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RESUMO

MANSUR, Fernanda Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Validagao do método imunoturbidimétrico para determinagao do proteinograma
sérico em caes e gatos. Orientador: José Dantas Ribeiro Filho. Coorientadores:
Waleska de Melo Ferreira Dantas e Marcel Ferreira Bastos Avanza.

Um dos exames laboratoriais de importancia para caninos e felinos € o de mensuragéao
das proteinas, ja que possibilita o diagndstico e progndstico de doengas que
acometem esses animais. O presente estudo possui como objetivo validar o método
imunoturbidimétrico, para determinagdo da concentragcado da proteina C reativa, alfa
glicoproteina acida, ferritina, transferrina, imunoglobulina A, imunoglobulina G e
imunoglobulina M em céaes e gatos. Foram selecionados 163 animais, 76 caes e 87
gatos higidos, de diferentes ragas, sexo e idade. As analises foram realizadas em
analisador bioquimico automatico, utilizando os kits comerciais que utilizam a
imunoturbidimetria para determinacdo das proteinas. Concluiu-se que o método de
imunoturbidimetria tem validagdo para a mensuragao das seguintes proteinas séricas:
proteina C reativa, alfa 1-glicoproteina acida, imunoglobulinas M e G em cées e gatos,
ferritina em caes e transferrina em gatos e os resultados encontrados no presente
estudo para as proteinas validadas, podem ser consideradas como valores de

normalidade para caes e gatos.

Palavras-chave: Caninos. Felinos. Imunoturbidimetria. Proteina.



ABSTRACT

MANSUR, Fernanda Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2022.
Validation of the immunoturbidimetric method to determine the serum
proteinogram of cats and dogs. Advisor: José Dantas Ribeiro Filho. Co-advisors:
Waleska de Melo Ferreira Dantas and Marcel Ferreira Bastos Avanza.

One of the important laboratory tests for canines and felines is the measurement of
proteins, since it allows the diagnosis and prognosis of diseases that affect these
animals. The present study aims to validate the immunoturbidimetric method to
determine the concentration of C-reactive protein, alpha acid glycoprotein, ferritin,
transferrin, immunoglobulin A, immunoglobulin G and immunoglobulin M in dogs and
cats. 163 animals, 76 dogs and 87 healthy cats, of different selected animals, sex and
ages, were selected in an automatic biochemical study, using commercial kits that use
immunobidimetry for the research of the researches. It was concluded that the
immunoturbidimetry method has validation for the measurement of the following serum
proteins: C-reactive protein, alpha 1-acid glycoprotein, immunoglobulins M and G in
dogs and cats, ferritin in dogs and transferrin in cats and the results found in the

present study as validated proteins, can be used as normal values for dogs and cats.

Keywords: Canines. Felines. Immunoturbidimetry. Protein.
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1. INTRODUGAO

No ultimo levantamento de 2018 feito no Brasil pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), as popula¢des de cées e gatos correspondiam a 54 e
24 milhdes, respectivamente. E segundo a projegdo do estudo, ocorrera um
significativo aumento nos préoximos 10 anos. Sendo assim, a preocupagao com a
saude dos mesmos tem crescido também de forma exponencial e as empresas
privadas vém apoiando pesquisas direcionadas a melhoria de métodos de diagnostico
e tratamento das enfermidades, a fim de personalizar e abranger esse mercado em
ascensao.

Neste universo, ressalta-se a importancia da clinica Médica Veterinaria que
pode diagnosticar doengas, por meio de exames laboratoriais, de imagem, dentre
outros. A clinica médica de caes e gatos € uma area que evolui a cada ano, com novos
estudos e conceitos sobre diagndstico, tratamento e prognostico de doengas que
acometem esses animais. Um dos exames de suma importancia tanto para caninos
como para felinos € o exame para proteinas séricas (PS).

Entende-se por PS, aquela proteina que € a mais abundante no plasma,
correspondendo a 60% da concentragéo total de proteinas. Essas proteinas sao
sintetizadas exclusivamente no figado e possui importantes fungées no organismo,
como por exemplo, transporte de varias substincias e manutencdo da pressao
oncotica (SANTOS e ALBERTO, 2014).

A avaliagado dessas proteinas é significativa para o bom funcionamento do
organismo, visto que atuam no sistema imune, no processo de coagulagéo e reagoes
metabdlicas e, quando detectada alguma alteragdo nas suas concentragbes ha uma
grande possibilidade de indicativo de doencgas. Dentre as proteinas avaliadas estao a
albumina, alfa-glicoproteinas, beta-glicoproteinas e gama-glicoproteina (MUNHOZ et
al., 2016).

As PS possuem importante fungdo nos mecanismos de regulagao e transporte
de fluidos intra e extracelulares. As proteinas de fase aguda sao proteinas sanguineas
plasmaticas, que permite avaliar a resposta do sistema imunolégico a determinado
estimulo, seja ele infegao, traumatismo, cirurgias, neoplasias. Nas situagdes cronicas,
também se verifica 0 seu aumento, mas de uma forma mais moderada (PETERSEN
et al., 2004, ECKERSALL, 2006)

As concentragbes dos niveis de proteinas de fase aguda (PFAs) nao

constituem por si um exame complementar de diagndstico, visto que suas alteragdes
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apenas indicam a presenca de uma doenga inflamatéria ou infeciosa. Portanto, ao
comparar os niveis das PFA junto com outros achados clinicos e laboratoriais,
auxiliam na deteccdo de inflamagéo subclinica, na distingdo entre doenga aguda e
cronica, € no prognéstico da doenga (HORADAGODA et al., 1999). O grau de
alteragdo na concentragdo das PFA correlaciona-se com a gravidade da doenca.
Como a resposta de fase aguda acontece antes de qualquer resposta imunologica,
esta pode ser utilizada como marcador precoce de doenga (CERON et al., 2005;
PETERSEN et al., 2004).

Para determinagdo laboratorial das proteinas de fase aguda utilizam-se
meétodos imunolégicos de diagndstico por apresentarem materiais relativamente
simples, alta precisao e boa amplitude de detecgao, porém resultados inconclusivos
ainda podem ser evidenciados (HERMENS, 2000). Técnicas como as
espectrofotométricas baseadas na turbidimetria, tem como base a quantificacdo da
energia dissipada por solugdes que contenham o complexo antigeno-anticorpo
(MARTINEZ et al., 2003).

A realizagdo dos exames bioquimicos automatizados aumentou a capacidade
de produgado nos laboratérios, realizando um maior numero de amostras por dia,
permitindo maior agilidade na entrega dos resultados, assim como facilita a rotina
laboratorial. Porém, a dosagem das proteinas de fase aguda nao é rotineiramente
utilizada na Medicina Veterinaria. Isso se deve ao fato da escassez de testes
disponiveis comercialmente, pois 0s que existem sao de alto custo e falta de estudos
sobre a sua sensibilidade e especificidade (FAILACE e PRANKE, 2004).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Sabendo da importancia da realizacdo de exames laboratoriais para a
identificacdo precoce de processos inflamatorios, o presente trabalho teve como
objetivo geral, validar o método imunoturbidimétrico para determinar a concentragao
da proteina C reativa, alfa glicoproteina acida, ferritina, transferrina, imunoglobulina A,

imunoglobulina G e imunoglobulina M em caes e gatos.



14

1.1.2 Objetivos Especificos
e Verificar se existe reagdo cruzada canina e felina com o anticorpo anti-soro
humano presente nos kits avaliados, bem como as caracteristicas de deteccéao,
imprecisao, repetibilidade, reprodutibilidade e limites de detecgao
e Validar kits humanos para mensuragao de proteinas de fase aguda em caes e
gatos higidos e, a partir dos dados obtidos, estabelecer valores de referéncia

para a populacdo de animais avaliados.

