la competencia en atletas
equinos. La creciente disponibilidad de pruebas de diagnéstico tanto para uso de
laboratorio como de campo se suma a la aplicabilidad de SAA como un indicador
confiable del estado de salud de los caballos. Este articulo de revision presenta la
informacidn actual sobre los cambios en las concentraciones de SAA en la sangre
de caballos sanos y enfermos, centrandose en la aplicacién clinica de este
biomarcador (32).

2.1.5. Métodos para medir PCR en equinos

Varios métodos para medir las APP equinas se han desarrollado, incluido el ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzimas para SAA (33) (34),latex pasivo invertido
prueba de aglutinacion para SAA (35), inmunodifusion simple radial para SAA,
haptoglobina (36) (37) (38) (39) (40), electroinmunoensayo para SAA, unién a
hemoglobina para ensayos de capacidad para haptoglobina (41) (42), y ensayo
inmunoturbidimétrico de aglutinacion de latex para SAA y haptoglobina (43) (44)
(45).

Ensayos de haptoglobina y SAA desarrollado para su uso en multiples especies,
incluyendo el caballo estan disponibles comercialmente, pero los estudios de
validacién equina para estos ensayos aun no estan disponibles. Los ensayos
mencionados anteriormente son principalmente relevantes para fines de
investigacion, pero recientemente, un sistema de prueba desarrollado para su uso
en la practica equina y pequefios animales. En laboratorios a estado disponible en
Escandinavia y el Reino Unido. Este sistema permite que en concentraciones de
SAA vy haptoglobina se pueda medir dentro de los 30 minutos, y los datos
preliminares muestran que las concentraciones se miden de manera exacta y
precisa. Un SAA humano analizado para su uso en laboratorios de diagnostico mas
grandes ha sido validado en el caballo (34).
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Estd disponible comercialmente en el Reino Unido. Varios ensayos estan
disponibles para la evaluacion de fibrindbgeno. Puede evaluarse con suficiente
precision por métodos de precipitacion por calor. Estos son métodos comunmente

utilizados en la practica equina, ya que son rapidos y no requieren equipo (46).

Ademas, la prueba de glutaraldehido puede ser utilizado para medir los niveles
combinados de globulinas y fibrinbgeno semicuantitativamente. Glutaraldehido se
une a los grupos amino libres en el fibrindbgeno y la inmunoglobulina y, como
resultado, crea un codgulo; la coagulacion tiempo de la prueba estima las
concentraciones de proteinas inflamatorias. Sin embargo, un estudio (47), mostro
gue la prueba solo fue moderadamente capaz de diferenciar la inflamacién aguda
de la crénica en caballos y que el tiempo de coagulaciéon se correlacioné con los
niveles de globulina pero no con los de fibrindgeno. antes de seguir hay estudios

disponibles, y esta prueba debe usarse cautelosamente.

Es importante tener en cuenta que las concentraciones de APP medidas por
diferentes ensayos no son directamente comparables y, por lo tanto, absolutas las
concentraciones y los valores de corte pueden diferir entre diferentes estudios.
Ademas, la edad, el sexo y se debe tener en cuenta el estado fisiolégico del caballo
al interpretar una concentracion de APP medida. Pequefio y aparentemente sin
importancia, pero estadisticamente significativas, se han demostrado diferencias en
las concentraciones séricas de proteina C reactiva, haptoglobina, ceruloplasmina y
glicoproteina 1-acida entre diferentes grupos de edad, entre hombres y mujeres,
yeguas prefiadas y no prefiadas (37) (38) (39) (40).

La mayoria de los estudios no muestran diferencias en los niveles de SAA vy
haptoglobina entre neonatos potros y caballos mayores (47) (48) (43).

Los resultados de un estudio sugieren que el presente método puede usarse para
una determinacion cuantitativa de la concentracion de PCR en suero de caballo. El
rendimiento analitico del ensayo funcional es comparable a los ensayos
inmunologicos descritos. La sensibilidad analitica es suficiente para medir los
valores de CRP en caballos sanos, lo que hace que el ensayo sea adecuado para
uso clinico. La especificidad analitica del ensayo es alta debido a las propiedades
Unicas de union a fosfocolina de CRP. El andlisis de la distribucion de los datos de
PCR en el grupo control permitié el célculo de los valores de corte diagnosticos (10
mg/l) (37).
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2.1.6. Turbidimetria para la determinacion Proteina C Reactiva

La turbidimetria consiste en la medicion de la disminucion de la intensidad del haz
de luz incidente al atravesar una suspensién de particulas capaz de dispersar el
haz. La turbidimetria forma parte de la espectrofotometria de dispersion. La
turbidimetria puede realizarse en espectrofotometros de visible o violeta. Cuando la
concentracion de particulas en suspension se mide por turbidimetria, la suspensién
se pone en una cubeta similar a un tubo de ensayo, que permite realizar las medidas
de las energia incidentes y transmitidas. La fuente de radiacion mas frecuentemente
usadas es la lampara de wolframio, pero pueden utilizarse otras fuentes de
radiacion visible. Si ponemos en la cubeta suspensiones coloreadas se debe usar
un filtro para evitar que influya sobre los resultados dando valores excesivamente
altos. Los turbidimetros pueden incorporar cualquier detector que sea sensible a la

longitud de onda transmitida (45).

Turbidez se refiere a la conversion de un medio liquido traslicido a turbio por efecto
de la multiplicacion bacteriana debido a la capacidad de los microorganismos de

dispersar la luz (49).

La operacion de los sistemas de medicion de turbidez se basa en los fenébmenos

opticos que se originan al incidir un haz de luz a través de un medio (50).

La presencia de particulas suspendidas produce una dispersion de la luz, lo cual

interfiere y reduce la intensidad del haz de luz resultante (50).

La cantidad de luz transmitida se registra como porcentaje de transmitancia y
también en unidades de absorbancia (51). Existen dos métodos, estrechamente
relacionados, para medir la dispersion de la luz con mayor precision: el nefelémetro
mide la cantidad de luz dispersada usando un detector ubicado en angulo recto y el
espectrofotdmetro mide la radiacion emitida tras producirse el fenébmeno de
absorcién de forma lineal. En conteo microbiano se usa con frecuencia una longitud

de onda de 600nm al utilizar el espectrofotdémetro (52).
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2.1.7. Cambios en las proteinas antes y después del ejercicio en equinos.

Proteinas plasmaticas totales y albumina. La proteinemia en reposo y durante el
ejercicio es el resultado de la interaccion de numerosos factores, como grado de
filtracion entre los espacios intra y extravascular, demandas metabdlicas, control

neuroendocrino, estado nutricional y equilibrio hidrico (49).

Los rangos fisiolégicos para la concentracion de proteinas plasmaticas (PP),
albumina, globulinas y fibrinégeno son de 5,5-7,5 g/dl, 2,6-3,8 g/dl, 2,0-3,5 g/dl y
menos de 0,4-0,4 mg/dl de modo respectivo (50) (51).

Si bien numerosos estudios han evaluado los cambios de citoquinas en respuesta
a diferentes modos e intensidades de ejercicio en humanos (52) (53) (54), un
namero limitado, pero creciente, de estudios han examinado este aspecto en
caballos. En los seres humanos, el mecanismo propuesto para la inflamacion
inducida por el ejercicio implica un entrenamiento de alto volumen y / o intensidad
gue induce trauma musculoesquelético o trastornos metabdlicos. Estos cambios
activan los monocitos circulantes y otras células para producir citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL)-
1B y la IL-6 (55) (56) (57). Estas citoquinas producidas periféricamente pueden, a
su vez, aumentar o exacerbar las respuestas inflamatorias localizadas en las
articulaciones y los musculos (58). El acondicionamiento del ejercicio, por otro lado,
se asocia con una expresion reducida de citoquinas proinflamatorias y la induccion

de un "estado antiinflamatorio” general (59) (60) (61).

