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RESUMEN

La proteina C-reactiva (CRP) es una de las principales proteinas de fase aguda en el perro con un in-
cremento rdpido y pronunciado en respuesta a la infeccién o el dafio tisular. Numerosos estudios clinicos y
experimentales indican que el andlisis de la proteina ayuda en la evaluacién, diagndstico y monitorizacion
de diversas enfermedades inflamatorias. La disponibilidad de CRP canina pura permitiria su empleo como
estandar en inmunoensayos de la CRP canina o como inmundgeno de cara a la obtencidn de anticuerpos anti-
CRP canina. En el presente trabajo, se aislo la CRP a partir de suero de fase aguda canino, recurriendo a dos
técnicas diferentes:

1. Inmunopurificacién, empleando anticuerpos policlonales anti-CRP canina unidos a una matriz de sefa-

rosa activada con bromuro de cianégeno.

2. Cromatografia de afinidad, usando una columna con fosforiletanolamina unida a agarosa a través de

enlace epoxi.

La pureza de las proteinas obtenidas con las dos metodologias fue valorada mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Ambas técnicas son aptas para purificar la CRP canina, aunque la croma-
tografia de afinidad proporcioné un mejor rendimiento tanto en su pureza como en la cantidad de CRP obtenida.
Ademads, la cromatografia de afinidad es una alternativa mas barata, ya que no precisa el uso de anticuerpos, que
normalmente son reactivos de coste elevado.

Palabras clave: CRP, perro, inmunopurificacion, fosforiletanolamina, SDS-PAGE.

ABSTRACT

C-reactive protein (CRP) is one of the major acute phase proteins in dogs with a pronounced and rapid
increase in response to infection and tissue injury. Canine CRP analysis has demonstrated to be useful in many
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clinical and experimental situations for evaluating, diagnosing and monitoring several inflammatory processes.
Purified CRP could be used as a calibrator in immunoassays or as an antigen for producing anti-canine CRP
antibodies. In the present study CRP was isolated from canine acute phase serum by using two different tech-
niques:

1. Immunopurification, by using polyclonal anti-CRP antibodies bound to CNBr-sepharose.

2. Affinity chromatography on agarose coupled with phosphorylethanolamine through epoxy bound.

The purity of the purified proteins with both methodologies was assessed by sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE). Both methods could be applied for canine CRP purification, how-
ever affinity chromatography provided a more purified protein and in bigger amount than immunopurification
did and besides constitutes a cheaper option since antibodies, which represent a very expensive stuff, are not

needed.

Key words: CRP, dog, immunopurification, phosphorylethanolamine, SDS-PAGE.

1. INTRODUCCION

La respuesta de fase aguda es la reaccion
que se produce en el animal como respuesta a
alteraciones de la hemostasia causadas por in-
feccion, traumas, crecimiento neopldsico o des-
ordenes inmunoldgicos (Kushner et al., 1981).
Dicha respuesta incluye cambios en las con-
centraciones plasmaticas de ciertas proteinas
presentes en el plasma denominadas proteinas
de fase aguda (PFAs), que son sintetizadas
fundamentalmente a nivel hepatico (Eckersall,
1995).

En el perro, las proteinas de fase aguda que
sufren un mayor incremento, y por tanto se con-
sideran proteinas de fase aguda mayores, son la
proteina C-reactiva (CRP) y el amiloide A sé-
rico, siendo la haptoglobina, la ceruloplasmina
y la a-1 glicoproteina acida, proteinas de fase
aguda moderadas (Solter et al., 1991; Eckersall,
2000).

La proteina C-reactiva, pertenece a la fa-
milia de proteinas plasmaticas conocidas como
pentraxinas debido a su apariencia pentamérica
anular al ser observada con microscopio elec-
tronico. El aislamiento de la CRP canina y el
desarrollo de antisueros especificos que per-
mitieron su cuantificacion tuvo lugar en 1970-
1972 por Riley y Zontine. Caspi et al., (1984)
profundizaron en la caracterizacion de la pro-
teina C-reactiva en el perro, mostrando que se
trataba de una glicoproteina formada por cinco

subunidades unidas por enlaces no covalentes,
de las cuales sélo dos subunidades estaban gli-
cosiladas. Mediante SDS-PAGE aparecieron
dos bandas espaciadas cuyo peso molecular fue
de 28.600 y 24.600 respectivamente. Por otra
parte, su masa molecular estimada mediante
cromatografia de filtracion en gel en una colum-
na de Sephacryl S-300, calibrada con proteinas
globulares de peso molecular conocido fue de
102.300 daltons.