1.2 HIPOTESE

O método de imunoturbidimetria pode ser utilizado na afericdo dos valores de
proteina C reativa, alfa-1 glicoproteina acida, ferritina, transferrina, imunoglobulina A,
imunoglobulina G e imunoglobulina M em caes e gatos higidos, onde kits comerciais

humanos, podem ser utilizados por permitir reacéo cruzada com anti-soro humano.

1.3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que a determinagao do proteinograma sérico em caes e gatos
€ importante, pois 0s seus componentes expressam precocemente a presenga de
processos inflamatérios e/ou infecciosos, além de ser um bom sinalizador de
prognostico, se justifica a validacdo de uma metodologia automatizada rapida, eficaz,

de facil execugao e baixo custo, como o método imunoturbidimétrico.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 PROTEINAS TOTAIS

As proteinas sdo macromoléculas formadas por aminoacidos, com ligagoes
covalentes entre si. Elas podem ser polares ou apolares, conforme o seu potencial
hidrogenidnico (pH), gragas a distribuicao elétrica resultante das ligagdes covalentes
ou ibnicas de seus grupos estruturais (SILVA et al., 2008).

Elas sdo substancias essenciais a vida e se caracterizam por ser um grupo
consideravel de macromoléculas que se encontram dentro e fora das células. Suas
funcbes sao catalise de reacbes quimicas, transporte de outras moléculas,
transmissao de impulsos nervosos, protecdo imunitaria e funcdo hormonal, dentre
outras (REGO, 2017).
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Assim, elas sao a base da estrutura de células, tecidos e 6rgaos, e a avaliagao
dos seus teores séricos e de suas fragdes representa um importante auxilio para o
diagndstico clinico (RIZZOLI et al., 2006; KANEKO, 2008).

As proteinas mantém a pressdo osmotica, sdo catalisadoras em reacgdes
bioquimicas na forma de enzimas, mantém o equilibrio acido-base, sao reguladoras
como hormoénios, atuam na coagulacdo sanguinea, na defesa humoral como
anticorpos, sao nutritivas e servem de carreadores e transporte a muitos constituintes
plasmaticos (BIONDO et al., 2007).

Representam 7% do plasma e sdo divididas em trés grupos: a albumina, as
globulinas e o fibrinogénio. A albumina corresponde a 55% das proteinas plasmaticas,
as globulinas representam 38,5% e o fibrinogénio a 6,5% das proteinas plasmaticas
totais (COMPRI-NARDI et al., 2009).

Neste cenario, tem-se que as proteinas de fase aguda sdo uma classe de
proteinas na qual a concentracdo plasmatica aumenta ou diminui em resposta a
inflamacgdes. Essa resposta € denominada de resposta de fase aguda (QUEIROZ,
2016).

Ressalta-se que a hiperproteinemia, ou seja, o excesso de elementos proteicos
no sangue pode ser relacionado a casos de desidratagcdo e processos inflamatdrios.
Casos de hipoproteinemia envolvem hemorragias, jejum alimentar prolongado, ma
absorcdo de nutrientes pelo trato gastrintestinal, menor ingestdo de proteinas
incluindo a inanigcdo. Além disso, a menor producao de proteinas, pode ser observada
em casos de insuficiéncia hepatica ou perdas evidenciadas nos casos de glomérulo-
nefropatia e enteropatia (COMPRI-NARDI et al., 2009; THRALL et al., 2017).

Neste contexto, insere-se a Eletroforese de Proteinas Séricas (EPS) que é um
meétodo laboratorial, que possibilita a separagado das proteinas presentes no plasma
em fragdes, conforme suas respectivas cargas elétricas. E um teste de triagem muito
usado para investigar anormalidades proteicas presentes no sangue e de suma
importancia para a investigagao diagndstica. Nessa metodologia, os resultados devem
sempre ser fornecidos sob forma percentual e de concentragao das varias fracoes e
em forma grafica (SILVA et al., 2008).

Observa-se um numero elevado de proteinas identificadas no soro e que se
diferenciam entre si estruturalmente, participando de varios processos fisioldgicos,
como por exemplo, anticorpos, carregadores de moléculas e ions, enzimas, inibidores

enzimaticos, fatores de coagulagao, dentre outros. Assim, a analise das proporgdes
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de suas fragdes € um fator relevante para apontar desordens agudas e crénicas,

oferecendo informagdes de grande valia clinica (CRAY et al., 2009).

2.2 GLOBULINAS

A globulina € uma proteina que entra na composi¢ao do plasma sanguineo. Ela
se classifica em trés fragbes: alfa, beta e gama, que séo identificadas através da
eletroforese. Cada uma dessas fragdes, em especial a gama, possui anticorpos que
protegem contra infecgdes e possuem fungdes no transporte de metais, lipideos e
bilirrubina, assim como também exerce um importante papel na imunidade (fragao
gama). Essas proteinas s&o indicadores limitados do metabolismo proteico, sendo de
vital importancia como indicadores de processos inflamatérios (SILVA et al., 2008).

As globulinas séricas totais representam a soma das imunoglobulinas e das
nao imunoglobulinas. As nao imunoglobulinas sé&o sintetizadas e armazenadas no
figado, que correspondem em sua maioria, a proteinas de fase aguda e tém a sua
producao hepatica aumentada em resposta a uma doenca inflamatéria sistémica. As
imunoglobulinas ndo sdo sintetizadas no figado e podem estar aumentadas em
indices elevados nas doencas inflamatérias e infecciosas (SCOTT e STOCKHAM,
2011).

2.3 RESPOSTA DE FASE AGUDA

A resposta de fase aguda € uma reagado complexa, sistémica, ndo especifica,
que ocorre de forma hiperaguda ou aguda no organismo em resposta a injurias locais
ou sistémicas causadas por infecgdes, lesdo tecidual, traumatismo, cirurgia,
proliferagdo neoplasica ou outras alteragdes inflamatérias (GRUYS et al., 2005).

A resposta de fase aguda é induzida por citocinas pré-inflamatérias IL-13, TNF-a
e IL-6, que leva a aumento da sintese proteica nos hepatécitos, linfonodos, baco e
leucdcitos. Essas proteinas sdo chamadas de proteinas de fase aguda (PFASs)
(CERON et al., 2005; ECKERSALL, 2008; GRUYS et al., 2005; MURATA et al., 2004;
TIZARD, 2013) e tem como fungdo modular a eficiéncia do sistema imune, agindo na
defesa do organismo durante o processo inflamatério (PETERSEN et al., 2004).

2.4 PROTEINAS DE FASE AGUDA (PFA)
As proteinas de fase aguda s&o glicoproteinas produzidas pelos hepatocitos
(JACOBSEN e ANDERSEN, 2007) e sdo consideradas biomarcadores quantitativos
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de doencgas. Podem ser usadas no diagndstico, prognostico e no monitoramento da
resposta a terapia. Esses biomarcadores sao indicadores altamente sensiveis de
inflamacao e existem importantes diferencas entre as espécies na resposta de fase
aguda (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005).

As PFA sao constantemente removidas do organismo por meio do catabolismo,
das perdas urinarias e pelo trato gastrointestinal (THOMAS, 2000). Mas, possuem
uma meia vida curta (LASSEN e WEISER, 2007), o que torna necessaria a reposigao
das mesmas por meio da producédo pelo figado ou pelos plasmécitos (THOMAS,
2000).