En general, los atletas equinos exhiben evidencia de inflamacion posterior al
ejercicio, caracterizada por una mayor expresion de TNF-a, IL-18 e IL-6 en células
mononucleares de sangre periférica (62) (63), asi como CXCL2, IL-8 y CEBP en
muestras de sangre total (64).

Un trabajo reciente ha examinado el efecto del ejercicio en caballos en una variedad
de marcadores, incluyendo Amiloide sérico A, mientras que otros han utilizado
modalidades de secuenciacion de alto rendimiento para examinar el transcriptoma
de los caballos en ejercicio y el efecto significativo que tiene el ejercicio sobre el
sistema inmunoldgico. En un trabajo previo se ha demostrado que los pura sangre
jovenes en entrenamiento experimentan niveles decrecientes de citoquinas

inflamatorias con el tiempo en respuesta a su acondicionamiento (65).
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Se ha examinado si esta disminucion también se produce entre dos modelos
diferentes para entrenar purasangres de 2 afios mediante el ensayo de 10 citocinas,

algunas de las cuales no han sido previamente examinados en el atleta equino (65).

2.1.8 Proteina C Reactiva e Inflamacion.

La inflamacion es un mecanismo complejo y relativamente inespecifico que parece
actuar como primera barrera de defensa, incluso anterior a la mas especificamente

disefiada mediante el sistema inmunitario clasico (66).

Por esta razdén, no es de extrafiar que en muchas circunstancias la respuesta de
nuestro sistema de defensa sea desmesurada (por diferentes circunstancias) en
comparacion con la agresion frente a la que se desencadena y pueda ser incluso
perjudicial para los mecanismos mas perfeccionados que se han puesto en marcha

posteriormente en la evolucion (67).

La PCR es una molécula conocida desde hace mas de 70 afios, cuya presencia en
concentraciones elevadas en sangre siempre ha sido sinénimo de la existencia de
una reaccion de fase aguda, es decir, de un proceso inflamatorio. Incluso, en
algunas la elevacion de la concentracion de esta proteina no se produce en
repuesta a todos los estimulos (no aumenta en presencia de agresiones por virus),
su medicion ha llegado también utilizarse para diferenciar las infecciones virales de

las bacterianas en determinadas situaciones conflictivas (68).

A su vez, también sabemos que la elevacion de la concentracion de la PCR podria
no ser completamente inocua para nuestro organismo (que es el que la produce):
el sustrato natural de la PCR parece ser la fosfocolina (lisofosfatidilcolina), y
mediante esta unién se estimula la activacién de complemento y la fagocitosis de

las estructuras a que se ha unido a la PCR (69) (70).

En circunstancias "normales”, el mantenimiento de la asimetria de nuestras
membranas celulares hace que no haya practicamente una concentracion minima
necesaria de fosfatidilcolina en la superficie externa de éstas (es decir, en la parte
en contacto con el sistema extracelular), ni tampoco elevadas concentraciones de
la fosfolipasa A2, necesarias para producir la lisofosfatidilcolina, que es el ligando
de la PCR (71).
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De hecho, en experiencias en que se inyecta a animales PCR normal en ausencia

de otros estimulos no parece que se desencadene ningun fenébmeno negativo (72).

No obstante, el equilibrio anterior se rompe con una cierta facilidad, y por muy
diversos motivos: algunas células pueden no ser capaces de mantener la asimetria
de sus membranas (como ocurre, por ejemplo, en situaciones de isquemia), puede
aumentar significativamente la concentracion local de fosfolipasa A2 secretora
(sPLA2), puede modificarse la estructura de las membranas por un exceso de
produccion de radicales libres, pueden modificarse las lipoproteinas, como las
lipoproteinas de alta densidad por peroxidacion y favorecerse la rotura de su propia
fosfatidilcolina en lisofosfatidilcolina y radicales libres, posiblemente en

colaboracion con la Lp-PLA2,etc (73).

Si estas situaciones coinciden con elevaciones de la concentracion de la PCR, su
efecto nocivo podria potenciarse y hacer que un mecanismo de defensa como es el
representado por el fenémeno inflamatorio se convirtiera en un proceso perjudicial

para nuestro propio organismo (74).

Asi pues, nos encontramos con un posible escenario en el cual cada uno de los
diferentes actores pueden estar interpretando perfectamente su guion: los
mediadores de inflamacion actuando frente a algun tipo de agresion que pretenden
neutralizar, las fosfolipasas rompiendo moléculas extrafias, como son los &cidos
grasos degradados (peroxidados) que permanecen unidos a fosfolipidos de
lipoproteinas o membranas, los sistemas antioxidantes, intentando proteger a
nuestro organismo de la oxidacion y los macrofagos eliminando estructuras de
"desecho". La paradoja aparece cuando el resultado de la suma del correcto
funcionamiento de todos estos sistemas desencadena una situacion perjudicial de
forma cronica. Aunque, quiza, no sea totalmente paraddjico, ya que para que ello
ocurra varios de los eslabones de este proceso tienen que estar sobre expresados

(en desequilibrio) (73).

Dentro del conjunto de actores mencionado destaca la PCR, y mas concretamente
la PCR ultrasensible, o de alta sensibilidad (PCR-us), porque una elevacion relativa
de su concentracion, que se mantiene de forma permanente, nos est4 descubriendo
gue se ha producido el desequilibrio que se comentaba anteriormente. Por otra
parte, el énfasis puesto sobre el hecho de ser ultrasensible no es gratuito: es
imprescindible (aunque sea la misma proteina, determinada ademas con el mismo

anticuerpo) ya que nos permite discriminar entre valores que antiguamente eran
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considerados normales o, si se prefiere, no indicativos de una inflamacién aguda;
es decir, nos asegura una sensibilidad y una precisibn adecuadas para su uso

clinico en los limites de valores entre 0 y 10 mg/l (75).

2.2. Antecedentes de investigacion

2.2.1. Proteina C reactiva sérica (PCR) en caballos: el efecto del
envejecimiento, el sexo, el parto y las inflamaciones en su

concentracion (37).

La concentracion sérica de proteina C reactiva (PCR) en caballos se midié mediante
inmunodifusion radial simple (SRID) utilizando suero de PCR anti-equina de conejo
para evaluar la importancia de la PCR como proteina reactiva de fase aguda.

En muestras de suero de potros purasangre recién nacidos clinicamente normales
antes de recibir calostro, no se detect6é PCR sérica (menor o igual a 1
microgramo/ml). Se encontr6 que la concentracion sérica de PCR aumenta
rapidamente y alcanza un nivel maximo de aproximadamente 14,1 microgramos/mil
en caballos de 12 meses. Luego, disminuy6 gradualmente hasta alcanzar un valor
bajo de 5,4 microgramos/ml en el caballo de 4 afios. En caballos mayores de 5
afos, la concentracion sérica de PCR se mantuvo estable en valores de 7 a 8

microgramos/ml.

En yeguas durante el periodo perinatal, la concentracion sérica de PCR disminuyé
2 meses antes del parto, mostr6 cambios moderados justo antes y después del

parto y luego aumenté a un nivel relativamente alto 2 meses después del parto.