Entre las funciones de la CRP destaca su
habilidad para reconocer patégenos y mediar en
su eliminacién mediante la activacion del siste-
ma del complemento y las células fagociticas,
lo que hace de la proteina un constituyente muy
importante de la primera linea de defensa innata
(Volanakis, 1982; Bharadwaj et al., 1999). Por
otra parte, la proteina parece jugar cierto pa-
pel en la eliminacién de células apoptéticas y
necrdticas, contribuyendo de esta manera a la
restauracion de la estructura y funcién de los
tejidos dafiados (Gershov et al., 2000).

Se ha demostrado que el andlisis de la pro-
tefna C-reactiva canina puede ser muy util para
evaluar inflamacién en numerosas condiciones
patolégicas (Martinez-Subiela et al., 2002;
Kjelgaard-Hansen et al., 2003 a, b), algunas de
las cuales aparecen resumidas en el Cuadro 1.

En medicina veterinaria, a pesar de que los
estudios sobre la CRP canina han crecido a un
ritmo exponencial en los udltimos afios (Kjel-
gaard-Hansen, 2004), no existe todavia una
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aplicacién generalizada del andlisis de esta PFA
en la clinica canina, reduciéndose su uso a nivel
experimental. Entre los principales motivos res-
ponsables de que su uso no se haya extendido
figura la ausencia de material de referencia de
la especie canina, lo que impide la obtencién
de resultados comparables entre diferentes la-
boratorios.

Asi pues, el objetivo del presente estudio
fue la purificacién de la proteina C-reactiva ca-
nina, para lo cual se compararon dos técnicas
ampliamente utilizadas en la purificacién de
proteinas: la inmunopurificacién y la cromato-
grafia de afinidad. Esta dltima metodologia ha
sido aplicada previamente en diversos estudios
para la purificacién de la CRP en el perro (Ec-
kersall et al., 1989; Fujise et al., 1992; Yama-
moto et al., 1993).

2. MATERIAL Y METODOS

La purificacién de la CRP canina se llevé a
cabo de dos formas diferentes:

a) mediante inmunopurificacién, empleando
una columna construida con anticuerpos
policlonales anti-CRP canina producidos en
cabra, unidos a una matriz de sefarosa acti-
vada con bromuro de cianégeno.

b) por cromatografia de afinidad, a través de
una columna de fosforiletanolamina unida a
agarosa mediante enlace epoxi (PEAE-aga-
rosa).

A ambas columnas se les aplicé suero de
fase aguda, que se obtuvo a partir de sangre de
perros que acudian al Hospital Clinico Veteri-
nario de la Universidad de Murcia con distintas
patologias.

La pureza de la proteina obtenida por am-
bas técnicas fue valorada mediante electrofo-
resis disociante en geles de poliacrilamida al
10%, empleando mercaptoetanol como agente
reductor y azul coomassie para la tincién de
proteinas. Los marcadores de peso molecular

fueron suministrados por la casa comercial Sig-
ma (Espafia).

Los rendimientos de la purificacién de am-
bos métodos se calcularon como el porcentaje
de proteina obtenida respecto a la introducida.

2.1. Inmunopurificaciéon de CRP canina

La activacién de matrices por bromuro de
ciandgeno es uno de los métodos mas emplea-
dos para la preparacién de columnas de afinidad
con anticuerpos. Las ventajas son la alta capaci-
dad de unién y la extensiva literatura disponible
que apoyan su empleo. El mayor inconvenien-
te de este protocolo es la alta toxicidad de los
reactivos de activacidn, aunque este problema
ha sido resuelto por la comercializacién de las
resinas ya activadas.

Para llevar a cabo la inmunopurificacién
fueron necesarios los siguientes tampones y
reactivos:

1. Tamp6n de acoplamiento NaHCO, 0,2M,
NaCl 0,5 M pH 8.5.

2. HCl 1mM

3. Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,5 M pH 8.

4. Tamp6n acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 4.

5. Tampé6n fosfato 20 mM, NaCl 0,28 M
(PBS), pH 7,2.

6. CNBr-sefarosa 4B Fast Flow de Pharmacia
(Suecia).

7. Anticuerpos de cabra anti-CRP canina (do-
nados por el Profesor Shizuo Yamamoto del
Laboratorio de Inmunologia de la Universi-
dad de Azabu, Japén) con una concentracién
de 1,28 mg/ml.