Outra caracteristica importante das PFA é o fato de se dividirem em cadeias
alfa (a), beta (R) e gama (y), de acordo com seu peso molecular e densidade de cargas
elétricas (MURATA et al. 2004; PETERSEN et al. 2004; CERON et al. 2005). A alfa 1
glicoproteina acida representa as proteinas da cadeia a1 e elevam-se rapidamente
logo apods a infecgdo ou injuria tecidual, sendo assim, sua concentragao é rapidamente
normalizada apds o fim do estimulo inflamatério. As proteinas que integram a fragéo
R sao ferritina, fibrinogénio, proteina C reativa e amiloide sérica A e se elevem entre
sete e dez dias, ap6ds o inicio do estimulo inflamatoério, e seus valores podem continuar
elevadas por varias semanas (MURATA et al. 2004; KANEKO et al., 2008).

A fracdo y compreende as imunoglobulinas IgA, IgM, IgG e IgE. Essas
proteinas sao sintetizadas por células do sistema imunoldgico na presenca de
estimulo antigénico, principalmente viral (MURATA et al. 2004; KANEKO et al., 2008).
As alteragdes nas concentragdes séricas das proteinas de fase aguda estao
relacionadas com a gravidade da doenga e com a extensdo do tecido lesado. Séo
consideradas positivas quando elevam sua concentragao seérica e negativa quando
diminuem suas concentragdes em resposta ao processo inflamatério. Desta forma, as
concentracdes das PFAs proporcionam informagdes importantes sobre o diagndstico
e prognostico de doengas (ALVES et al., 2010; SERIN e ULUTAS, 2010).

2.4.1 TRANSFERRINA

A transferrina € uma PFA negativa e seus valores diminuem de acordo com a
enfermidade apresentada. Seus niveis sdo afetados durante insuficiéncia hepatica,
inflamagao, insuficiéncia cardiaca e alteragdbes no metabolismo do ferro. Sua
capacidade em se ligar ao ferro pode ser avaliada por meio da mensuragao de sua
concentragao sérica (FUHRMAN et al., 2004).
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A mensuragao sérica da transferrina é usada para avaliar o metabolismo do
ferro no organismo em geral. Niveis diminuidos de transferrina podem ser
consequéncia da sua producio inadequada por lesdo nos hepatécitos, doenca renal,
leucemias, inflamacédo aguda e cronica. Ao contrario, os niveis elevados podem

indicar deficiéncia grave de ferro, desnutricdo ou gestagao (JAIN, 1993).

2.4.2 PROTEINA C REATIVA (PCR)

A PCR tem maior interesse clinico como proteina de fase aguda na espécie
humana e canina, apresentando um padrdao semelhante, contudo pode também ser
identificada na corrente sanguinea de outras espécies. As concentracbes basais
dessa proteina variam em funcdo do método utilizado para a sua deteccédo e dos
individuos testados (HIRVONEN, 2000).

O aumento da PCR em céaes é descrito na literatura em varias doencas
infecciosas, incluindo Babesiose, Leishmaniose, Leptospirose, Parvovirose,
Tripanossomiase, sepse por Escherichia coli e infecgcdes por Bordetella bronchiseptica
e Ehrlichia canis (CERON et al., 2005).

Na medicina humana, essa proteina € bem definida como marcador de
inflamagéo e lesdo tecidual. Se examinada em um microscopio eletrénico, a PCR
canina possui caracteristicas semelhantes a humana (CERON et al., 2005) e tem
como funcao se ligar ao agente bacteriano patogénico e ativar a via classica do
complemento, fazendo com que seja conduzida a opsonizagdo da bactéria. Ao
contrario dos caes, a PCR n&o é o marcador ideal de inflamagéo nos felinos e nos
bovinos. Devido ao estresse que os felinos exibem durante visitas ao veterinario ou
nas doencgas, influencia as concentragdes de PCR, resultando em niveis aumentados.
Deve-se, nestes casos, utilizar outras proteinas de fase aguda, como por exemplo, a
alfa glicoproteina acida sérica e a proteina amiloide sérica A, respectivamente
(HIRVONEN, 2000; ECKERSALL, 2006).

Em Medicina Veterinaria, a detec¢do da PCR baseia-se na utilizagao de testes
imunolégicos, onde os mais utilizados sao: o eletroimunoensaio, a imunodifusédo, o
ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA), a imunoturbidimetria e a aglutinagéao
em latex capilar reversa passiva (CRPLA, do inglés, Capillary Reversed Passive Latex

Aglutination) e a imunocromatografia (PARRA, 2009).
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2.4.3 ALFA-1 GLICOPROTEINA ACIDA (AGP)

A AGP pertence a classe das alfa-1 globulinas e foi descrita pela primeira vez
em 1920 (FOURNIER et al., 2000). Assim como a maioria das proteinas de fase
aguda, é sintetizada em maior parte no figado e secretada pelos hepatocitos e sua
expressao é regulada por citocinas pré-inflamatorias (SCHONFELD et al., 2008).

Também foi demonstrado que os linfécitos produzem AGP, o que pode explicar
suas concentragdes séricas elevadas em cées e gatos com linfoma. A produgéo extra-
hepatica da alfa glicoproteina em humanos tem sido descrita em 6rgdos como rim,
intestino, coracao e em diferentes tipos de glébulos brancos. A AGP também pode ser
produzida pela prostata, estando presente no liquido seminal (CERON et al., 2005).

Em gatos, a melhor expressao das PFAs é Amiloide sérica A (SAA) e Alfa 1
Glicoproteina Acida (SANTOS e ALBERTO, 2014). A SAA é reconhecida como uma
das principais PFAs positiva na espécie felina, considerada a proteina que responde
mais rapidamente a um estimulo inflamatério e/ou infeccioso aumentando sua
concentragdo (CERON et al., 2005), j4 a AGP apresenta um aumento mais tardio
(KAJIKAWA et. al., 1999).

A AGP aumenta em situacdes de peritonite infeciosa felina (PIF), infe¢cées por
Calicivirus, Clamidiose até dez vezes seu valor basal, enquanto na Leucemia felina
(FeLV) e no Virus da Imunodeficiéncia felina (FIV), ocorre aumento em menor escala
(TIZARD, 2013).

2.4.4 FERRITINA

A ferritina € uma proteina de armazenamento de ferro que esta presente em
todos os mamiferos. E encontrada no figado, baco e medula 6ssea. Salienta-se que
na Medicina Veterinaria, foi relatado que os niveis séricos de ferritina canina
aumentam no sarcoma histiocitico, anemia hemolitica imunomediada e linfoma
(CHIKAZAWA e DUNNING, 2016).

Apesar de ser uma proteina de fase aguda positiva, a ferritina sérica
correlaciona-se com as reservas de ferro tecidual em animais domésticos. Seus niveis
podem estar aumentados quando ocorre aumento das reservas de ferro associadas a
anemia hemolitica crénica e transfusdes de sangue repetidas. Outras causas incluem
disturbios hemofagocitarios benignos e histiocitose maligna. A ferritina sérica diminui
em animais com deficiéncia de ferro (WEISS e WARDROP, 2010).
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2.4.5 IMUNOGLOBULINA A

A imunoglobulina A (IgA) é encontrada em altas concentragdes em doengas
infecciosas (KANEKO et al., 2008). Atua como anticorpo originario de células
secretodrias do trato intestinal e dos pulmdes, tem a capacidade de neutralizar virus e
prevenir aderéncias de bactérias aos tecidos alvo (GERSHWIN, 2008).

Lagrima, saliva, secrec¢des respiratérias, gastrintestinais e geniturinarias de
muitas espécies animais contém IgA. Sendo assim, possui funcdo de defesa
localizada e de protecao de varias superficies do corpo contra invasao bacteriana e
viral a essa proteina (JAIN, 1993).