Se encontré que la concentracion de PCR sérica aumento a las 24 horas después
de estimulos inflamatorios experimentales en caballos adultos, y alcanzé valores
méximos de 3 a 6 veces mas altos que los valores de referencia a los 3 a 5 dias.
La concentracion de PCR en suero volvio a los valores de referencia entre 2 'y 3
semanas después de los tratamientos. Esté claro a partir de estos datos que la PCR
es una de las proteinas reactivas de fase aguda en los caballos.
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2.2.2. Un método turbidimétrico funcional para determinar la proteina C

reactiva en caballos (81).

Se realizdé un método turbidimétrico para determinar la concentracion de proteina C
reactiva (PCR) sérica, basado en la interaccién aceite de soja-fosfocolina, en
muestras de suero de caballo para evaluar su valor diagnéstico potencial en
medicina veterinaria. Se afiadi6 Intralipid al 20 % en tampén Tris-calcio 0,1 M (pH
7,5) al suero de caballo. Después de 30 min de incubacion a 37 °C, los complejos
PCR-fosfocolina se cuantificaron turbidimétricamente, bicroméaticamente (660
nm/700 nm) en un analizador comercial. Ademas, se realiz6 una comparacion entre
la PCR y otros marcadores inflamatorios, incluidos los recuentos de glébulos
blancos y neutrdfilos, para evaluar el valor diagnéstico de ambas pruebas.

La estandarizacion del ensayo se realizé utilizando un calibrador comercial de PCR
humana. Las mediciones de PCR se realizaron en muestras de suero (296
pacientes y 34 controles). Se encontro que los valores de referencia eran inferiores
a 10 mg/l. Se encontré que el método era lineal entre 1 y 400 mg/l. Se observé una
correlacion moderada entre los valores de PCR y los recuentos relativos de

neutrofilos.

El analisis de las caracteristicas operativas del receptor demostré que el area bajo
la curva de PCR fue de 0,928, que fue superior (P < 0,001) al recuento de neutrofilos
(0,804) y al recuento de leucocitos (0,664) para detectar la presencia de
inflamacién. Este ensayo de CRP mostré resultados confiables como prueba de
fase aguda en caballos, lo que confirma su capacidad independiente de la especie
para detectar CRP en varios mamiferos, incluidos los caballos.

2.2.3. Proteinas de fase aguda en caballos de carreras con enfermedad

inflamatoria de las vias respiratorias (51).

La inflamacion sistémica se observa en caballos con patologias respiratorias y
también podria estar presente en caballos con un menor grado de inflamacion
pulmonar. Se planteo la hipotesis de que los caballos de carreras con enfermedad

inflamatoria de las vias respiratorias (DIA) tienen una mayor concentracion de
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proteinas circulantes de fase aguda. El objetivo de este estudio fue comparar las
proteinas séricas de fase aguda de caballos de carreras con y sin inflamacion de
las vias respiratorias inferiores. Suero de 21 caballos de carreras Standardbred
propiedad del cliente con intolerancia al ejercicio e inflamacién de las vias
respiratorias inferiores y suero de 10 caballos de carreras Standardbred propiedad
del cliente con intolerancia al ejercicio sin inflamacion de las vias respiratorias
inferiores. En un estudio de casos y controles, se analizaron muestras de suero de
caballos previamente caracterizados presentados para intolerancia al ejercicio con
o sin inflamacion de las vias respiratorias inferiores basada en la citologia del liquido
de lavado broncoalveolar para detectar proteina A Amiloide sérica (SAA), proteina
C reactiva (PCR) y haptoglobina utilizando ELISA comerciales. No hubo diferencias
significativas entre los grupos para la AEA (no DIA versus DIA, mediana (rango):
3,47 (0,06-34,94) versus 6,33 (0,06-80) ug/ml, P = 0,49), PCR (10,87 (2,05-29,03)
versus 4,63 (0,02-31,81) pg/ml, P = 0,23) o haptoglobina (900,36 (607,99-2018,84)
versus 749,54 (530,81-1076,95) yg/mL, P = 0,09). En esta poblacion de caballos de
carreras de bajo rendimiento en entrenamiento, la SAA sérica, la PCR y la
haptoglobina no fueron utiles para distinguir entre los caballos con DIA de los

caballos con intolerancia al ejercicio por otras causas.

2.2.4. Papel de la proteina C reactiva en los sitios de inflamacién e infeccion
(82).

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina inflamatoria aguda que aumenta hasta
1000 veces en los sitios de infeccién o inflamacion. La PCR se produce como una
proteina, denominada PCR nativa (nCRP), que puede disociarse irreversiblemente
en los sitios de inflamacién e infeccion en cinco mondmeros separados,

denominados PCR monomérica (MCRP).

La PCR se sintetiza principalmente en los hepatocitos hepaticos, pero también por
las células del musculo liso, los macroéfagos, las células endoteliales, los linfocitos
y los adipocitos. La evidencia sugiere que el estrégeno en forma de terapia de
reemplazo hormonal influye en los niveles de PCR en los ancianos. Habiendo sido
utiizado tradicionalmente como un marcador de infeccibn y eventos
cardiovasculares, ahora hay una creciente evidencia de que la PCR juega un papel
importante en los procesos inflamatorios y las respuestas del huésped a la

infeccion, incluida la via del complemento, la apoptosis, la fagocitosis, la liberacion
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de oxido nitrico (NO) y la produccién de citoquinas, particularmente la interleucina-
6y el factor de necrosis tumoral-a. A diferencia de las publicaciones mas recientes,
los hallazgos de los primeros trabajos sobre la PCR pueden parecer algo poco
claros y, a veces, contradictorios, ya que a menudo no se especificé qué isoforma
particular de la PCR se midié o utilizé6 en los experimentos y si las respuestas
atribuidas a la nCRP fueron de hecho posiblemente debido a la disociacion en
MCRP o la contaminacion por lipopolisacaridos. Ademas, dado que los anticuerpos
para mMCRP no estan disponibles comercialmente, pocos laboratorios pueden
realizar estudios que investiguen la isoforma mMCRP. A pesar de estos problemas y
del hecho de que la mayoria de las investigaciones de PCR hasta la fecha se han
centrado en los trastornos vasculares, existe una creciente evidencia de que las
isoformas de PCR tienen propiedades biologicas distintas, con nCRP a menudo
exhibiendo mas actividades antiinflamatorias en comparacion con mCRP. La
isoforma nCRP activa la via clasica del complemento, induce fagocitosis y
promueve la apoptosis. Por otro lado, mCRP promueve la quimiotaxis y el
reclutamiento de leucocitos circulantes a areas de inflamacién y puede retrasar la
apoptosis. Las isoformas nCRP y mCRP trabajan en direcciones opuestas para
inhibir e inducir la produccion de NO, respectivamente. En términos de produccién
de citoquinas proinflamatorias, mCRP aumenta la produccién de interleucina-8 y
proteina-1 quimioatrayente de monocitos, mientras que nCRP no tiene ningun
efecto detectable en sus niveles. Se necesitan mas estudios para ampliar estos
hallazgos emergentes y caracterizar completamente los roles diferenciales que

desempenfia cada isoforma de PCR en los sitios de inflamacion e infeccion locales.