8. Columna de plastico.

9. Bolsas de didlisis.

 Hidratacion del gel y dialisis de los an-
ticuerpos.

Se prepar6 una columna de inmunoafinidad
mediante la unién de anticuerpos anti-CRP a
sefarosa activada por bromuro de cianégeno. En
la fabricacion de las columna se hidrataron 0,3
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g. de la sefarosa en 10 ml de HCl 1mM durante
30 min. a temperatura ambiente Seguidamen-
te, el gel hidratado se colocé en una columna
cromatografica y se lavd con 15 volimenes de
gel con HCI 1mM. Finalmente, se lavé con 30
ml de tampdn de acoplamiento. El volumen de
resina asi obtenido fue de 1,2 ml.

La unién de ligandos, en nuestro caso de
anticuerpos, a sefarosa activada por bromuro de
ciandgeno requiere la ausencia de grupos amino
en la muestra a acoplar. Por esto, la solucién
conteniendo los anticuerpos se dializé frente a
tamp6n de acoplamiento y asi cumplir con dos
objetivos: la eliminacién de los grupos amino y
disponer de anticuerpos en el tampoén de acopla-
miento. La cantidad necesaria de anticuerpos se
calculé como se describe a continuacién:

Segtn los fabricantes, la capacidad de unién
de la sepharosa es de 5 mg de anticuerpo por
cada ml de gel hidratado. Esto indica que los
1,2 ml de CNBr-sefarosa obtenidos pueden so-
portar hasta 6 mg del antisuero (4,68 ml de la
solucién del policlonal). Sin embargo, decidi-
mos emplear 2 ml (2,56 mg) de la solucién de
anticuerpos para evitar una saturacién excesiva
de la sefarosa.

Asi pues, se dializaron 2 ml de la solucién
de los anticuerpos. En primer lugar, se hidra-
t6 la membrana de didlisis en agua destilada
durante al menos una hora. Tras lavar la cara
interna de la membrana de diélisis, se sell6 un
extremo con una pinza de didlisis, se afiadio el
volumen de la solucién de anticuerpos y se ce-
116 el otro extremo de la membrana intentando
no atrapar burbujas de aire en su interior. Los
extremos de la bolsa de didlisis se aseguraron
con lazos de hilos de nylon. Seguidamente, la
bolsa asi formada se sumergié en un exceso
(100 veces el volumen a dializar) de tamp6n de
acoplamiento previamente enfriado a 4° C, tem-
peratura en la que transcurrié todo el proceso de
dialisis. El tiempo total de didlisis se aproximé
a 16 h, siempre con agitacion, y se realizaron
tres cambios de tampon.

* Reaccion de acoplamiento.

La reaccion de acoplamiento gel-anticuerpo
tiene que ser controlada para asegurar al maxi-
mo un 6ptimo funcionamiento de la cromato-
grafia de inmunoafinidad. Para ello, la cinéti-
ca de la reaccién se monitoriza por la medida
de absorbancia a 280 nm (espectrofotémetro
Power Wave™ XS; Bio-Tek Instruments, Inc.,
Estados Unidos) de la solucién de anticuerpos a
intervalos cortos de tiempo y cuando se estima
que aproximadamente el 80% de los anticuer-
pos se han unido a la resina, se detiene la re-
accion. El objetivo que se persigue es evitar un
acoplamiento excesivo, o lo que es lo mismo,
la unién de los anticuerpos a la sefarosa por
numerosos sitios, que finalmente produce una
pérdida de actividad de los anticuerpos ancla-
dos a la matriz.

Brevemente, los pasos seguidos en el aco-
plamiento fueron:

1. Se retiré el exceso de tampdén de acopla-
miento de unos 2 ml de resina previamente
hidratada como se describi6 en el punto an-
terior.