Caes com deficiéncia de IgA podem ter doengas das mucosas, como doenga
inflamatadria intestinal ou supercrescimento bacteriano do intestino delgado (BATT et
al., 1991).

2.4.6 IMUNOGLOBULINA G

A imunoglobulina G (IgG) é a globulina com maior concentragéo no soro. Sao
responsaveis pela imunidade humoral do organismo e desempenham atividades como
opsonizagao, aglutinacao e fixagdo do complemento (JAIN, 1993).

E o principal anticorpo formado em resposta a agentes infecciosos e toxinas.
Aumenta seus niveis em doencas infecciosas, doengas do tecido conjuntivo, doenca
hepatica, mielomas e outros tumores linfoides. E seus valores se encontram
diminuidos em animais recém-nascidos antes da ingestdo de colostro e doenga de
deficiéncia imunologica (KANEKO et al., 2008).

2.4.7 IMUNOGLOBULINA M

A IgM é a primeira imunoglobulina a ser sintetizada, estando presente apenas
no soro (THOMAS, 2000). No soro, a IgM esta presente na segunda maior
concentragado, possui grande capacidade de se ligar a antigenos, € um anticorpo
eficiente na aglutinagédo, precipitagdo, opsonizagao, fixagdo do complemento e
neutralizagao de virus (KANEKO et al., 2008).

Aumento do titulo de IgG pode apenas indicar um contato antigo com o
antigeno e a analise das IgM pode evidenciar uma infecgao recente (HALL e
GERMAN, 2005; MCCAW e HOSKINS, 2006).
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2.5. IMUNOTURBIDIMETRIA

A imunoturbidimetria € um ensaio imunométrico, no qual é utilizado a
imunoprecipitacédo e a dispersao da luz para quantificar os analitos presentes no soro
ou plasma. A formacao desses imunoprecipitados provoca turvagao do meio, levando
a diminuigdo da intensidade do feixe de luz incidente que atravessa essa solugao
(BOCHENEK, 2007).

O tampao é um reagente que proporciona condigdes otimas de reagao, os
anticorpos ou antigenos, ligados ou ndo as particulas de latex, determinam a
sensibilidade e a especificidade do método. Os calibradores estabelecem a relagéo
entre concentragao e a resposta em absorbancia, e os controles verificam desvios da
calibracdo. Esses sdo os componentes essenciais para a realizagao do método da
imunoturbidimetria (BOCHENEK, 2007).

Os métodos imunoturbidimétricos automatizados sao considerados rapidos,
especificos e precisos, requisitos importantes na rotina laboratorial, uma vez que
permitem rapidez na liberacdo de resultados contribuindo para tomada de deciséo
rapida na pratica clinica (SILVA, 2003).

As leituras sao feitas em unidades de absorbancia, que refletem a relagao entre
luz incidente e transmitida (AVILA, 2001). Nesta técnica, a lipemia, hemdlise e
bilirrubina que interferem na turbidez do meio, podem gerar resultados falsamente
aumentados ou diminuidos. Deve-se considerar também a possibilidade de ocorrer
reacao cruzada com outros componentes, pois nem sempre os anticorpos utilizados
nos reagentes tém sensibilidade e especificidade a um tipo especifico de antigeno,
que pode ocasionar erros (SELBY, 1999; BRUGTS et al., 2009).

2.6 VALIDACAO DE KIT BIOQUIMICO

O processo chamado de validagcdo € o desenvolvimento de um método
analitico, a adaptacao ou implementacdo de método conhecido que envolve processo
de avaliagao que prove sua eficiéncia na rotina do laboratério. O objetivo da validagao
€ demonstrar que o método analitico € adequado para o seu proposito (WALSH,
1999).

O numero de animais por espécie foi estabelecido em no minimo, 40 amostras
por espécie, além dos testes de repetibilidade, reprodutibilidade e acuracia de acordo

com as normas estabelecidas por Oliveira e Mendes, no ControlLab (2012) e
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Guidelines para validacdo e verificacdo de métodos de teste quantitativos e
qualitativos (2012).

As proteinas de fase aguda podem ser medidas através de métodos como a
imunoturbidimetria e ELISA, que sao técnicas especificas, pouco invasivas e precisas
0 que € uma vantagem na rotina laboratorial, permitindo maior agilidade na liberagao
dos resultados e contribuindo para tomada de decisao na pratica clinica (AVILA, 2001;
MARTINEZ e SIMON, 2003; NERI, 2007).

Entretanto, nenhuma destas técnicas é especifica para uso em veterinaria, uma
vez que utilizam anticorpos policlonais humanos (GHYS et al., 2014). Sendo assim,
para que testes laboratoriais com Kits humanos possam ser realizados em espécies
animais a fim de serem utilizados na pratica clinica, torna-se necessaria a realizacao
de procedimentos que verifiquem a precisdo e confiabilidade dos resultados
(BERLITZ, 2010; HILSTRON et al., 2014).

Os principais parametros a serem considerados nesse processo depende da
natureza do método e da variedade dos tipos de amostra que serao analisados. Um
numero estatisticamente significativo de amostras deve ser usado em o processo de
avaliacao e estes devem abranger toda a gama de resultados para o uso pretendido
(AMARANTE et al., 2001).

Quando se realizam medidas numa mesma amostra em circunstancias
idénticas, nem sempre os resultados sao idénticos, devido aos erros gerados por
fatores como operadores, diferentes equipamentos, diferencas de calibragdo. Em
estudos de precisdo de sistemas analiticos deve-se considerar dois componentes de
variacao: repetitividade e reprodutibilidade (WALSH, 1999).

Os parametros de validacdo de métodos analiticos envolvem seletividade,
sensibilidade, repetibilidade, reprodutibilidade e exatidao (GALORO, 2009).

2.6.1. SELETIVIDADE

A seletividade de um método é a precisdo de sua medicdo na presencga de
interferéncias como como microrganismos concorrentes n&o-alvo, impurezas,
degradantes e componentes da matriz. Métodos que empregam procedimentos como
cromatografia e espectrometria de massa, tém a capacidade de ser muito seletivos.
Mas, métodos baseados em medicbes colorimétricas podem ser afetados pela
presenca de co-extratos de amostras coloridas ou compostos com propriedades
quimicas semelhantes ao analito estudado (HUBER, 1998; GALORO, 2009).
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2.6.2. SENSIBILIDADE
A sensibilidade € a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel
de confianga, duas concentragdes proximas. Quanto maior a sensibilidade melhor o

meétodo € capaz de distinguir pequenas mudangas na concentragdo do analito
(WALSH, 1999).

2.6.3. REPETIBILIDADE

Repetibilidade é a aproximagao entre os resultados de medigdes sucessivas da
mesma mensurada, efetuadas nas mesmas condigcbes de medigcdo no mais curto
espago de tempo, incluindo o mesmo laboratério, 0 mesmo analista, 0 mesmo

equipamento, o mesmo tipo de reagentes (HUBER, 1998).

2.6.4 REPRODUTIBILIDADE

Reprodutibilidade representa a aproximacgao entre resultados das medi¢des da
mesma amostra mensurada, com alteracdo de pelo menos uma das condi¢des de
medicao, ou seja: o mesmo laboratério ou diferentes laboratérios; diferentes analistas,
diferentes equipamentos e diferentes épocas. A repetibilidade e a reprodutibilidade
podem exprimir-se quantitativamente em termos das caracteristicas da dispersao dos
resultados (AMARANTE, 2001).