2.2.5. Proteina C Reactiva en la préactica veterinaria (83).

El cuerpo animal reacciona a todo tipo de lesiones y estrés para mantener el
mecanismo de homeostasis del cuerpo. Esta homeostasis se logra ya sea por un
mecanismo no especifico. La resistencia innata inespecifica del cuerpo, como
reacciones citologicas y de citoquinas que incluyen fiebre, leucocitosis, etc. Se
conoce como respuesta de fase aguda. En esta respuesta, habra aumento o

disminucion de la concentracion sérica de proteinas. Estas proteinas se conocen
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como proteinas de fase aguda. Se ha encontrado que las mediciones de la
concentracion sérica de estas proteinas de fase aguda son utiles en la evaluacién
de estado de salud y prediccién de enfermedades del hombre y de los animales. La
concentracion sérica de estas proteinas de fase aguda vuelve a los niveles bésicos.
Cuando el factor desencadenante ya no esta presente. Ahora se considera que la
respuesta de fase aguda es un proceso dindmico que involucra factores sistémicos
y cambios metabdlicos que proporcionan un mecanismo de defensa no especifico
temprano contra la agresion antes de que se logre la inmunidad especifica. Uno de
los usos de las proteinas de fase aguda, la proteina C reactiva como biomarcador
para el diagnostico de enfermedades en animales y la evaluacién del estado de

salud tiene un alto potencial en la préactica veterinaria moderna.
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Il. CAPITULO

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Localizacion del trabajo
a. Localizacion espacial

La toma de muestras en campo se realizé en el Club Hipico Los Criollos, distrito de
Socabaya, region de Arequipa, el trabajo de gabinete se realizé en el laboratorio
Diagnovet Sac, ubicado en Mariscal Benavides Nro.305 Urb. Selva Alegre Cercado,
geograficamente ubicado en: Latitud Sur: 16° 23" 55,19, longitud Oeste: 71° 3’
12.817. Altitud: 2328, msnm con una temperatura promedio de 15,8°C con una
variabilidad de 8,2°C a 25,6°C, con una humedad relativa mayor a 27% y menor a

70% y una precipitacion promedio de 78 mm.*®
b. Localizacién temporal

El trabajo de investigacion se realizé durante los meses de noviembre del 2022 a
marzo del 2023.

3.1.2. Materiales bioldgicos

- 24 muestras de sangre

3.1.3. Materiales de laboratorio

Descartables

- Tubos de vacutainer tapa roja de 9cc.
- Tubos de ensayo

- Tips Azules

- Tips Amarillos

- Guantes

- Jeringas de 10 cc con aguja N° 16
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Reactivos:
- Kit Proteina C Reactiva Turbidimetrica Spintrol® Espafia
- Agua destilada

- Calibradores Spintrol® Espafia

Equipos:

- Bafio de maria digital

- Espectrofotémetro UV VIS EMP168-VET® China

- Analizador Automatico Bioquimico SY SL120 SUNNIMED® China
- Centrifuga Clinica Clay Adamas® USA

- Cronometro

- Micropipeta 1-10 ul Boeco® Alemania

- Micropipeta 100 — 1000 ul Boeco® Alemania

3.1.4. Materiales de campo
- Mameluco
- Algodén
- Alcohol 90°
- Botas
- Agujas de vacutainer
- Jeringas de 10 cc con aguja 18 x 1 1/2
- Tubos de vacutainer tapa con EDTA-Na y Activador de coagulo
- Caja de transporte de muestras
- Pack de hielo
- Termémetro ambiental
- Camara

- Ficha de datos

3.1.5. Equipos y maquinaria no de laboratorio

- Camara fotografica

3.1.6. Material de escritorio y redaccion
- Material de escritorio
- Equipo de cémputo

- Materiales de impresion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE ; CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

24
A\

3.1.7. Otros materiales.
- Ficha de Registro de Salud de los equinos
- Libreta de anotaciones de campo

- Ficha de registro de analisis de Proteina C Reactiva.
3.2. Métodos:

a. Muestreo:

Como es una investigacion de nivel cuantitativo, tipo descriptivo y disefio
observacional, se utilizard 24 equinos, que son la poblacidn total de equinos de salto
del Club Hipico. A los cuales se les extraerd muestras sanguineas antes y después
del esfuerzo fisico.

b. Tamafio de muestras:
Se utilizard 24 equinos de salto en entrenamiento, que son la poblacion total de

equinos de salto del Club Hipico.

c. Procedimiento de muestreo

Se trabajé con toda la poblacion de equinos del Club Hipico “Los Criollos”.
3.2.1. Métodos de evaluacion
a. Metodologia de la experimentacion

NUumero de Evaluados

- 24 equinos de salto

Parametros Evaluados
Se evalud
- Proteina C reactiva antes del entrenamiento

- Proteina C reactiva después del entrenamiento

Coleccion de muestras:
Las muestras de sangre, fueron correctamente identificadas y transportadas al

laboratorio para su debido andlisis.

Se procedi6 a realizar la limpieza y asepsia del &rea con alcohol y luego se
recolecto la sangre con una aguja hipodérmica 18 x 1 Y.
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Se tom6 una muestra se sangre por venipuncion de la vena yugular izquierda.
Se tomd una muestra a los equinos de salto en reposo a las 5 am y
posteriormente la segunda muestra se obtendré a las 10:30 am, después de un

periodo de ejercitamiento de 30 minutos.

Se colecto la sangre venosa en tubos vacutainer tapa amarilla con activador de

coagulo de 9 cc.

Las muestras se trasladaron al laboratorio, debidamente rotuladas e

identificadas.

Se almacenaron hasta su llegada en una caja de transporte de vacunas con gel

refrigerante.
En laboratorio se centrifugo a 4000 rpm x 5 minutos y se extraera el suero.
Se traslado a tubos de criovial de 3 cm para su posterior analisis.

Las muestras fueron analizadas por la técnica de turbidimetria en un analizador

bioquimico automatico.

Los resultados obtenidos fueron registrados en una plantilla de Excel por cada

animal evaluado, en una ficha de elaboracién propia.

Los datos obtenidos de valores de PCR, se contrastaron con los valores
fisiologicos normales, de acuerdo a ello se determinar4 la respuesta

inflamatoria.

Principio del método:

Es un ensayo turbidimetrico para la cuantificacion de proteina C-Reactiva en
suero o plasma, donde las particulas de latex recubiertas con los anticuerpos
anti PCR, son aglutinadas por PCR presentes en la muestra de sangre del
paciente. El proceso de aglutinacion provoca cambio de la absorbancia
proporcional a la concentracion de PCR en la muestra y por comparacion con el

calibrador de PCR de concentracion conocida puede determinarse el contenido.
Procedimiento:

- Serealizé la calibracion con el calibrador.
- Se reconstituyo el liofilizado con 1 ml de agua destilada.
- Mezclar y dejar reposar 10 minutos.
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- Calentar los reactivos a 37 °C, asi como programar las cubetas del
espectrofotdmetro

- Escoger como longitud de onda para el ensayo 540 nm

- Ajustar a O frente a agua destilada

- Preparar en una cubeta 800 ul de R1y 200 ul de Latex R2 y 5 ul de calibrador
y otro con 5 ul de muestra.

- Mezclar, leer la absorbancia frente al blanco inmediatamente Al y a los 2
minutos A2 de efectuada la mezcla.

- Registrar el resultado.

- Imprimir los resultados.

Recopilacion de informacion
Los resultados obtenidos fueron registrados en una matriz de datos por cada
equino, en Excel, en una ficha de elaboracién propia.
Los datos obtenidos se valores de proteina C reactiva, se contrastaron con los
valores fisiol6gicos normales, de acuerdo a ello se determiné la presencia o no
de proceso inflamatorio.

Los datos se analizaron estadisticamente con el software Infostat 2020.