2. Se afiadieron 2 ml de la solucién de anti-
cuerpo dializado y concentrado para iniciar
la reaccién.

3. Cuando la absorbancia de la mezcla de re-
accion se aproximé al 20-30 % de la absor-
bancia inicial (70-80% de los anticuerpos se
han unido a la matriz) se detuvo la reaccion.
En un ensayo tipo, la reaccién se detuvo a
los 30 min. después de iniciada la reaccion
y con un 72,8 % de los anticuerpos unidos.
Seguidamente, se lavé la columna con unos

20 ml de tampon de acoplamiento para eliminar

el ligando no unido y posteriormente se bloqued

el exceso de lugares activos de la sefarosa con

2,7 ml de TrisHCI 0,1 M pH 8 a temperatura

ambiente, colocando la columna en agitacién

continua durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo se regenerd la co-
lumna con lavados alternos de tampoén acetato
0,1 M, NaCl 0,5 M pH 4 y tampén Tris HCI
0,1 M, NaCl 0,5 M pH 8, empleando 20 ml de
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tamp6n en cada ciclo de lavado. Finalmente se
lavé con PBS pH 7,2.

* Inmunopurificaciéon de la CRP canina.

Un volumen de 3,5 ml de suero canino de
fase aguda se diluyé con 1,5 ml de tampén PBS
y se mezcl6 con la sefarosa-anti CRP formada
segun se detalla en el punto anterior. La mez-
cla se incub¢ toda la noche a 4°C en agitacion
continua.

Al dia siguiente (16 h de incubacién total)
se determiné la concentracién de CRP del so-
brenadante (CRP no unida) y del suero de fase
aguda empleado. Se utilizé un ELISA comercial
(Tridelta Development Ltd., Irlanda), especifico
para la CRP canina.

Tras calcular la cantidad de CRP unida se
procedi6 a la elucién. En primer lugar se lavé la
columna con 10 ml de tamp6n PBS contenien-
do NaCl 2 M, para eliminar las proteinas unidas
de manera inespecifica. Después, se eluy6 con
tampon dietilamina 0,1 M pH 11,5 y se recogie-
ron fracciones de 400 pl que se mezclaban con

200 ul de Tris-CIH 1M pH 7, para neutralizar
el pH de la dietilamina. Tras recoger 100 frac-
ciones, se emple6 el protocolo de regeneracion
de la columna con lavados alternos de tampdn
acetato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4 y tampon Tris
HC1 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8, empleando 10
ml de tamp6n en cada ciclo de lavado. A conti-
nuacion, se lavé con PBS y se dejé la columna
con este tamp6n a 4°C.

La absorbancia a 280 nm de las fracciones
eluidas se midi6 en el espectrofotometro y a
continuacién, se determiné la concentracion de
CRP de las fracciones con mayores valores de
absorbancia empleando el ELISA comercial.

La Figura 1 representa un esquema basico
de la inmunopurificacién de la CRP canina.

2.2. Cromatografia de afinidad

Siguiendo las recomendaciones de Pontet et
al., (1978) para la purificacién de CRP humana
mediante cromatografia de afinidad y el articulo
de Onishi et al., (1994) para la proteina C-reac-
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Figura 1. Representacion esquematica de la inmunopurificacion de la CRP canina usando anticuer-

pos anti-CRP canina.
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tiva canina, con ligeras modificaciones aporta-

das por la casa comercial Sigma, se procedi6 al

acoplamiento de fosforiletanolamina a agarosa

a través de enlace epoxi. Para ello, se emple6 el

siguiente material:

1. Tamp6n de acoplamiento 0,2 M NaHCO, ,
0,5 M NaCl pH 11.

2. Tampo6n acetato 0,1 M, NaCl 1 M, pH 4.

3. Tampén Tris-HC1 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH
8.

4. Tampon de equilibrio 50 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, 2 mM CaCl, , 0,02% NaN, pH
8.

5. Tampén de elucién 10 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl , 2mM EDTA, 0,02% NaN,, pH
8.

6. Etanolamina 1 M partiendo de etanolamina
100% (HOCH,CH,NH,) (Sigma-Aldrich,
Espafia).

7. Agarosa epoxi activada (Sigma-Aldrich, Es-
pafia).

8. o-fosforiletanolamina_(C,H.NO,P) (Sigma-
Aldrich, Espafia).