2.6.5 EXATIDAO

A exatidado, definida como a concordancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico, € um dos pontos mais cruciais para o
proposito da validac&do. Pode ser estabelecida mediante comparacgao entre os valores
obtidos pelo método proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com
outro método validado (GALORO, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

A realizagdo do presente estudo experimental seguiu as Normas de Conduta
para o Uso de Animais no Ensino e Pesquisa, atendendo as resolu¢des do Colégio
Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA) e do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV), aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com emprego de
animais do Centro Universitario de Vigosa (UNIVICOSA) 039.2019-2 e pela
Universidade Federal de Vigosa (UFV) 70/2021.

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa Animal do Centro
Universitario de Vigosa — UNIVICOSA.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

180 animais da cidade de Vigosa, em Minas Gerais, submetidos a cirurgias de
orquiectomia e ovariohisterectomia eletiva, participaram da pesquisa.

Como critério de inclusdo para o estudo, permaneceram aqueles animais cujo
estado de saude se enquadrou como higidos, por meio de avaliagdo clinica
(FEITOSA, 2014) e realizacdo de exames laboratoriais pré-operatérios, como
hemograma, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
creatinina, fosfatase alcalina e ureia e cujos tutores concordaram com a participagéo
por meio de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

Ap0s os critérios de inclusao, foram selecionados 163 animais, 76 caes e 87
gatos higidos, de diferentes ragas, sexo e idade.

As amostras de sangue foram coletadas por pungdo da veia jugular externa
apds a antissepsia local com alcool 70 por meio de seringas de 5 mL e agulhas
hipodérmicas 25 x 0,8mm descartaveis.

O sangue foi acondicionado em tubos contendo gel ativador de coagulo e tubos
com agente quelante acido etilenodiamino tetra acético (EDTA).

Ja o processo de validacado de kit bioquimico, seguiu as normas do guideline
Gestado da Fase Analitica do Laboratério: como assegurar a qualidade na pratica
(OLIVEIRA e MENDES, 2010).

3.3 ANALISE BIOQUIMICA
As amostras coletadas sem anticoagulantes foram centrifugadas, separadas

em aliquotas de soro para, posteriormente, serem realizadas a mensuragao seérica das
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proteinas, que foram dosadas em triplicatas para caninos e duplicatas para felinos. As
analises foram realizadas em um analisador bioquimico automatico Bioclin 2200
(Bioclin®), utilizando os kits comerciais do mesmo fabricante.

Para a validagao das proteinas de fase aguda, foi empregado o método
imunoturbidimétrico, os quais contém anti-soro humano para a reacédo de
imunoprecipitacéo, respeitando as particularidades de cada proteina em sua analise.

A determinacgao quantitativa da Proteina C Reativa ocorre por uma reacao que
permite quantificar, a concentragao as particulas de poliestireno recobertas com anti-
PCR, que se misturam com a amostra formando agregados em presenca de PCR. O

processo de aglutinagdo que se forma, provoca um aumento do tamanho das
particulas e, consequentemente, um aumento da absorbancia, que é medida por
comparagao com o calibrador de concentragao conhecida.

A mensuracao da ferritina foi realizada por medicdo fotométrica da reacéo
antigeno-anticorpo, entre particulas de latex marcadas com anticorpo anti-ferritina e
ferritina presente na amostra.

A determinacéao da alfa1 glicoproteina acida, transferrina, imunoglobulinas A, G
e M, permite a determinagcdo quantitativa dessas proteinas no soro por
imunoprecipitacédo, na presenga de um polimero ativador que aumenta a sensibilidade
e a velocidade do ensaio imunoturbidimétrico. Apds, formam com o anti-soro
(anticorpo) especifico um complexo insoluvel, produzindo turbidez, cuja absorbéancia

€ proporcional a concentragado do analito na amostra.

3.4 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva para obtencao das
médias, desvio padrao, coeficiente de variagao e intervalo de confianga. Além disso,
eles também foram submetidos a Analise de variancia (ANOVA) para que as médias
fossem comparadas por meio do teste t de Student, utilizando-se o software SigmaPlot
11.0 (Systac Software Inc., San Jose, USA), ao nivel de 5% de significancia.

Realizou-se a avaliacao de repetibilidade nos dados brutos e na deteccao dos
Outliers usando o site QuickCalcs. Posteriormente, as variaveis quantitativas foram
submetidas ao teste de normalidade e homogeneidade de variancia, aplicando-se a
sua respectiva analise.

As anadlises estatisticas foram realizadas no programa Sigma Plot 11.0,

considerando-se o nivel de significancia de 5% para todas as variaveis.
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Foi realizada a avaliagao de reprodutibilidade nos dados brutos entre os valores
de replicata do mesmo animal. Valores muito discrepantes indicaram falha de leitura
e nao foram incluidos na avaliagdo. Apds, foi calculada a média das replicatas de cada
animal.

Para a detecgéo de Ouitliers foi utilizado o site QuickCalcs. Apds, foi realizada
estatistica basica descritiva para obtencdo dos valores de normalidade de cada
espécie, no GraphPad Prima.

Foi realizado o célculo dos valores superior e inferior dos limites de referéncia
pelo método ndo paramétrico. Para determinar os valores de percentil foi realizado o
calculo:

1. Percentil 2,5% = 0,025 *(n+1)

2. Percentil 97,5%= 0,975 *(n+1)

Os valores resultantes indicaram o limite inferior (percentil 2,5%) e superior

(percentil 97,5%) do valor de referéncia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram compilados e os dados obtidos das proteinas séricas nos
animais avaliados, encontram-se na tabelas 1, valores referentes aos cées e tabela 2,
valores referentes aos gatos.

Ja foi comprovado que algumas doencgas infecciosas levam a um aumento da
PCR no cao, dentre elas estao a babesiose, leishmaniose, leptospirose, parvovirose,
tripanossomiase e erliquiose (PANICKER et al., 2014). A proteina C reativa, tem sido
amplamente estuda em cées, associada a diversos processos inflamatérios e
patolégicos (GALEZOWSKI et al., 2010). Nos felinos, a mensuragcdo de proteinas
séricas também se faz importante em diversos estados patoldgicos. Porém, a maioria
dos autores classificam a alfa glicoproteina acida como um dos principais marcadores
de resposta de fase aguda (PALTRINIERI et al., 2007; WINKEL et al., 2015).

Os valores encontrados de PCR e Ferritina (Tabelas 1 e 2), se apresentaram
inferiores quando comparados a literatura de referéncia para caes e gatos (KANEKO
et al., 2008; CORNELL, 2016), ndo existe na literatura nacional, outros valores de

normalidade para ambas as espécies.
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Tabela 1 — Coeficiente de variagao, valor minimo, valor maximo, média, desvio padrao

e intervalo de confianca das proteinas séricas em cées.

Caes
Parametro IC (95%)
N Média CV (%)
Minimo Maximo
Proteina C reativa 75 0,59+0,50 85,39 0,03 1,83
(mg/dL)
Alfa 1 76 3,54+1,75 49,52 0 6
glicoproteina
acida (mg/dL)
Ferritina (ug/L) 76 21,61£15,5 71,72 0 79,21
Transferrina 71 0,10+0,18 178,09 0 0,67
(mg/dL)
Imunoglobina A 76 0,43+0,54 124,27 0 2
(mg/dL)
Imunoglobina G 76 263,2+54,46 20,69 120,67 345,33
(mg/dL)
Imunoglobina M 76 89,65+19,33 21,56 51,76 127,5
(mg/dL)

N= Corresponde ao numero de animais utilizados na pesquisa em triplicata

Vale salientar que, as demais proteinas estudadas, nao dispoe de valores de
normalidade na literatura consultada, onde sao utilizadas principalmente, para avaliar
a resposta inflamatéria aguda em diversas patologias que envolvem caes e gatos
(YUKI, 2010; COELHO, 2015; DINALLO, 2019), além da utilizagdo de metodologias
distintas.