Disefio estadistico

Al ser una investigacién de nivel explicativo, donde se compara los valores de
PCR antes y después del ejercicio, se procedié primeramente y de acuerdo a
los objetivos especificos a determinar valores mediante estadistica
descriptiva, empleando medidas de tendencia central y de dispersion, para
luego realizar la inferencia estadistica para una variable y posteriormente
aplicar la prueba de T Student para una media con contraste unilateral
derecho. De acuerdo a ello se determind el nivel de significancia.

3.2.2. Recopilacion de informacién
3.2.3. Variables de respuesta

Variable Dependiente

> Proteina C Reactiva

Variable Independiente

» Ejercicio.
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Variable Indicador Técnica Instrumento
Dependiente Normal 5-8 ug/ml Espectrofotometria Analizador bioquimico
PCR Elevada > 8 ug/ml automatico
Disminuida < 5 ug ml
Independiente Antes Entrenamiento/Ejercicio | Cronometro
Ejercicio Después
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V. CAPITULO

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuadros de resultados
El presente trabajo de investigacion despliega, la revision y analisis exhaustivos de
los fundamentos tedricos y problema de estudio, descripcién de las estrategias
metodolbgicas utilizadas en la ejecuciéon de la investigacion, los resultados y
discusion pertinente del andlisis de la comparacién entre los valores de Proteina C
Reactiva, obtenidos en suero sanguineo de equinos de salto del Club Hipico “Los
Criollos” mediante la técnica de turbidimetria, antes y después del periodo de
entrenamiento (30 minutos), considerando una serie de actividades que involucran
la revision del estado del arte, asi como la comparacion con los datos reportados
existentes con nuestras matrices de datos y sistematizacion, matrices de conteo,

célculos y andlisis estadisticos y resultados obtenidos.

4.1.1. Determinacion de los valores de Proteina C Reactiva en suero
sanguineo de caballos, antes del periodo de ejercicio en el Club Hipico

“Los Criollos”.

El cuadro N° 1, muestra los valores de Proteina C Reactiva obtenidos de las
muestras de suero sanguineo de los equinos del Club Hipico “Los Criollos” en el
periodo previo a someterlos al entrenamiento (n=24).
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Cuadro N° 1: Valores de Proteina C Reactiva, medidos en suero de equinos
de salto del Club Hipico “Los Criollos” antes del entrenamiento.

No. Nombre Sexo Valor de Proteina C
Reactiva (mg/dL)

1 Mango M 3.30
2 Shigoto M 3.20
3 Hazard M 3.20
4 Kristal H 3.00
5 Sebas M 3.20
6 Liso M 3.10
7 Chilcano M 3.20
8 Whisky M 3.10
9 Aramis M 3.00
10 Pigalle M 3.20
11 Ainus M 3.30
12 Esperanza H 3.10
13 Lunatic M 3.20
14 Atlantis M 3.40
15 Blackrain M 3.10
16 Talvados M 3.20
17 Reflet M 3.20
18 Cloni H 3.00
19 Fina H 3.30
20 Borgona H 3.30
21 Queen H 3.20
22 Safiro H 3.30
23 Tilin M 3.20
24 Canelo M 3.10
Media 3.18
Mediana 3.20
VAR (n-1) 0.01
CV 3.13
V Min 3.00
V Max 3.40
EE 0.02
Q1 3.10
Q3 3.30
DE 0.10

Asimetria - 013

kurtosis - 047

La concentracion de PCR se mide en mg/L (unidades Sl) y pg/ml (unidades
convencionales). Utilizamos unidades Sl.

Conversion: 1 mg/L = 1 ug/mL
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mg/dL a mg/L
(Miligramos por decilitro a Miligramo por Litro)
® 3mg/dL=30mg/L 3

[ Concentracion de masa "]
10% _Copy| +10% 10% _Copy| +10%
3 = 30
[ mg/dL [Miligramos por decilitro] v} yd [ mg/L [Miligramo por Litro] v}

mg/dL a Ib/million gal(UK) | mg/dL a Ib/million gal(US) | mg/dL a ppm | mg/dL

n Formula Inverso n

mg/dL a mg/L | Miligramos por decilitro a mg/L (unitsconverters.com)

De acuerdo a los resultados que pudimos obtener en el Cuadro No. 1, vimos que el
promedio de Proteina C Reactiva fue de 3.18 mg/dL, el cual esta dentro de los
valores reportados como normales de referencia de menos de 10 mg/dL (76), de
igual forma a los reportados por Yamashita y col (1991) (37), los cuales son de 14
mg/dL (equinos de 12 meses); 5,4 mg/dL (equinos de 4 afios) y 7 - 8 mg/dL (equinos
mayores de 5 afios), asi como también a los reportados por Zak y col. (2020) con
un promedio de 3.43 mg/dL. Esto se debe a que probablemente el método usado
es la turbidimetria, la cual podria arrojar valores similares por la metodologia

empleada en los diversos estudios.

Por otra parte, nuestros valores obtenidos, son mayores a los obtenidos por (77),
los cuales sefialan un rango de referencia < 0,01 mg/dL y que estos suben a 1,0 —
3,5 mg/dL.

De acuerdo a la estadistica descriptiva y a las medidas de tendencia central
evaluadas, podemos observar que la mediana (3.20 mg/dL) y la media (3.18 mg/dL)
tienen casi el mismo valor, por lo tanto, la distribucién de los datos es ligeramente
simétrica, lo que se va corroborado por un CV de 3.30% lo cual nos sefiala que los

datos son ligeramente heterogéneos.
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El desarrollo de un estado antiinflamatorio durante el entrenamiento fisico se ha
postulado tanto en atletas humanos como equinos, pero no se comprende

completamente.

Los caballos y los humanos comparten caracteristicas Unicas que les permiten
participar en deportes competitivos. El éxito en eventos deportivos de élite requiere
capacidad atlética natural y entrenamiento regular de larga duracion. Aunque tanto
el metabolismo como los programas de entrenamiento difieren mucho entre
caballos y humanos, el esfuerzo fisico regular resulta en muchos cambios
adaptativos, y para algunos de ellos, incluidos los inmunoldgicos que reflejan el
estado de salud, los caballos pueden considerarse una especie de referencia para
los humanos (78) (79).

Grafico N° 1: Blox Plop de los valores de Proteina C Reactiva, medidos en
suero de equinos de salto del Club Hipico Los Criollos antes del

entrenamiento.
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En la Grafica No.1, podemos observar que la mediana es muy similar a la media,
mas no iguales, lo que nos indica que los valores de Proteina C Reactiva en el
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presente estudio representan una distribucién no asimétrica, asi mismo su CV de
3.30%, nos demuestra su dispersion relativa respecto a la media, el Q1 sefiala que
el 25% de los valores son inferiores a 3.10 mg/dL y el Q3 sefiala que el 25% son
superiores a 3.30 mg/dL. La aleta de la caja nos indica una leve asimetria a la

izquierda y una curva platicurtica.

Al realizar una inferencia estadistica para una variable, como es el caso de la
Proteina C Reactiva, y al aplicar la Prueba de T para una media, y un contraste
unilateral derecho, para ver si se superaban los valores maximaos, obtuvimos que la
media 3,18 mg/dL era menor que el pardmetro 10 mg/dL, con un p valor de 0,9999
por lo que aceptamos la hipétesis nula, es decir los valores de Proteina C Reactiva
de las muestras no son diferentes valores normales de menos del10 mg/dL. Con un
95% de confianza podemos afirmar que la media de Proteina C Reactiva de 3,18

mg/dL es menor a 10,0 mg/DlI

La Proteina C Reactiva, ha sido bien documentada como Proteinas de Fase Aguda,
(APP) en seres humanos, rumiantes, perros y, en menor grado, caballos. Se le
considera una APP moderada en caballos, con un aumento de dos a tres veces
durante varios dias. La PCR, tiene varios efectos proinflamatorios, incluida la
activacion de la cascada del complemento, la induccién de citocinas inflamatorias y
la fagocitosis. También tiene importantes efectos antiinflamatorios, como inhibir la
guimiotaxis y la generacion de superéxido por los neutréfilos y prevencion de la
adhesion de los neutréfilos a las células endoteliales. Los estudios realizados a
principios de la década de 1990 sugirieron que altas concentraciones de CRP

ocurrieron en caballos con neumonia, enteritis, y artritis (80).