9. Columna de plastico (NAP-10 de Amers-
ham Biosciences vacia).

En primer lugar se pes6 1g de agarosa epoxi
activada al que se le afiadieron 45 ml de agua
destilada y se dejo toda la noche a 4°C para su
completa hidrataciéon. A la mafiana siguiente,
el gel se pas6 a una columna NAP-10 vacia y
se lavé con 55 ml de agua destilada, y a conti-
nuacion con 50 ml de tampoén de acoplamiento.
Seguidamente, la agarosa se fue cambiando a
un matraz, mediante el lavado de la columna
con 20 ml de tamp6n de acoplamiento. Cuando
la resina se deposité en el fondo del matraz, se
retiré el maximo posible del tampén (quedaron
aproximadamente 4 ml), afiadiendo a continua-
cién 0,1 g de fosforiletanolamina disueltos en 5
ml de tampdn de acoplamiento. La decisién de
emplear este volumen se basé en que la relacion
gel:ligando debe ser 1:2 y como sabiamos por
el fabricante que 1g de gel se expande hasta
un volumen de 3 ml, calculamos que la fosfo-
riletanolamina debia ir disuelta en un volumen

méximo de 6 ml. El matraz se tapé con parafilm
y se dejé en un incubador a 30°C con agitacion
continua a 280 r.p.m. durante 22 horas.

Al dia siguiente se volvié a montar la co-
lumna, en la que se verti6 la resina del matraz
mediante lavados del mismo con unos 75 ml
de tampén de acoplamiento. Seguidamente se
afiadieron 5 ml de etanolamina 1 M pH 9,4
para bloquear los grupos activos restantes de
la agarosa y se dejé toda la noche en agitacion
continua en camara fria a 4°C. A partir de este
momento todas las operaciones fueron realiza-
das a esta temperatura.

El cuarto dia se dej6 eluir la etanolamina
de la columna, se lavé con 20 ml de tamp6n de
acoplamiento y se comenzé a regenerar la co-
lumna con lavados alternos de tampoén acetato
0,1 M, NaCl 1 M, pH 4 y tampén Tris-HCI 0,5
M, NaCl 0,5 M, pH 8. Se llevaron a cabo tres
ciclos de lavado de 20 ml con cada uno de los
tampones. Posteriormente, se lavé con 50 ml
de agua destilada y a continuacién con 20 ml
de tampon de equilibrio. Se dejo tres horas con
unos 5 ml de este tampdn, tras las cuales se
volvié a lavar con 50 ml del tampén, dejando
la resina toda la noche con el mismo.

El quinto dia, siguiendo el protocolo de
Onishi et al., (1994), se 1avé con 20 ml de tam-
pén de equilibrio, se dejé la columna practica-
mente seca y se afiadieron 3 ml de suero de fase
aguda diluidos en 2 ml de tampén de equilibrio.
Esta solucién se hizo pasar 3 veces por la co-
lumna, de manera que el eluido que iba saliendo
de la misma por gravedad, se iba recogiendo en
un tubo de Falcon y se volvia a depositar en la
columna. Seguidamente se lavé con 40 ml de
tamp6n de equilibrio empleando una bomba de
infusién (Econo pump), ajustada a un colector
de fracciones (Biorad Model 2110 Fraction Co-
lector), con un flujo de 0,4 ml/min. Se recogie-
ron 40 fracciones de 31 gotas en el colector, el
equivalente a 0,8 ml aproximadamente. A con-
tinuacion se lavé con 20 ml del tamp6n de elu-
cién, recogiendo fracciones de 25 gotas. A las
fracciones recogidas se les determiné la absor-
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bancia a 280 nm y posteriormente se emple6 el
ELISA comercial para medir la concentracion
de CRP de aquellas fracciones que presentaron
valores de absorbancia mds elevados.

Con objeto de emplear la columna en puri-
ficaciones posteriores se procedié a su regene-
racién. Para ello, primero se lavé extensamente
con tampodn de equilibrio (50 ml) y después con
agua. Seguidamente se realizaron lavados alter-
nos de tamp6n acetato 0,1 M, NaCl 1 M, pH 4
y tampoén Tris-HCI1 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,
de nuevo 20 ml de cada uno. A continuacién
se lavé con 50 ml de agua y finalmente con 20
ml de tampdn de equilibrio, dejandola con este
tampon lista para una nueva purificacion.

3. RESULTADOS
3.1. Inmunopurificaciéon de CRP
Un volumen de 3,5 ml de suero canino de

fase aguda se diluyeron con 1,5 ml de tampo6n
PBS y se afnadieron a la matriz de sefarosa-
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Figura 2. Perfil de elucién de la CRP canina de
la columna de inmunoafinidad. Los valores de
absorbancia (Abs) de las fracciones eluidas de
la columna de inmunoafinidad de anticuerpos
policlonales anti-CRP canina se indican el eje
de ordenadas y las fracciones recogidas en el
eje de abscisas. En color azul se muestra au-
mentada la zona del pico de absorbancia com-
prendido entre las fracciones 60 y 70.

Figura 3. Pureza de las fracciones obtenidas de
la columna de inmunoafinidad. Suero de pe-
rro clinicamente sano (calle 3), suero canino de
fase aguda (calle 4) y fraccién nimero 62 (calle
5) se sometieron a electroforesis reductora des-
naturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE). El tamafio de las bandas se calculd de
acuerdo al tamafo de proteinas de conocido
peso molecular (BSA de 66 kDa, ovoalbimina
de 45 kDa y anhidrasa carbonica de 29 kDa).
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Figura 4. Perfil de eluciéon de CRP canina me-
diante una columna de PEAE-agarosa. La pro-
teina fue eluida con Tris-HCI 10mM contenien-
do NaCl 150 mM, EDTA 2 mM y NaN, 0,02%,
pH 8.
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Figura 5. SDS-PAGE de la CRP purificada a
partir de suero de fase aguda canino median-
te cromatografia de afinidad. Los marcadores
de peso molecular empleados fueron: miosina
(205 kDa), pB-galactosidasa (116 kDa), fosfo-
rilasa B (97 kDa), albimina sérica bovina (66
kDa), ovoalbimina (45 kDa) y anhidrasa carb6-
nica (29 kDa).

antiCRP. La mezcla se incub6 16 horas a 4°C
en agitacién continua.

La cantidad de CRP canina unida a la matriz,
segun la valoracion con el ELISA comercial de
Tridelta, se acercé a 165 pg (un 41% de la CRP
incluida en la columna de inmunoafinidad).

La elucién con dietilamina pH: 11,5 se re-
cogi6 en fracciones de unos 400 pl a los que
se afadieron 200 ul de tampén Tris-CIH 1 M
pH: 7. Se midi6 la absorbancia a 280 nm y se
obtuvo el perfil de elucién que se representa en
la Figura 2.

Es evidente que tras comenzar la elucion
con dietilamina aparece un pequeflo pico de
absorbancia que tiene su inicio en la fraccion
60 y termina en la fraccién 70 aproximadamen-
te. Para comprobar que el pico de absorbancia
correspondia a la proteina purificada se realiz6
una electroforesis en gel de poliacrilamida (Fi-
gura 3), que inclufa en una de sus calles (n° 5)
la fraccion 62, de maxima absorbancia.

Los resultados indican (Figura 3, calle 5) que
la columna de inmunoafinidad es ttil para la pu-
rificacién de la CRP canina y que ésta presenta
dos bandas de 28 y 24 kDa, respectivamente
(flechas blancas). No obstante, la proteina obte-
nida no es 100% pura segun se desprende de la
presencia de bandas de mayor masa molecular.
En lo que respecta al rendimiento de la colum-
na, éste fue del 12,3%.

3.2. Cromatografia de afinidad

La proteina fue eluida de la columna de
PEAE-agarosa en un solo pico que fue detec-
tado midiendo la absorbancia a 280 nm de las
distintas fracciones. Los valores de absorbancia
obtenidos aparecen en la Figura 4.

Las fracciones con mayor concentracion de
proteina (fracciéon 6=162 pg y fraccién 7= 293
ug), se unieron y se sometieron a electrofore-
sis disociante en gel de poliacrilamida al 10%
(Figura 5). En el gel se pueden apreciar dos
bandas definidas con un peso molecular de 29
y 24 kDaltons respectivamente, sobre un fondo
claro que descarta la presencia de impurezas. El
rendimiento de la columna fue del 98%.

4. DISCUSION

En medicina humana y desde hace afios, al-
gunas pruebas para la determinacién de PFAs
estan estandarizadas y son empleadas de forma
rutinaria para la evaluaciéon de los pacientes.
Asi, la proteina C-reactiva se ha utilizado para
diferenciar infecciones bacterianas de infeccio-
nes viricas. Por ejemplo, las meningitis bac-
terianas cursan con valores elevados de CRP
mientras que en las viricas ésta apenas es evi-
dente (Peltola, 1982). Las neumonias viricas y
bacterianas también pueden ser diferenciadas
en funcién de los niveles de CRP (McCarthy
et al., 1978). Por otra parte, en los tltimos afios
se ha demostrado la utilidad de la CRP en la
prevencion y el diagndstico temprano de en-
fermedades cardiovasculares (De Winter et al.,
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Cuadro 1. Causas de incremento en las concentraciones de CRP canina

CAUSAS INCREMENTO CRP Ejemplos

TRAUMA QUIRURGICO

Cirugia ortopédica
Implante aértico
Ovariohisterectomia
Gastrotomia

INFECCIONES

Escherichia coli
Leptospira interrogans
Trypanosoma brucei
Parvovirosis

Bordetella bronchiseptica
Staphylococcus aureus
Ehrlichiosis

Leishmaniosis

Babesiosis

OTRAS INFLAMACIONES

Hepatitis, nefritis, prostatitis, peritonitis
Enfermedad intestinal inflamatoria
Pancreatitis

Piometra

INYECCION AGENTES INERTES

Aceite mineral
Polvos de talco
Caseina

Trementina

Acido acetilsalicilico

TUMORES

Tumores mamarios
Tumores superficiales

GESTACION

2000), asi como en la prediccién de enfermedad
arterial periférica o aterosclerosis sistémica (Ri-
dker, 2001).

En la clinica canina la cuantificacién de la
CRP puede ser un pardmetro analitico de rutina
en un futuro cercano. Sin embargo, actualmente
los métodos comerciales para la cuantificacién
de la proteina canina no son precisos y su coste
es elevado. Una opcién que abarataria los cos-
tes de la determinacion de la CRP canina, seria
el uso de ensayos de la CRP humana, con el

requisito de que los estindares y calibradores
sean de la especie donde se van a realizar los
andlisis (Ceron et al., 2005). Es por esto que el
objetivo primero de nuestro estudio fue desarro-
Ilar un método sencillo y rentable para purificar
la CRP canina.

En el presente trabajo la proteina C-reactiva
canina fue purificada recurriendo a dos meto-
dologias:

e La inmunopurificacion usando anticuer-
pos policlonales anti-CRP canina, que permitié
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purificar la proteina canina. Esta fue eluida de
la columna en un dnico pico de absorbancia
cuya electroforesis en gel de poliacrilamida
mostr6 dos bandas nitidas con un peso mole-
cular aproximado de 28 y 24 kdaltons. El peso
molecular de la proteina coincidié con el pu-
blicado por otros autores (Caspi et al., 1984;
Onishi et al., 1994). Sin embargo, la proteina
aislada mediante esta técnica no fue 100% pura,
ya que en el gel también se apreciaron algunas
impurezas de elevado peso molecular.

* La cromatografia de afinidad mediante
PEAE-agarosa, que proporcioné una proteina
virtualmente pura. La SDS-PAGE de la proteina
purificada mostré dos unicas bandas; una de 29
y otra de 24 kDa, coincidiendo con los estudios
publicados con anterioridad e indicando que la
proteina aislada correspondia a la CRP canina.

La presente técnica fue descrita por Onishi
et al., (1994) quienes emplearon una columna
de PEAE-agarosa comercial, suministrada por
la casa comercial Sigma. En el momento de
comenzar nuestro estudio sobre la CRP canina,
esta columna habia sido retirada del mercado,
por lo que tuvimos que realizar el acoplamiento
de la fosforiletanolamina a la agarosa, basando-
nos en indicaciones suministradas por la casa
comercial Sigma y en el articulo de Pontet et
al., (1978) sobre purificacion de la CRP huma-
na mediante cromatografia de afinidad.

Si comparamos la cromatografia de afinidad
con la inmunopurificacién hay que sefialar que
la proteina obtenida mediante la primera técni-
ca se ajusta mas a las propiedades necesarias
para su uso como estandar de calibracién ya
que esta libre de impurezas. Otra ventaja de la
cromatografia de afinidad sobre la inmunopuri-
ficacién es su precio, mucho mas asequible al
no requerir el empleo anticuerpos, reactivos de
coste elevado. El rendimiento de la columna de
afinidad (practicamente del 100% frente al 12,3
% de la columna de inmunoafinidad) y su es-
tabilidad tras los procesos de regeneracion son
también argumentos para recomendar su uso en
la purificaciéon de la CRP canina. La proteina

asi purificada podra ser empleada como estan-
dar en inmunoensayos o como inmundgeno de
cara a la obtencién de anticuerpos dirigidos
contra la CRP canina.
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