Estudo realizado por Kuribayashi et al. (2003), encontraram valores de PCR
médios de 1,8 mg/dL em caes higidos, da raca beagle, divididos por sexo e idade,
diferindo do presente estudo, que obteve valores médios de 0,59 mg/dL. Acredita-se
que essa diferengca pode ter ocorrido devido ao estudo realizado em uma raca
especifica, o que nao foi realizado nesse ensaio experimental. Do mesmo modo,
Carvalho et al. (2008), avaliando a resposta de fase aguda em cadelas saudaveis e

com piometra, encontrou valores médios de 0,11 mg/dL nas fémeas saudaveis,
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valores menores ao que foi verificado no presente ensaio e sem separagao por raga
estudada.

Yamamoto (1994), afirmou em seu estudo que, quando se avaliam animais de
diferentes ragas, podem ser encontrados valores de metabdlitos sanguineos distintos,
devido as caracteristicas genéticas individuais.

Estudos mostraram que a concentracdo de PCR aumenta em felinos que
possuem neoplasias localizadas ou benignas (MOURA, 2014) e, apesar da amiloide
sérica A (SAA) e a Alfa 1 glicoproteina (AGP) serem consideradas as principais PFA
em gatos, ainda faltam estudos sobre PCR em felinos higidos e com processos
patolégicos (CERON et al., 2005).

Tabela 2 — Coeficiente de variagao, valor minimo, valor maximo, média, desvio padrao
e intervalo de confianga das proteinas séricas em gatos

Gatos
Parametro IC (95%)
N Média CV (%)
Minimo  Maximo
Proteina C 87 2,29+0,28 12,22 1,6 2,85
reativa (mg/dL)
Alfa 1 87 3,75+1,18 31,46 1,43 6,07
glicoproteina
(mg/dL)
Ferritina (ug/L) 85 4,98+17,87 358,83 0 41,98
Transferrina 87 4,88+1,22 25,0 2,49 7,28
(mg/dL)
Imunoglobina A 87 2,60+£2,05 124,27 0 7
(mg/dL)
Imunoglobina G 87 205,03+85,69 78,84 21,0 285,0
(mg/dL)
ImunoglobinaM 87 48,92+11,22 22,93 26,83 70,91
(mg/dL)

N= Corresponde ao numero de animais utilizados na pesquisa em duplicata

Segundo Yuki, (2010) a AGP é um bom marcador da presenca de infecgdes em

cées e gatos e, nesses casos, seus valores se encontram aumentados. A média dos
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valores encontrados de AGP no presente estudo, foi de 3,46 mg/dL (Tabela 1) em caes
e 3,75 mg/dL em gatos (Tabela 2), os quais correspondem a valores de normalidade
frente a diversos estudos que avaliaram suas concentragées em cées e gatos com
algum tipo de patologia (KOGIKA et al., 2003; GIORDANO et al., 2004; PIRES et al.,
2011; MUNHOZ, 2012; ANZILEIRO et al., 2013; ROSA, 2018; SCHMIDT et al., 2018;
DINALLO, 2019). Os valores de normalidade nos estudos acima citados, foram
baseados em seus grupo controles, utilizando metodologias distintas ao do presente
estudo e com um numero de animais restrito.

Giordano et al. (2004) registraram valores de 2,72 mg/dL em gatos com infegéao
por coronavirus felino, Selting et al. (2000) média de 7,6 mg/dL e Winkel et al. (2015),
resultados de 8,3 mg/dL na mensuracdo de AGP. Como exposto, os ensaios citados
avaliaram diferentes tipos de patologias, com intuito de estimar o grau de resposta
inflamatdria, evidenciando resultados superiores ao do presente estudo, por se tratar
de animais higidos.

Estudo conduzido por KogiKa et al. (2003), avaliando a resposta inflamatéria
aguda em filhotes de caes, utilizou um grupo controle (higidos) e outro com
gastroenterite hemorragica, encontraram valores superiores ao presente estudo,
quando comparados os resultados ao grupo controle. Pode-se inferir que filhotes
tenham valores de proteinas séricas maiores que adultos, devido ao alto grau de
desafio, aos quais sao submetidos pelo processo de desenvolvimento imunoldgico.

Nunes (2019) encontrou valores de 217,9 a 241,7 mg/dL de transferrina obtido
da medula éssea em gatos. Ao compararmos os valores de Nunes (2019) com os do
presente ensaio, percebe-se uma discrepancia entre eles. Essa diferenca pode ter
sido ocasionada pelo fato de os gatos clinicamente saudaveis fazer depésito de ferro
na medula 6ssea, sem ter qualquer relagdo com sindromes ou doencgas, sejam elas
agudas ou cronicas, diferente das outras espécies (JAIN, 1993).

Nao foi possivel correlacionar as concentracdes encontradas de transferrina
sérica ou plasmatica em felinos higidos com outros estudos, devido a escassez de
literatura dessa proteina na espécie felina.

As imunoglobulinas, por sua vez, sdo amplamente utlizadas para avaliar a
resposta imune humoral, na verificacdo do status imunolégico de caes e gatos
(GERMAN et al., 1998; PAPAROTTO, 2007; SILVA, 2020).

Na avaliagdo das imunoglobulinas, pode-se perceber que ocorreu um alto

coeficiente de variagdo na Imunoglobulina A, com resultados bem inferiores quando
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comparado a estudos anteriores em animais sadios (KIKKAWA et al. 2005; TAKEDA
e AKIRA 2005; VIEIRA, 2009). Esse fato pode ocorrido, devido a IgA ter sua maior
concentragdo no epitélio dos tecidos mucosos (ABBAS et al., 2008) e trabalhos
consultados, relataram suas concentragdes em maior quantidade na saliva (GERMAN
et al., 1998).

Ja a IgM de cao e gato apresentaram valores semelhantes (Tabela 1 e 2) aos
referidos por Cornell (2016). A IgM € a primeira imunoglobulina secretada pelos
linfocitos B sendo assim, estdo sempre presentes em maiores quantidades na fase
aguda da infeccao (MURPHY, 2012).

Até o presente momento, ndo foram encontrados registros na literatura
consultada valores de IgM em felinos higidos. Entretanto, Silva (2020) encontrou
aumento de IgM anti-Leishmania em felinos portadores da doencga, quando
comparado a felinos higidos.

Os resultados obtidos pela IgG em caes, se mostraram superiores (Tabela 1),
quando comparado ao estudo de Vieira (2016) em caes higidos. Porém, ocorreu seu
aumento em caes com linfoma nesse mesmo estudo. Em gatos, nao foi encontrado,
na literatura consultada, valores de referéncia para a espécie, entretanto, estudos
apontam para seu aumento diante de infeccdes pelo virus da Imunodeficiéncia Felina
(PAPAROTTO, 2007). A elevagado desses valores pode indicar a presenga de
infecgdes, vacinagao recente e neoplasias (LEAL e COELHO, 2014).

Para avaliacdo da metodologia aplicada neste estudo, foram aplicados graficos
bloxplot para verificagdo da distribuicdo das anadlises realizadas, levando-se em
consideracgao a repetibilidade, reprodutibilidade e amplitude dos dados obtidos, assim
como a identificacdo dos outliers.

O método utilizado para determinagao das proteinas de fase aguda no presente
trabalho foi o de imunoturbidimetria, o qual utiliza a imunoprecipitacéo e a dispersao
da luz para quantificar os analitos presentes no soro (BOCHENEK, 2007).