También se encontr6 una alta concentracion sérica en caballos con neumonia,
enteritis, artritis y después de la castracion. Se ha observado un aumento de la
concentracion plasmética en laminitis inducida por carbohidratos. Se ha encontrado
un aumento de la concentracion sérica de CRP en caballos que sufren de

inflamacién aséptica inducida por inyecciones intramusculares de trementina (4).
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Grafico N° 2: Funcion de densidad de los valores de Proteina C Reactiva,

medidos en suero de equinos de salto del Club Hipico Los Criollos
antes del entrenamiento.

Funcioén de densidad
Normal(3.18,0.01): p(evento)=0.0500
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4.1.2. Determinacion de los valores de Proteina C Reactiva en suero

sanguineo de caballos, después del periodo de ejercicio en el Club
Hipico “Los Criollos”.

El cuadro N° 2, muestra los valores de Proteina C Reactiva obtenidos de las
muestras de suero sanguineo de los equinos del Club Hipico “Los Criollos” en el
periodo posterior al entrenamiento (n=24).
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Cuadro N° 2: Valores de Proteina C Reactiva, medidos en suero de equinos
de salto del Club Hipico “Los Criollos” después del entrenamiento.

No. Nombre Sexo Valor de Proteina C
Reactiva (mg/dL)

1 Mango M 3.20
2 Shigoto M 3.30
3 Hazard M 3.10
4 Kristal H 3.20
5 Sebas M 3.10
6 Liso M 3.10
7 Chilcano M 3.10
8 Whisky M 3.00
9 Aramis M 3.20
10 Pigalle M 3.10
11 Ainus M 3.20
12 Esperanza H 3.00
13 Lunatic M 3.20
14 Atlantis M 3.30
15 Blackrain M 3.20
16 Talvados M 3.10
17 Reflet M 3.10
18 Cloni H 3.20
19 Fina H 3.20
20 Borgona H 3.20
21 Queen H 3.20
22 Safiro H 3.20
23 Tilin M 3.20
24 Canelo M 3.10
Media 3.16
Mediana 3.20
VAR (n-1) 0.01
CV 2.46
V Min 3.00
V Max 3.30
EE 0.02
Q1 3.10
Q3 3.20
DE 0.08

Asimetria - 0.30

Kurtosis - 025

De acuerdo a los resultados que pudimos obtener en el Cuadro No. 2, vimos que el
promedio de Proteina C Reactiva fue de 3.16 mg/dL, el cual esta dentro de los
valores reportados como normales de referencia de menos de 10 mg/dL (81), de
igual forma a los reportados (37), los cuales son de 14 mg/dL (equinos de 12
meses); 5,4 mg/dL (equinos de 4 afios) y 7 - 8 mg/dL (equinos mayores de 5 afios),
asi como también a los reportados (82) ,con un promedio de 3.43 mg/dL.

Esto probablemente se debe a que probablemente el método usado es la
turbidimetria, la cual podria arrojar valores similares por la metodologia empleada

en los diversos estudios.
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De acuerdo a la estadistica descriptiva y a las medidas de tendencia central
evaluadas, podemos observar que la mediana (3.20 mg/dL) vy la media (3.16
mg/dL), por lo tanto, la distribucién de los datos es ligeramente simétrica, lo que se
va corroborado por un CV de 2.46 % lo cual nos sefiala que los datos son

homogéneos.

Grafico N° 3: Blox Plop de los valores de Proteina C Reactiva, medidos en
suero de equinos de salto del Club Hipico “Los Criollos” después del

entrenamiento.
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En la Grafica No.3, podemos observar que la mediana es muy similar a la media, lo
gue nos indica que los valores de Proteina C Reactiva en el presente estudio
representan una distribucién simétrica, asi mismo su CV de 2.46 %, nos demuestra
gue no existe dispersion relativa respecto a la media, el Q1 sefiala que el 25 % de
los valores son inferiores a 3.00 mg/dL y el Q3 sefiala que el 25% son superiores a
3.30 mg/dL. La aleta de la caja nos indica una ligera asimetria a la izquierda y una

curva platicurtica.
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Al realizar una inferencia estadistica para una variable, como es el caso de la
Proteina C Reactiva, y al aplicar la Prueba de T para una media, y un contraste
unilateral derecho, para ver si se superaban los valores maximos, obtuvimos que la
media 3,16 mg/dL era menor que el pardmetro 10 mg/dL, con un p valor de 0,9999
por lo que aceptamos la hipétesis nula, es decir los valores de Proteina C Reactiva
de las muestras no son diferentes valores normales de menos de10 mg/dL. Con un
95% de confianza podemos afirmar que la media de Proteina C Reactiva de 3,16
mg/dL es menor a 10,0 mg/dL.

Grafico No. 4. Funcion de densidad de los valores de Proteina C Reactiva,
medidos en suero de equinos de salto del Club Hipico “Los Criollos”

después del entrenamiento.
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4.1.3. Determinacién de los valores de Proteina C Reactiva cuantitativa,
medidos en suero de caballos de salto, antes y después del periodo de

trabajo rutinario en el Club Hipico “Los Criollos”.

El cuadro N° 3, muestra la comparacion de los valores de Proteina C Reactiva
obtenidos de las muestras de suero sanguineo de los equinos del Club Hipico “Los

Criollos” en el periodo previo y posterior a someterlos al entrenamiento (n=24).
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Cuadro N° 3. Comparacion de los valores de Proteina C Reactiva, medidos
en suero de equinos de salto del Club Hipico “Los Criollos” antes y después

del entrenamiento.

No. Nombre Sexo Valor de Valor de
Proteina C Proteina C
Reactiva Reactiva
(mg/dL) (mg/dL)
Antes del Después del

ejercicio ejercicio
1 Mango M 3.30 3.20
2 Shigoto M 3.20 3.30
3 Hazard M 3.20 3.10
4 Kristal H 3.00 3.20
5 Sebas M 3.20 3.10
6 Liso M 3.10 3.10
7 Chilcano M 3.20 3.10
8 Whisky M 3.10 3.00
9 Aramis M 3.00 3.20
10 Pigalle M 3.20 3.10
11 Ainus M 3.30 3.20
12 Esperanza H 3.10 3.00
13 Lunatic M 3.20 3.20
14 Atlantis M 3.40 3.30
15 Blackrain M 3.10 3.20
16 Talvados M 3.20 3.10
17 Reflet M 3.20 3.10
18 Cloni H 3.00 3.20
19 Fina H 3.30 3.20
20 Borgona H 3.30 3.20
21 Queen H 3.20 3.20
22 Safiro H 3.30 3.20
23 Tilin M 3.20 3.20
24 Canelo M 3.10 3.10
Media 3.18 3.16
Mediana 3.20 3.20
VAR (n-1) 0.01 0.01
CV 3.13 2.46
V Min 3.00 3.00
V Max 3.40 3.30
EE 0.02 0.02
Q1 3.10 3.10
Q3 3.30 3.20
DE 0.10 0.08

Asimetria - 013 - 0.30

Kurtosis - 047 - 025
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De acuerdo a los resultados que pudimos obtener y comparar en el Cuadro No. 3,
podemos observar que, de los 24 resultados, que obtuvimos tan solo 5 valores
fueron superiores en los sueros sanguineos de los equinos después de haberlos
sometido al periodo de entrenamiento rutinario, sin embargo, estas pequefias
elevaciones cuyo mayor valor fue 3.30 mg/dL , no superan los rangos reportados
por la literatura para ser considerados fuera del rango normal, el cual es de 10
mg/dL (82).

Las medianas de los valores antes y después del periodo de ejercicio rutinario son
iguales (3,20 mg/dL), la media ligeramente mayor (3.18 mg/dL) en la etapa previa
gue en la posterior (3.16 mg/dL), el CV (2.46 %) menor en los valores posteriores
haciendo sus datos aun mas homogéneos, asi como su DE menor (0.08), lo que
indica que la curva es mas alta y estrecha y la dispersion de la variable es menor

en cuanto a su media.

Grafico N° 5: Blox Plop de comparacion de los valores de Proteina C Reactiva,
medidos en suero de equinos de salto del Club Hipico “Los Criollos”

antes y después del entrenamiento.
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Al realizar una inferencia estadistica para dos muestras, como es el caso de la

Proteina C Reactiva antes y después del periodo de entrenamiento rutinario, y al

aplicar la Prueba de T para muestras apareadas con 24 pares y un contraste

bilateral, obtuvimos que la media de antes fue 3,18 mg/dL y la de después fue de

3.16 mg/dL, ambas eran menores que el parametro 10 mg/dL, con un p valor de

0,1328 en la derecha, por lo que aceptamos la hip6tesis nula, es decir los valores

de Proteina C Reactiva de las muestras antes y después son iguales y no son

estadisticamente diferentes. Con un 95% de confianza podemos afirmar que la

media de Proteina C Reactiva antes y después del entrenamiento (0,02) se

encuentra entre - 0.02 y 0.07.

En general, los atletas equinos exhiben evidencia de inflamacion posterior al

ejercicio como caracterizado por una mayor expresion de TNF-a, IL-1B e IL-6 en

sangre periférica células mononucleares, asi como CXCL2, IL-8 y CEBP en

muestras de sangre total (13). Un trabajo reciente ha examinado el efecto del

ejercicio en caballos en una variedad de marcadores, incluyendo Amiloide Serico

A, mientras que otros han utilizado modalidades de secuenciacion de alto
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rendimiento para examinan el transcriptoma de los caballos en ejercicio y el efecto
significativo que tiene el ejercicio sobre las vias del sistema inmunol6gico (18)
(20).

No existe 0 hay escases de rangos de referencia para valores en suero o liquido
cefalorraquideo, la literatura menciona que la PCR se eleva 24 horas después de
estimulos inflamatorios experimentales a valores superiores de 3 a 6 veces dentro
de los 3 a 5 dias posteriores, sin embargo, no ha ganado estatus como Proteina
de Fase Aguda (APR). La literatura reporta elevaciones de PCR en mioencefalitis
protozoaria equina no se usa como marcador de inflamacioén (83), y que se eleva
en neosporosis (84) (21), en experimentos con trementina (85), en artritis,

neumonia, enteritis, castraciones (36); en laminitis por carbohidratos (86).
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V. CAPITULO

5. CONCLUSIONES

Primera: Se determinaron los valores de Proteina C Reactiva (PCR) cuantitativa
mediante turbidimetria en suero sanguineo de caballos de salto, no
existiendo diferencia significativa entre los valores antes y después del

periodo de trabajo rutinario, y sin superar el limite de valores normales.

Segunda: Los valores de Proteina C Reactiva (PCR) cuantitativa mediante
turbidimetria en suero sanguineo de caballos de salto, antes del periodo
de ejercicio rutinario no tuvieron variacion significativa, indicando que estan

dentro de los valores normales.

Tercera: Los valores de Proteina C Reactiva (PCR) cuantitativa mediante
turbidimetria en suero sanguineo de caballos de salto, después del periodo
de ejercicio rutinario no tuvieron diferencia significativa, indicando que

estan dentro de los valores normales.
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VI.  CAPITULO
6. RECOMENDACIONES

1. La inflamacién es un proceso que debe vigilarse constantemente en el atleta equino,
por ende, el ensayar diferentes marcadores bioquimicos podria ser una buena practica

de la medicina veterinaria preventiva.
2. Deberia poder realizarse un estudio mas detallado aumentando los tiempos del periodo

rutinario de ejercicio en los equinos de salto para asi poder verificar el verdadero papel
de la proteina C Reactiva en diferentes tiempos posteriores al estimulo.
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Anexo

ANEXOS

No. 1

Prospecto del kit de PCR

.
SPINREACT

CRP-TURBI

PCR-turbilatex
Turbidimetria Latex

43

Determinacion cuantitativa de Proteina C-Reactiva (PCR)
D
Comservir a 2-8°C

PRINCIMO DELMETODO

POR-Turbildtax es un ansayo pra .
C-mactva (PCR) en sue o plasma humano.

Las particulas de idex recutilertas con anficurpos ant-PCR umana, son
agutnadas por PCR presente en b muestra del paciente. Bl proceso de
aunnacidn p cantio de o 8 la concen vacidn
de PCR de la megm, ypar uwnwndn con un caltrador da PCR de
concentacidn conocida se puede determinar o conterido de PCR en la

et ermayads

SIGNIFICADO CLINICO

La Potena C-maciva o5 una proteina de fse aguda, present en o suem de
paciertes sanos, a cual pusde incrementame significatvamente en b mayoria
o0 procesos Infeccioscs bactiriancs y virales, tidos dafiados, Inflamaddn y
neoplasias mallgnas. B Incremento de concentmddn de edta profelna se
produce despuds do unas horas de desarolarse la inflamacdn pudiendo
dcarza riveles de 0 mg en 1224 homs

deprotang

APLICACION AL MINDRAY 85120/ BS200E

REACTIVOS

Diuyente {R1) Tampén vs 20mmald, pHE2 Comevanie

ey |Detote e i 8 s w150
CRP-CAL &ql?::dl.:‘cummde PCR veneindcadaen b
PRECAUCIONES

Todos los componertes de orgen humano han resulado ser negalivos para ol
noem HBs, HCV y para el ani-HIV (1/2). Sin embargo, deban Yt ase con
e 0N Como pot

CAUBRACION

Usar of Calbrxdor PCR Reflerencin 1107002

La serpitiidad oo ensanyo y o vaor do conceracidn del Calbrador estén

estandarzados ferte of Matanat de Referencia CRM 47T0RPPHS (insthute for
L Maserials and A M)

Racaibrar cuando 108 resultad os dal comml estin ferm de e eclicacionss,

cuando 58 usa denante 100 da reactivo y cuando s §usta o nsaumeno

PRE PARACION

Listo pam su uso

CaMbrador de PCR Reconsttur {-+ ) & loflizado con 1.0 mib de agua dessiada
Me xiar con susndad y dejar 10 minutos en reposo anftes de usaita

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Todos los componentes dod Wt son estables hasta la fecha de caducidad
ndcada en o ervase cuando se mariensn bs VWales bien cerados 2 2.8°C y
56 0vta la conaminacon dumme suuo No usizar reacivos que hayen
sobeepasa do |a fecha de caduc ad.

La congalaciin de los reactvas de L atee y Diiuyerie aitera imevensitiemanie ia
fncionaiidad de los memos.

Indic adores de deterion o de Jos reactivos Presecci de particuas iy rtedes
Calbrador reconstituido Estatle 1 mes 8 2-5°C 6 3meses a -20°C

MATERIAL ADICIONAL
A\lmlzzda MINDRAY BS.120 / BS. 200E.

g habbual de

MUESTRAS

Suera fresco. Estatie 7 dias 3 28°C o Smeses a - 20°C.

Las muesyas con resios de frina deben ser aumlhgmamde user
No usizar <

VALORE S DE REFERENCIA
Valores normales hasta 6 mgll
Es que cada
reforencia

sUS progios valores de

CONTROL DE CALIDAD

Se recomenda uiizar sueos contol pas coniroler los ensayos talo en
procedmanto marnual como en aulomdsco. Debe wsarse el cord de
SPMREACT ASOPCRFRnived L (Ref 1102114 )y nived H {Red 1102115).
Cada bomtoro deberda establecer supropio Cortol de Calldad y establecer
ComecCionss en el a0 de que 108 conroles no cuTpan con las ol e cias
enigdas.

NOTAS

1. B dagndatioo cinco no debs s Jos da
m&lmcsmumwtmmmdnmdmmmmlmm
clinicos dol paciente

pARAM
Nombie Abrev &Cn /e "t M0/240
Numer el L+ w /o
Nombre FCR/ Vumen muest s "
Num ywridard Sarco 1
Moo TFe/ T Blro Mt fe e
Long a1da pamana 516 /5% Rango linedidad )
Long nda yecundira T Bomgh
Ormoién Aamen [ Aumen Unee wbitayy ..
Tmpo mcoon 1L7/5%0 Fator b
Temgo houbaoon Becwo Prarona "
Unidades mgA fmgh a @
Preddon 00t /o0l ] o
L4 Mo

a4 i i
Tpourw Uneal un purte f Unea| dos puntos
Sensbiicd 11
Regicados /2
Interalos (d09 ofo
Umite aceplacidn
Oevadon Bswndird

Repust ol N
Evo Umie
Coetiionee corelicdn

E5 pecesano sictar o Blanco en este padmaiD paD oblensr resuiados
cOoTaios 0 W paitale princpa o CALIE. La Calbvcin fundo & Do de
0RO 05 pstatie hasts 20 des Pasicld @ide paviodd 85 Necesano Saiaier de
Muevo & blanco de rmactvo pava hacey valider b calbvactn

CARACTERISTICAS DEL METODO

1.Limite de linealidad: hasta 150 mglL, en las condiciones descritas del
ersayo. Musstas con concorraciones supeiores deben diurse 15 en
NaCl 9 gL y evsayame de nuivo. La lineaticded pusde vadar e fncidn
del analzador o espectrofordémeno wilizado, asl como de la miacidn
musdarescivo. Demnuyendo o volmen de muettm, = aumerta el
limite supanor da lineatidad. aunque se reduce la sersibiidad

2. Umite dedeteccion: Valores por detsfo de 1 mg'Ldan lugar aresutados
poco regrocd abies

3ERcio prozona: No se diserva efecto prozona hasta valomes de 800

myL

4 Sensibiidad: A 42 mAmalL.

S Precision: € reactw ha sdo probado duarte 20 dios con tes
conceniyacionss diecsnes de PCR e un eshudo Dasado en s nonmas

EP5(NCQLS)
EPS Cvi%)
22mak 168 mat | SrO7moll |
73% 69% L%
8% 1% %
% 47% T
0% 40% A%

6. Exactitud: E!mmmhmmmmmdo(y}hmpaadum\dm

méndo (¥ de de

concenracones o8 PCR fon mlzsﬁu con ambos modos. EI

coefidents da moesidn §F fue do 099 y la ecuscidn de la reda de

regresidn ¥ =1,101x + 2518

Las caracteri 2t icas del método pusden vanar segln o andizador ubleada
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Anexo No. 2
Secuencia fotogréafica:

Figura No. 1:
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Figura No. 2 :
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Figura No. 3:

borgofia

Figura No. 4:
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Figura No. 5:
Figura No. 6:
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Figura No. 7:

Figura No. 8:
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Figura No. 9:

Figura No. 10:
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Figura No. 11:

Figura No. 12:
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Figura No. 13:

Figura No. 14: Entrenamiento de equinos en el club hipico “los criollos”
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Figura No. 16: Desinfeccion de la zona antes de la puncion
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Figura No. 17: Obtencién de muestra sanguinea por via yugular

Figura No. 18: Traslado de muestras al laboratorio DIAGNOVET
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Figura No. 19: Centrifugado de muestras sanguineas

Figura No. 20: Se procedi6 a centrifugar las muestras a 4000 RPM por 5 MIN
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Figura No. 21: Obtencién de plasma sanguineo

Figura No. 22: Micropipeta calibrada a 500 uL para la extraccion de plasma
sanguineo
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Figura No. 24: Etiquetado del Plasma sanguineo de equinos en crioviales
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Figura No. 25: Plasma sanguineo de equinos

Figura No. 26: kit de Proteina C reactiva
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Figura No. 27: Deposito de plasma sanguineo en cada pozo del analizador
bioquimico para su debido procesamiento

Figura No. 28: Analizador Bioquimico
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Figura No. 29: Rotor del analizador Bioquimico automatico

Figura No. 30: Programacion del analizador de bioquimicos
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Figura No. 31: Programacién del analizador de bioquimicos

Figura No. 32: Obtencion de resultados
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Figura No. 34: Resultados de PCR en analizador Bioquimico
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Anexo No. 3

Calculos Estadisticos:

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdétesis nula: 10

Variable n Media DE LI (95) T

p(Unilateral D)

PCR a 24 3.18 0.10 3.15 -318.20

>0.9999

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipétesis nula: 10

Variable n Media DE LI(95) T p(Unilateral D)
PCRd 24 3.16 0.08 3al3 -432.18 >0.9999
Prueba T (muestras apareadas)
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media(1l) Media (2) DE (dif)
LI (95%)) LS (95%)) T Bilateral
PCR a PCRd 24 0.02 3.18 3.16 0.11
-0.02 0.07 g 114 0.2656
Prueba T (muestras apareadas)
Obs (1) Obs (2) N media (dif) Media (1) Media (2) DE (dif)
LI(95%)) LS (95%)) T p(Unilateral D)
PCR a PCRd 24 0.02 3.18 3.16 0.11
-0.01 sd 1.14 0.1328
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Anexo No. 4

Cuadro de Caracteristicas:

1 Mango M 14 afos café
2 Shigoto M 6 afios negro
3 Hazard M 8 afios café
4 Kristal H 20 afios blanco
5 Sebas M 10 afios café
6 Liso M 5 afos blanco
7 Chilcano M 13 afios café
8 Whisky M 12 afios colorado
9 Aramis M 7 afhos moro
10 Pigalle M 10 afios café
11 Ainus M 5 afos moro
12 Esperanza H 7 afios negro
13 Lunatic M 12 afos colorado
14 Atlantis M 8 afos blanco
15 Blackrain M 18 afios negro
16 Talvados M 9 afos blanco
17 Reflet M 7 afnos café
18 Cloni H 5 afos moro
19 Fina H 7 afos negro
20 Borgona H 7 afios negro
21 Queen H 6 afios café
22 Zafiro H 15 afios café
23 Tilin M 8 afos blanco
24 Canelo M 8 afnos café
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