Na observacido dos resultados obtidos da PCR, pode-se verificar que houve
uma boa distribuicdo dos dados tanto em caes quanto em gatos, evidenciando
assimetria positiva nos caes e simetria em gatos. Também foi demonstrado amplitude,
repetibilidade e reprodutibilidade dos dados. Ao compararmos os resultados entre as
espécies analisadas, foi possivel perceber que houve um indice superior de
repetibilidade e reprodutibilidade em gatos que nos caes (Figura 1) e os mesmos

apresentaram um outlier.
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Para mensuragédo da PCR em céaes e gatos, existem varias técnicas disponiveis
no mercado de imunocromatografia, as quais tem sido aplicada em diferentes estudos,
com apresentacao de testes rapidos, para deteccdo de PCR em sangue total. A
desvantagem desses testes em relagdo ao método imunotubimétrico é o alto custo,
porém esses testes utilizam antissoro e/ou anticorpos especificos para as espécies
canina e felina, o que os torna mais especificos e sensiveis.

Nao é possivel estabelecer uma correta relacdo entre a quantidade de PCR
detectada nos diferentes estudos, que utilizam métodos diferentes de mensuragao da
proteina. Sabe-se que a aglutinacdo em latex apresenta sensibilidade inferior ao teste
imunoenzimatico (ELISA) e ao ensaio de imunoturbidimetria. (NDUNG’G et al., 1991,
RIKIHISA et al., 1994; SHIMADA et al., 2002; PARRA et al., 2005).

Estudos realizados por Munhoz (2012), com caes infectados
experimentalmente com Ehrlichia canis e por Anzileiro et al. (2013), avaliando caes
infectados experimentalmente com Micrococcus Iluteus, observaram aumento nas
concentracdes de PCR. Esses resultados demonstram a necessidade de se conhecer
valores fisioldgicos de PFA em caes, utilizando-se metodologias rapidas, especificas,
eficazes e de facil execugéo.

Por sua vez, Schmidt et al. (2018) utilizaram kit comercial ELISA validado para
uso em caes. Os referidos autores ao utilizar 17 fémeas registraram valores entre 5 a
10 mg/L, os quais foram superiores aos de presente ensaio experimental (Tabela 1 e
Figura 1). Possivelmente essa discrepancia de valores ocorreu devido a diferenga de
metodologias, ao numero de animais e fatores como raga, idade, sexo, alimentagéo e
ambiente onde os animais viviam.

Ja a alfa glicoproteina acida apresentou comportamento semelhante em caes
e gatos, onde a metodologia aplicada se mostrou com boa repetibilidade,
reprodutibilidade e amplitude dos dados. Porém, pode-se verificar que, do total de
caes avaliados, 15,8% deles, obtiveram resultados igual a zero. A distribuicdo dos
dados se mostrou de forma assimétrica negativa em caes e assimétrica positiva em

gatos (Figura 2).
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Figura 1 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de PCR em céaes e

gatos.
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Figura 2 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de Alfa glicoproteina

acida em caes e gatos.
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A avaliacdo do bloxplot da mensuragao de ferritina, revelou resultados com

baixa amplitude e distribuicdo de dados nos gatos e assimetria positiva nos caes.

Quanto aos parametros de repetibilidade e reprodutibilidade, pode-se afirmar que, em
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caes, os valores se apresentaram dentro do padréo de leitura aceitavel pelo método
proposto. Em contrapartida, esse fato ndo ocorreu nos valores obtidos nos gatos do
presente estudo, onde 88% dos resultados foram préximos a zero (Figura 3).

Os resultados encontrados da transferrina em cédes foram semelhantes aos
observados na ferritina (Figura 3), onde notou-se ma distribuicdo dos dados com 73%
dos valores iguais a zero e cinco resultados outliers. Diferentemente, os gatos
revelaram uma distribuicdo simétrica, repetibilidade e reprodutibilidade dos dados

avaliados (Figura 4).

Figura 3 - Graficos bloxplot de distribuigdo dos valores obtidos de Ferritina em caes e

gatos.
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A transferrina é considerada uma PFA negativa e pode ter seus niveis séricos
diminuidos por problemas cardiacos e hepaticos, e alteragdes no metabolismo do
ferro (FUHRMAN et al., 2004). Estudo de Coelho (2015) em caes higidos, obteve
concentragbes médias da transferrina de 181,4 mg/dL, utilizando o método de
Eletroforese de proteinas, divergindo do presente estudo, levando-se em
consideracao os valores e a metodologia.

O aumento de concentragao de transferrina pode ser observado em casos de
anemia ferropriva e na gestacédo. Ja sua reducdo, pode ocorrer em casos de doengas
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hepaticas, infec¢des agudas e cronicas, leucemia (PIRES et al., 2011) e nas anemias
hemoliticas, onde os niveis de ferro sérico estédo elevados (TIZARD, 2008).

Ao avaliarmos os valores encontrados da IgA, pode-se perceber que ndo houve
dispersado de forma uniforme dos dados em céaes e verificou-se baixa amplitude dos
resultados, assim como observado na transferrina em caes (Figura 4). Porém, os
resultados demonstrados nos gatos apresentaram uma distribuicdo simétrica, com

boa dispersao dos dados, amplitude, repetibilidade e reprodutibilidade (Figura 5).

Figura 4 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de Transferrina em

caes e gatos.
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Figura 5 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de Imunoglobulina A

em caes e gatos.
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A 1IgG demonstrou comportamento diferente da IgA (Figura 5), pois os dados
revelaram uma boa disperséo dos dados, tanto em caes quanto em gatos, com grande
amplitude, repetibilidade e reprodutibilidade. A distribuicdo dos dados se mostrou de
forma assimétrica negativa em ambas as espécies (Figura 6),

Comportamento semelhante foi verificado nos valores da IgM em cées e gatos,
onde observou-se boa amplitude, dispersao, reprodutibilidade e repetibilidade nos
animais avaliados. E importante ressaltar que, em felinos, foi encontrado apenas um
outlier. Porém nos cées, n&o foi observada essa variavel (Figura 7).

No estudo realizado por German et al. (1998) foram determinados os niveis
séricos médios de IgA, IgG e IgM para caes adultos de 1, 17,2 e 1,5 mg/mL,
respectivamente. No entanto, no referido estudo foi utilizado o método de Western
Blotting que, segundo Harlow e Lane (1988), possui baixa sensibilidade e também os
resultados ndo se correlacionaram com os encontrados no presente estudo.

Ha muitos trabalhos na literatura, mensurando IgG especificos em doencgas
como, IgG anti-leishmaniose. Entretanto, na literatura consultada, apenas o estudo de
Vieira (2016) indicou valores de normalidade para IgG em caes saudaveis

(100,47mg/dL), utilizando o método de eletroforese, diferindo do presente estudo.
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Figura 6 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de Imunoglobulina G

em caes e gatos.
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Figura 7 - Graficos bloxplot de distribuicdo dos valores obtidos de Imunoglobulina M

em caes e gatos.
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Na literatura consultada, percebe-se a escassez de estudos sobre essas

proteinas utilizando métodos mais modernos como a imunoturbidimetria e também

seus respectivos valores de normalidade. Ademais, nao foram encontrados valores de
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referéncia ou estudos experimentais utilizando a mesma metodologia do presente
trabalho.

Apos a obtengao e avaliacdo dos resultados, observou-se que, a maioria das
proteinas estudadas, apresentaram limites de detecgdo para sua mensuragao pelo
meétodo proposto, mesmo com a utilizagao de kits comerciais humanos.

Porém, a metodologia possuiu uma desvantagem quando aplicada em
Medicina Veterinaria, nem sempre os anticorpos utilizados nos reagentes possuem
especificidades e afinidades para somente um tipo especifico de antigeno,
principalmente quando se avalia diferentes espécies. Nesses casos, precisariamos de
muitos tipos de anticorpos especificos para cada analito e cada espécie estudada.

Entretanto, apesar dessa desvantagem, quando se compara o método
imunoturbidimétrico com os métodos de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e
Eletroforese, é considerado o método mais rapido por ser totalmente automatizado,
disponibilizando o resultado dos exames rapidamente para o Médico Veterinario, além
de ser considerado de bom custo-beneficio (AVILA, 2001).

Nao foi possivel estabelecer valores de normalidade com a metodologia
proposta no presente estudo, para as seguintes variaveis: IgA em caes e gatos,
ferritina em gatos e transferrina em cées (Tabelas 1 e 2).

Esse fato foi verificado nos valores de IgA nas duas espécies, onde acredita-se
que nao houve reagao cruzada entre os anticorpos humanos em contato com
amostras de cao e gato (Figura 5), nas quais nao houve leitura de absorbancia das
amostras.

A principal hipotese para esse achado, pode ser atribuida a metodologia
utilizada, pois estudos desenvolvidos por Abreu (2010) detectaram valores de IgA no
soro de caes da raga Golden Retriever e encontrou valores médios de 20,15 mg/dL,
diferindo dos resultados encontrados nesse estudo (Tabela 1). Da mesma forma,
Vieira (2009) encontrou concentracdes de IgA em caes sadios variando entre 0 e 0,2
g/dL e Takeda e Akira (2005), estabeleceram valores de referéncia para a
concentragao sérica de IGA, em caes, e encontraram valores entre 0,02 a 0,15 g/dL.
Todos os resultados supracitados diferiram do presente estudo tanto nos resultados
encontrados como na metodologia, no qual utilizaram a técnica de Eletroforese de
proteinas.

Outra hipotese para o fato, é que a IgA possui sua maior concentracdo na

saliva, com sua produgcao € realizada em tecidos mucosos, onde é ativamente
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transportada através dos epitélios, neutralizando microrganismos que entram pelos
orgaos mucosos (ABBAS et al, 2008). Kikkawa et al. (2005) utilizando a técnica de
ELISA obtiveram resultados satisfatorios em seu estudo na avaliagdo da resposta
imunoldgica em céaes higidos, porém na mensuragao da IgA salivar.

Estudo feito por German et al. (1998), com a utilizagdo do método de ELISA,
demonstrou grau de correlagédo entre a secregéo salivar e imunoglobulina A em caes,
mas ndo mensurou a imunoglobulina no soro.

Além da IgA, também n&o se observou reagcdo adequada das amostras de
ferritina em gatos (Figura 3), resultando em concentragdes quase igual a zero (Tabela
2). Um estudo realizado por Andrews et al. (1994) mensurando a ferritina sérica em
gatos saudaveis, obteve-se uma meédia de 7,6 ug/L. Porém, nesse ensaio
experimental foram utilizados kits comerciais com anticorpo de figado de felinos,
diferindo do presente estudo que utilizou anticorpo humano.

Algumas dosagens de ferritina utilizadas no Brasil para cdes e gatos séo
realizadas por meio de kits reagentes comerciais para humanos e esses nao
apresentam capacidade de leitura para algumas amostras e especificidade para seus
antigenos (PIRES et al., 2011). Reagentes comerciais de ELISA para a dosagem de
ferritina sérica em caes ja foram desenvolvidos nos Estados Unidos (WEEKS et al.,
1988; ANDREWS et al., 1992) e no Japao (WATANABE et al., 2000), porém, n&o sao
comercializados no Brasil devido ao alto custo para a producgao inviabilizando sua
importacao.

Apesar de existirem kits comercialmente disponiveis para dosar as PFA felinas,
sera necessaria uma padronizacado de ensaios no sentido da melhoria da sua
simplicidade técnica, da sua especificidade para o gato e com menores custos
associados, para que sejam utilizados de forma rotineira, tal como sao utilizados em
medicina humana (ROSA e MESTRINHO, 2019).

Os resultados da transferrina em caes apresentaram o mesmo comportamento
das variaveis acima citadas (Tabela 1 e Figura 4). Acredita-se que houve falha na
reacao de imunoprecipitacdo do método imunoturbidimétrico, apenas na espécie
canina, quando comparado a outros métodos ja validados para determinagao das
concentragcdes de transferrina. Segundo Hilstron et al. (2014) quando se utiliza kit
humano para dosagem em outras espécies, pode haver esse tipo de erro na validagao.

Abreu (2010) ao dosar transferrina em cées adultos normais evidenciou

concentragdo sérica meédia de 83,84 mg/dL. Utilizando a mesma metodologia de
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eletroforese, Pereira et al. (2010) relataram concentragao sérica média de transferrina,
em cédes adultos normais de 51,60 mg/dL. Os trabalhos de acima citados, quando
comparado os valores do presente trabalho, confirmaram que o método de

imunoturbidimetria nao foi eficaz para determinagao de transferrina em caes.

5 CONCLUSAO
Concluiu-se que:

¢ O método de imunoturbidimetria tem validagdo para a mensuragéao das
seguintes proteinas séricas: proteina C reativa, alfa 1-glicoproteina
acida, imunoglobulinas M e G em caes e gatos, ferritina em caes e
transferrina em gatos.

e Os resultados encontrados no presente estudo para as proteinas
validadas, podem ser consideradas como valores de normalidade para

caes e gatos.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

| TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo “Validagao
de reagentes comerciais para testes bioquimicos em caes e gatos”. Acreditamos que
ela seja importante para avaliagdo da saude do seu animal.

PARTICIPAGCAO NO ESTUDO

A minha participagao no referido estudo sera de autorizar coletas de amostras de
sangue, por venopung¢ao na veia jugular do animal.

RISCOS E BENEFICIOS

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais
como a leitura do hemograma do meu animal. Recebi também informacgdes que é
possivel que acontecam desconfortos ao realizar a coleta de sangue. Diante disso,
medidas serdo tomadas para sua reducao, tais como coletar apenas a quantidade
necessaria para fazer o cultivo, minimizando o estresse do animal.

SIGILO E PRIVACIDADE

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera
mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e
confidencialidade dos dados, bem como a n&o exposi¢cao dos dados de pesquisa.
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AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre
acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha
participacdo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo,
ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por
desejar sair da pesquisa, n&o sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho
recebendo.

RESSARCIMENTO E INDENIZAGAO

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participagado no
estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Waleska Ferreira Dantas —
FAVICOSA e Fernanda Campos Mansur — FAVICOSA, e com elas poderei manter
contato pelos telefones (31) 991344068 e (31) 996527162, respectivamente.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um
grupo de pessoas que estao trabalhando para garantir que seus direitos como
participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacao de avaliar se a
pesquisa foi planejada e se esta sendo executada de forma ética. Se vocé achar que
a pesquisa nao esta sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que esta
sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UNIVICOSA (CEP) pelo telefone (31)
3899-8033 entre segunda e sexta-feira das 08h00 as 12:00 e das 14:00 as 18:00 ou
pelo e-mail cep@univicosa.com.br

DECLARACAO

Declaro que li e entendi todas as informacdes presentes neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informacgdes
deste termo. Todas as minhas perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito
com as respostas. Entendo que receberei uma via assinada e datada deste
documento e que outra via assinada e datada sera arquivada nos pelo pesquisador
responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha participagao.
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Dados do participante da pesquisa

Nome:

Telefone:

e-mail:

Local, de de

Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador



