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RESUMO

GIRARDI, Fabricia Modolo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2021. Desenvolvimento de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgcao da
proteina C reativa canina com uso de proteina recombinante. Orientadora:
Marlene Isabel Vargas Viloria.

No céo, a proteina C reativa (PCR) é a proteina de fase aguda de maior destaque,
com a capacidade de apresentar valores basais baixos em animais saudaveis e nas
comorbidades podem sofrer elevagao alcancando pico em 24 a 48 horas apos o
insulto, normalizando em 2 a 3 semanas apoés a recuperagao. O termo proteina C
reativa foi dado em 1930 pela capacidade de precipitar polissacarideo C de S.
pneumoniae, ja o isolamento e caracterizagdo da PCR canina se deu em 1984. Uma
vez que o estudo da PCR canina tem tido muito destaque em diversas enfermidades
inflamatorias. O objetivo deste trabalho foi expressar a proteina recombinante
(PCR_dog vetor PET 14b) através de extratos de Escherichia coli - Rosetta (DE3) -
plasmideo pRARE e desenvolver o ensaio imunoenzimatico (ELISA) no formato
sanduiche para monitoramento de quadros inflamatérios em caes. A expressao foi
controlada com a técnica do SDS-PAGE e espectrometria de massa onde foi
observado uma proteina com peso de 25 kDa correspondente ao peso da PCR canina
e a confirmagdo com caracterizagdo estrutural respectivamente; o Western Blot
verificou a reatividade contra a PCR canina. O ensaio ELISA piloto foi executado com
6 amostras de soro de caes, sendo duas amostras como controle (animais higidos) e
quatro como testes (animais enfermos). Para diluigdo e padronizagdo da curva, foi
utilizada a proteina recombinante PCR_dog vetor pET 14b expressa em cepas de
bactérias Escherichia coli - Rosetta ™ (DE3) - plasmideo pRARE. Também, para
producéo de IgGs, coelhos e camundongos foram imunizados com a PCR_dog vetor
PET 14b expressa, e para a verificagdo do reconhecimento dos anticorpos contra a
proteina de fase aguda biolégica, o Western Blot foi feito. Os resultados apresentados
neste trabalho sdo promissores e para o futuro, a utilizagdo das proteinas de fase
aguda pode ser considerada uma das ferramentas laboratoriais mais promissoras na
medicina veterinaria, porém sao necessarias melhorias no sistema de expresséo e o

aperfeicoamento do ensaio ELISA para futura validagédo a campo.



Palavras-chave: Proteinas de fase aguda. Inflamac&o. Escherichia coli. Expressao

génica. Plamideo.



ABSTRACT

GIRARDI, Fabricia Modolo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November 2021.
Development of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection
of canine C-reactive protein using recombinant protein. Advisor: Marlene Isabel
Vargas Viloria.

In dogs, C-reactive protein (CRP) is the major acute-phase protein, with the ability to
present decreased values in healthy animals and in comorbidities they may increase,
reaching a peak within 24 to 48 hours after the insult, normalizing in 2 to 3 weeks after
recovery. The term C-reactive protein was given by the ability to precipitate
polysaccharide C from S. pneumoniae in 1930, whereas the isolation and
characterization of canine CRP took place in 1984. Since, the study of canine CRP
has been very prominent in several inflammatory diseases . The objective of this work
was to express the recombinant protein (CRP_dog vector PET 14b) through extracts
of Escherichia coli - Rosetta (DE3) - plasmid pRARE and carry out the procedures for
the development of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sandwich format
for monitoring inflammatory conditions in dogs. The expression was controlled with the
technique of SDS-PAGE and mass spectrometry, where a protein with a weight of 25
kDa corresponding to the weight of the canine CRP was observed and confirmation
with structural characterization, respectively; Western Blotting verified reactivity
against canine CRP. The pilot ELISA assay was performed with 6 samples of serum
from dogs, two samples as controls (healthy animals) and four as tests (sick animals).
For dilution and standardization of the curve, the recombinant protein CRP_dog vector
pET 14b expressed in bacterial strains Escherichia coli - Rosetta ™ (DE3) - plasmid
pRARE was used. Also, for the production of IgGs, rabbits and mice were immunized
with the CRP_dog vector PET 14b expressed, and to verify the recognition of
antibodies against the biological acute phase protein, Western Blotting was performed.
The results presented in this work are promising and for the future, the use of acute
phase proteins can be considered one of the most promising laboratory tools in
veterinary medicine, but it is necessary to improve the expression system and improve

the ELISA assay for future validation of field.



Keywords: Acute phase proteins. Inflammation. Escherichia coli. gene expression.

plasmid.
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1. INTRODUCAO

A proteina C reativa (PCR) pertence a familia das pentraxinas e foi descoberta
em 1930 por Tillet e Francis, sendo a primeira proteina de fase aguda (PFA)
descoberta e uma das proteinas mais pesquisadas (CERON et al., 2005). No homem,
€ um dos biomarcadores mais expressivos associados a diversos processos
inflamatdrios, possui uma multiplicidade de fungdes metabdlicas, sendo sintetizada
principalmente pelo figado por indugéo da IL-6, TNF alfa e IL-1 (CRAY, 2012). Caes
domésticos saudaveis apresentam valores de PCR inferiores a 5 mg/L (CASPI et al.,
1984), podendo acrescer em enfermos rapidamente de <1 mg/L para > 100 mg/L,
sendo a principal proteina de fase aguda para a espécie e utilizada para fins de
diagndstico e principalmente prognodstico (ECKERSALL e BELL, 2010). Embora os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvendo estas proteinas sejam conhecidos, ainda ha
desafios, como a padronizag&o de técnicas e desenvolvimento de testes acessiveis,
tornando possivel aplica-las na rotina como biomarcadores de infecgao, inflamacéo,
neoplasias, entre outras enfermidades (CERON et al., 2005; CRAY et al., 2009;
ECKERSALL e BELL, 2010). Nesse sentido, o emprego de vetores bacterianos de
expressao, como os vetores pET para Escherichia coli para produgcdo de proteinas
heter6logas (a exemplo da PCR) asseguram menor custo, controle e seguranga,
garantindo quantidade e qualidade do produto, o que é de grande importancia para
fins de pesquisa e uso comercial (RIPATHI et al., 2019). Porém a aplicacdo desses
sistemas normalmente requerem intenso aperfeicoamento, principalmente para a
expressao de proteinas novas (codons raros). Uma das finalidades desse processo é
a obtencdo da PCR canina para ensaios de monitoramento inflamatério, como o
ELISA semi-quantitativo, que ja é realidade principalmente para a proteina amiloide
sérica A na medicina equina e para a PCR canina nos paises desenvolvidos
(ECKERSALL e BELL, 2010), diferente da realidade brasileira. Por fim, torna-se
necessario desenvolver e validar uma metodologia propria para utilizagdo da PCR
canina na rotina clinica e que seja acessivel. Assim, este trabalho teve como objetivo
expressar a proteina recombinante PCR_dog vetor PET 14b e produzir um imunégeno
a partir dessa proteina recombinante purificada para producéo de anticorpos anti-PCR

canina. Estes anticorpos foram utilizados para desenvolver uma curva padrao e
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futuramente padronizar o teste de ELISA para proteina C reativa canina, para uso no

monitoramento de quadros inflamatérios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Resposta imune inata e a relagao com a resposta de fase aguda

A imunidade inata € um componente evolutivo inespecifico que envolve um
conjunto de mecanismos de defesa do organismo capazes de impedir ou sinalizar
para o sistema imune adaptativo sobre intercorréncias na homeostase. E composto
por estruturas anatémicas e fisiologicas (mucosas, cilios, pele, pH e temperatura),
barreiras fagociticas de tecido composto por células sentinelas (dendriticas e
macroéfagos), leucécitos (neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e linfécitos) e demais
mecanismos inflamatérios como fatores soluveis (citocinas e quimiocinas, receptores
de reconhecimento padrao tipo Toll-like e Nod-like, interferons, sistema complemento
e proteinas de fase aguda) (YOO e DESIDERIO, 2003). A imunidade adaptativa é
referida as imunoglobulinas e linfécitos B e T (YOO e DESIDERIO, 2003, WON et al.,
2020).

Padrées Moleculares Associados aos Patogenos (PAMPs), como os
lipopolissacarideos sao reconhecidos pelos receptores de membrana tipo Toll mais
especificamente o TLR-4, presentes nos mondécitos, macréfagos e células dendriticas;
estes expressam interleucina-1p (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNFa) e
interleucina-6 (IL-6), que induzem a expresséo de genes de proteinas de fase aguda
em hepatocitos (BARTON et al; 2002, DE BUCK et al., 2006). Os Padrées Moleculares
Associados a Danos (DAMP), que representam os debris celulares também sao

reconhecidos, principalmente estruturas nucleares.

Histologicamente, os hepatdcitos representam 80% das células hepaticas e
possuem grande importancia na mediagdo inflamatoria, sintetizam uma grande
quantidades de proteinas relacionadas a imunidade inata, participando ativamente do
sistema imunoldgico do hospedeiro (KMIEC, 2001, ZHOU et al., 2016 ).

Ja as células de Kupffer, constituem 80 a 90% dos macroéfagos, totalizando

15% do total de células do parénquima hepatico, distinguidos como macrofagos
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ativados (fendtipo M1), pro-inflamatorios com grande capacidade de produgdo de
citocinas e os chamados alternativamente ativados (fenétipo M2), com atividade anti-
inflamatorios. Grande parte de sua populagdo se encontra nas regides estratégicas
periportais, juntamente com os diferentes fenotipos de linfocitos e as células
endoteliais dos sinusodides, trabalham mediando e amplificando a resposta de fase
aguda de forma mais rapida (CAl et al., 2019). Também, o fluxo sanguineo hepatico
é distinto dos demais érgéos, por receber o influxo vindo do bago e intestino, com
grande quantidade de linfécitos e células apresentadoras de antigeno o que contribui

para acelerar a produgéo de proteinas (MEHAL et al, 2001).

Figura 1 - Esquema demonstrativo da resposta de fase aguda.
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Fonte: Cray (2012).

2.2. Papel das citocinas na producao de proteinas de fase aguda

Genericamente, a resposta imune envolve a producéo de fatores soluveis que
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ddo manutencdo para o bom funcionamento da imunidade, sendo denominadas
(FERREIRA et al., 2001).

retroalimentagao positiva entre as citocinas, células inflamatérias, células estromais e

citocinas Essa manutengdo € dada por uma

as PFAs, que mantém a inflamacéao ativa principalmente em enfermidades de curso
cronico (STEEL et al., 1994, DE BUCK et al., 2016).

Figura 2 - Infecgdo bacteriana, as células imunes expressam citocinas para estimular os
hepatécitos a produzir proteinas. As citocinas ativam os fatores de transcricdo NF-kB e
STAT3. Junto com os fatores de transcricdo - Fatores nucleares de hepatécitos (HNFs) e
Proteinas de ligacdo ao intensificador de CCAAT (C /EBPs), para a produgao de proteinas
ativas e coadjuvantes da resposta imune inata.
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Fonte: Zhou et al. (2016).

A IL-6 é reconhecida como a principal interleucina regulatéria da indugao de
fase aguda, principalmente da proteina C reativa (PCR), onde sua agao é intensificada
sinergicamente com a IL-13 por meio do fator nuclear kappa B (NF-kB) (MARNELL et
al., 2005, ZHOU et al., 2016). A proteina STAT3 membro da familia STAT (signal
transducers and activators of transcription) participa e aumenta significativamente
ativagao transcricional da PCR em resposta a IL-6, a ag&o solitaria da IL-1B ndo tem

efeito na expressdo da PCR, ja em conjunto com a IL-6 observa-se maior intensidade
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de resposta (ZHANG et al, 1996, ZHOU et al., 2016, SPROSTON e ASHWORTH,
2018).

Nesse contexto, Jensen e Whitehead (1998), observaram que nem todas as
proteinas respondem as mesmas citocinas, ressaltando que a transcri¢do do gene da
amiloide sérica A (SAA) é dada principalmente pela IL-1 e TNF-q, ja a IL-6 sozinha
aparenta ser pouco efetiva. Jiang et al. (1995) demonstraram que a atuagao conjunta
das citocinas IL-6 e IL-13 leva ao aumento de 23 vezes na transcrigdo da amiloide
sérica A em hepatécitos humanos, chegando a valores superiores a 1000 vezes os
valores basais em 72 horas. Além disso, a amiloide sérica A pode estimular a
producéo de IL-10 nos tecidos e ativagao do inflamassoma NLRP3 (NIEMI et al, 2011,
ZHOU et al., 2016), induz a secrecédo de IL-8 (HE et al, 2003), além de outros

mecanismos inflamatoérios que resultam na amiloidose reativa.

Ainda, a IL-6 estimula a produgdo de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH)
hipofisario, que resulta na elevagao da concentragao de cortisol circulante (BETHIN et
al, 2000). Esse horménio € um fator promotor para a expressao das PFAs pelo figado,
por estimular os receptores nos hepatécitos para IL-6, IL-1 e TNF-a, e por ajudar a
estabilizar mMRNA de algumas PFAs (YEAGER et al, 2004, ZHOU et al., 2016). Porém,
é inibidor da expressdo dos receptores nos macréfagos (BAUMANN e GAULDIE,
1994).

Ainda, foi demonstrado que os glicocorticéides elevam a liberagao de citocinas
(TNF-a, IL-6 e IL-1B) que estimulam a produc¢do da amiloide A sérica e a proteina de
ligacdo ao lipossacarideos por células epiteliais intestinais (VREUGDENHIL et al.,
1999). Também, uma dose intraperitonial de dexametazona em camundongos
aumentou em cinco vezes os receptores para IL-6 em hepatdcitos, no intervalo de 12
horas, e a hidrocortisona pode auxiliar na proliferacao dos hepatdcitos, desde que,
em dose anti-inflamatoria (YEAGER et al, 2004). Além disso, € importante relatar que
além dos glicocorticoides e antagonistas, existem mecanismos intracelulares de
controle transcricionais que sao complexos e nao estao totalmente elucidados para
diversas PFAs (JENSEN e WHITEHEAD, 1998, WON et al., 2020).

O receptor (IL-6r) da IL-6 € mais efetivo com a agdo conjunta da glicoproteina
transdutora (gp-130), o que permite maior transdugao de sinal e o feedback negativo

para expressao é dado pelo seu antagonista (IL-6Ra) (WON et al., 2020).
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A IL-1 (IL-1a e IL-1b), principalmente a IL-1b & a isoforma mais significativa na
inducao das PFAs, sendo que ambas as formas ativam o mesmo receptor (IL-1R tipo
1) (JENSEN e WHITEHEAD 1998). A regulacao da resposta € dada pelos antagonistas
do receptor (IL-1Ra) e a PCR parece induzir a citocina anti-inflamatoéria IL-10 em
conjunto com o IL-1Ra, inibindo a quimiotaxia de neutrofilos (MARNELL et al., 2005).
Em relacdo aos efeitos metabdlicos, a IL-1 eleva o catabolismo proteico muscular
redirecionando os aminoacidos para o figado para intensificar a biossintese das
proteinas de fase aguda (JENSEN e WHITEHEAD, 1998, WON et al., 2020).

O fator de necrose tumoral possui as duas formas TNF-a e TNF-(3, entretanto
TNF-a é citado como indutor das PFAs e possui seu receptor funcional TNF-a tipo | e
da mesma forma o antagonista sTNF-R1 (ZHOU et al., 2016).

2.3. Resposta de fase aguda e Proteinas inflamatérias de fase aguda

De maneira geral a resposta imune é referida como um conjunto de reacgdes
em resposta ao dano tecidual e na resposta inata frente a inflamagado uma série de
processos se desencadeia através de elementos intermediarios que sao capazes de
gerar a comunigao intercelular, com destaque para as citocinas (DE BUCK et al.,
2016). No decorrer do recrutamento celular, inumeros elementos coadjuvantes com a
resposta inflamatodria leucocitaria sdo desencadeados, como ativagdo das vias do
complemento e da coagulagdo, metabolismo oxidativo, alteragbes catabdlicas,
enddcrinas e eletroliticas, entre outros recursos que auxiliam intensificando ou

diminuindo a resposta imune, como as PFAs (WON et al., 2020).

Essas proteinas elevam ou diminuem sua concentragao sérica em pelo menos
25% quando a homeostase é desafiada (ECKERSALL e BELL, 2010). Atuam na
resposta inespecifica a diversas causas, abrangendo agentes infecciosos, reagdes
autoimunes, neoplasicos ou traumaticos (CERON et al., 2005, SPROSTON e
ASHWORTH, 2018). S&do produzidas em grande parte pelos hepatdcitos frente aos
estimulos das quimiocinas e interleucinas, mas também podem ser expressas de
forma significativa por inumeros tecidos, sendo biomarcadores passiveis de serem
utilizados no diagndstico e/ou prognostico. Hoje em dia, opta-se por utilizar o termo
biomarcador inflamatorio ao se referir as proteinas envolvidas nessa resposta (NETO
e CARVALHO, 2009).
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A resposta de fase aguda € um mecanismo fisiopatoldgico de defesa associado
as inflamagdes agudas e crbnicas (DE BUCK et al., 2016). Caracteriza-se pela
variagdo (aumento ou diminuigdo) da concentragao sérica de determinadas proteinas
em decorréncia de algum estimulo que cause injuria tecidual, antecedendo em até 8
vezes a resposta neutrofilica (CERON et al., 2005, SPROSTON e ASHWORTH,
2018). Por vezes, as contagens totais de leucocitos podem diminuir na fase aguda da
inflamacgé&o ou na inflamagao grave (a exemplo da sepse), por esgotamento medular,

dando a falsa impressao de melhora clinica (CRAY, 2012).

A resposta pode ainda resultar em variagcdes de mais de 200 proteinas, que
podem ser denominadas de proteinas de fase aguda positivas, quando ha elevagao
das concentragdes séricas, ou negativas, quando ha diminuicdo (CRAY, ZAIAS e
ALTMAN, 2009), na rotina da patologia clinica veterinaria a albumina é de grande
interesse por apresentar diminuicdo em processos inflamatérios, em funcdo da
diminuicdo da producao hepatica (ECKERSALL e BELL, 2010), sendo a proteina
plasmatica em maior quantidade na circulagdo. A transferrina também faz parte das
PFAs que podem apresentar diminuigdo nos quadros inflamatérios, a diminuigcéo esta
relacionada ao sequestro de ferro (CRAY, 2012). Ambas proteinas citadas
demonstram caracteristicas diferentes nas aves (CRAY, 2012). Ainda de acordo com
os autores, as PFAs podem apresentar fungdes pré ou anti inflamatorias e ainda,
podem estimular ou inibir a producdo de outras proteinas (JAIN, 1993, WON et al.,
2020).

Sao classificadas como proteinas maiores ou principais por responderem de
forma significativa na inflamag¢ao, como exemplo temos a proteina C reativa, amiloide
sérica A, haptoglobina, glicoproteina acida alfa-1, ceruloplasmina e fibrinogénio
(KANEKO et al. 2008).

As proteinas com grande elevagdo (maiores ou principais) normalmente
apresentam concentracdo sérica baixa (<1 pg/L) em homeostase, contrastando com
a rapida elevacao 10-1000 vezes pos injuria, com pico em 24 a 48 horas, apresentam-
se estaveis em animais sadios, com rapida queda dos valores no decorrer do processo
de resolugao (CRAY, 2012). As proteinas moderadas elevam-se em torno de 5 a 10
vezes, possuem niveis basais superiores as maiores, com pico apos 48 a 72 horas, e
diminuem mais lentamente na resolugcdo das inflamagdes (CRAY, 2012). As PFAs

menores aumentam lentamente entre 50% e 100% de seu nivel de repouso
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(ECKERSALL e BELL, 2010), normalmente elevam-se com valores inferiores a 50%
(CRAY, 2012). Deve-se sempre atentar que as PFAs variam de acordo com a técnica
empregada para as analises e de acordo com a espécie, também sofrem constante
alteragdo da sua fungdo biolégica na medida que sdo estudadas e passam pelo

entendimento particular dos autores.

Figura 3 - Cinética da resposta a inflamacéao.
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Fonte: Adaptacéo de Kjelgaard-Hansen e Jacobsen (2011).
Tempo -24: insulto tecidual.
Tempo O:
Demarginacgao leucocitaria (saida do pool circulante para o foco inflamataério);
Resposta inicial da proteina de fase aguda maior;
Auséncia de resposta das proteinas moderadas e menores.
Tempo 24 a 48:
Pico da proteina maior e dos leucdcitos.
Tempo 48 a 72:
Resolucéo do quadro com queda dos leucdcitos e proteinas maiores;
Elevacao da proteina moderada Haptoglobina;
Inicio discreto da proteina menor fibrinogénio.
Tempo 96:
Permanéncia das proteinas moderada e menor.

As barras cinzas 1, 2 e 3, representam as diferengas nas contagem de leucécitos.
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Em felinos domésticos a amiloide sérica A e a a1 glicoproteina acida séo tida
como proteinas maiores, haptoglobina como proteina moderada, essas proteinas s&o
utilizadas para monitorar algumas enfermidades comuns dessa espécie; a exemplo
disso, na peritonite infecciosa felina e no linfoma a a1 glicoproteina acida pode ser
utilizada como biomarcador, ja gatos com ferimentos e pancreatite apresentam
elevacdo da amiloide sérica A, na pancreatite é possivel observar acréscimo de 160
vezes (CRAY, 2012).

Nos suinos, infecgao experimental com Streptococcus suis levou a elevacao
da haptoglobina e da proteina C reativa também foi observado que suinos que sofrem
estresse causado por um mau manejo higiénico, lesbes e pneumonia apresentam
elevagao da haptoglobina (SKINNER, 2001), sendo de grande importancia para o
monitoramento do bem estar animal, relacionado ao manejo e condigdes das granjas.
Além da haptoglobina, o suino possui uma importante proteina propria, com
capacidade de elevagao superior a 15 vezes ap6s o insulto, a a 2 -globulina pig-MAP
(proteina de fase aguda principal dos suinos) sendo atualmente sua principal PFA,
respondendo de forma eficiente a inflamagéo pds-cirurgica, infeccéo viral ou
bacteriana (SKINNER, 2001) e estresse (LOMBORG et al., 2008).

Nos bovinos, os ensaios com as PFAs sdo de grande importancia, uma vez
gue, essa especie possui resposta medular de reposi¢ao leucocitaria tardia, o que
mascara processos inflamatérios agudos e principalmente de curso crénico. A
haptoglobina tem se destacado no monitoramento sorolégico de doencgas infecciosas
nessa espécie, com atengéo especial no diagnostico e progndstico da mastite clinica
ou subclinica podendo ser dosada no leite, onde a haptoglobina e a proteina amiloide
sérica A na isoforma (M-SAA3) sédo secretadas pela glandula mamaria (SKINNER,
2001). Essa proteina pode ser uma importante ferramenta na avaliagdo dos efeitos
dos fatores ambientais na saude animal, ja que a mastite também tem como causa
principal as mas condicbes de higiene dos estabelecimentos e equipamentos de
ordenha. A proteina bovina homaologa ao pig-MAP é a b-MAP, mostrando resposta de

até 10 vezes em novilhas com mastite induzida (SKINNER, 2001).

Ainda, sdo relatadas outras enfermidades que apresentam elevacbes da
haptoglobina, como lipidose hepatica, pneumonia, endometrite, endocardite, enterite
e estresse, sendo de suma importancia no monitoramento do bem-estar animal

(CRAY, 2012). A amiloide sérica A, também é reconhecida em bovinos acometidos
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com doengas respiratérias e reticuloperitonite (CRAY, 2012). Nos ovinos pode-se
observar aumentos da haptoglobina e amiloide sérica A em condigdes experimentais
infectados com linfadenite caseosa (ECKERSALL e BELL, 2010).

Nos equinos, a amiloide sérica A é fundamentada como a principal PFA sendo
utilizada nos paises desenvolvidos no cotidiano, principalmente para o monitoramento
de rotina da saude dessa espécie, onde a contagem de leucocitos n&do se mostra
significativa. O maior destaque se da nas enfermidades gastrointestinais, sendo
empregada para diferenciar a etiologia das colicas, animais com enterite severa, colite
e peritonite podem apresentar elevacao superior a 50 vezes nos seus valores basais.
Enfermidades virais como o virus da influenza equina Cray (2012) e inflamagao n&o
infecciosa articular em ensaio experimental, também apresentaram excelente
resposta, onde a artrite mostrou elevacao de até 200 vezes dessa proteina Hulten et

al. (2002), tendo muitos trabalhos e kits comerciais disponiveis.

Tabela 1 - Principais proteinas dos animais domésticos e suas funcoes.

Proteina de fase

Atividade
aguda

Sigla

AAT a1-antitripsina Inibicdo de proteases
AGP  a1-glicoproteina acida Ligag&o a farmacos e LPS
ALB Albumina Proteina de transporte
A2M o 2-macroglobulina Inibicdo de proteases

Trasnporte de cobre e proteger da lesédo oxidativa

CP Ceruloplasmina mediada pelo ferro

Melhorar o opsonizagao, ativar o complemento,

PCR Proteina C reativa induzir citocina e inibir quimiotaxia

FIB Fibrinogénio Substrato para fibrina e reparagao tecidual
HP Haptoglobina Ligagdo a hemoglobina e atividade bacteriostatica
MAP PFA principal de Inibigo de tripsina
suinos
SAA Amiloide sérica A Quimiotaxia e atividade anti inflamatoria
SAP Amiloide sérica P Melhorar a opsonizacao e ativar o complemento
TN Transferrina Sequestrar ferro

Fonte: CRAY (2012).

No céo, a amiloide sérica A, a haptoglobina e a PCR s&o estabelecidas como
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as proteinas de maior relevancia por apresentar valores basais baixos em animais
saudaveis. A PCR, por ser a proteina maior para a espécie, possui a capacidade de
elevar-se alcangando pico em 24 horas apos o insulto, normalizando rapidamente no
decorrer da recuperagdo, grande numero de doengas ja foram estudadas e sindromes
metainflamatodrias (CRAY, 2012), sdo alvo atual de pesquisa, porém, necessita-se da
maior aplicabilidade dessa proteina na rotina clinica e de testes que oferecam

praticidade e rapidez ao médico veterinario.

Tabela 2 - Proteinas de fase aguda de origem hepaticas principais e moderadas que
respondem a estimulos inflamatérios comumente em animais domésticos.

Espécies PFAs principais PFAs moderadas
Felinos SAA, AGP FB, HP
Caninos PCR, SAA HP, AGP
Equinos SAA AGP, CP, FIB, HP
Bovinos HP, SAA AGP, CP, CRP, FIB
Suinos Pig-MAP, SAA, HP AGP,CP, CRP, FIB
Caprinos HP, SAA AGP, FIB
Ovinos HP, SAA AGP, CP, CRP, FIB

SAA: Amiloide sérica A; PCR: Proteina C reativa; HP: Haptoglobina; MAP: PFA principal de
suinos; AGP: a1-glicoproteina acida; CP: Ceruloplasmina; FB: Fibrinogénio; Pig-MAP:
Proteina de fase aguda principal dos suinos.

E importante também destacar que a continuidade da resposta de fase aguda
de forma descontrolada pode contribuir para a ocorréncia de enfermidades
secundarias, a exemplo da amiloidose reativa, que é a producao ininterrupta de causa
idiopatica da proteina amiloide, com deposicdo em diversos tecidos (WON et al.,
2020). Outras condicbes, como comorbidades que resultam em alteragdes
metabdlicas e desnutricdo severa podem também levar as deficiéncias proteicas.
Todavia, é observado que a resposta de fase aguda sobrepde as condi¢cbes de
hipoaminoacidemia, conforme foi evidenciado pela elevagcdo da PCR em condi¢des
de concentragdes diminuidas de oito aminoacidos (alanina, arginina, citrulina, glicina,

metionina, prolina e serina) em caes gravemente enfermos (CHAN et al., 2009).
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2.4. Proteina C reativa em caes

A PCR pertence a familia das pentraxinas, foi descoberta em 1930 por Tillet e
Francis (1930) nomeada por sua capacidade de precipitar polissacarideo C de S.
pneumoniae, com a habilidade de ligar-se a fosfatidilcolina dependente de calcio,
sendo a primeira proteina de fase aguda descoberta e uma das proteinas mais
pesquisadas (CERON et al., 2005). Cées saudaveis apresentam valores de PCR
inferiores a 5 mg/L (CASPI et al., 1984), podendo acrescer rapidamente de <1 mg/L
para > 100 mg/L (ECKERSALL e BELL, 2010).

No homem, € um dos biomarcadores mais expressivos associados a diversos
processos inflamatérios, possui uma multiplicidade de fungdes metabdlicas, de
eliminacdo e de defesa do hospedeiro, tendo ainda, sequéncia homdloga entre os
mamiferos (ANSAR e GHOSH, 2013). Apesar da PCR canina indicar certa capacidade
de reagir de forma cruzada com a PCR humana por semelhangas na estrutura
proteica, foi evidenciado que as duas proteinas ndo possuem antigenicidade comum
(YAMAMOTO, et al., 1992, YAMAMOTO et al., 1993).

A amiloide sérica A e a PCR séo as principais proteinas de fase aguda para os
caes domésticos. A concentracao sérica média de CRP para caes machos é 7,9 + 3,4
Mg / ml e fémeas 8,3 + 4,0 ug / ml, a prenhez pode elevar os valores para 77,5 + 7,1
Mg / ml (KURIBAYASHI et al., 2003). Kjelgaard-Hansen e Jacobsen (2011) notaram
uma elevacéo significativa de 20 vezes da PCR em caes com diversas enfermidades,
também ressaltou que outros parametros como relagdo albumina/globulina e
fibrinogénio, ndo excediam em 2 vezes os seus valores basais, e a contagem de
leucdcitos totais ndo era superior ao valor de referéncia. De fato, essas observacgdes
sado experiéncias particulares dos laboratérios com a suas determinadas populagoes,
laboratorios que trabalham com animais em condi¢do vulneravel, de certa forma
contestam algumas informagdes, no entanto, em sua maioria ndo possuem demanda
para dosar as PFAs, o que prejudica o conhecimento sobre o comportamento das

proteinas com as enfermidades locais.

Também, anticorpos anti-PCR canina nao foram capazes de reconhecer a PCR
de espécies selvagens (JASENSKY et al., 2014). Tem peso molecular de 23.5 kDa,
com duas isoformas de 22 e 25 KDa (JASENSKY et al., 2014), com 5 subunidades de
20 KD e difere da PCR humana onde 2 das 5 subunidades s&o glicosiladas (CERON
et al., 2005). Possui 223 aminoacidos (JASENSKY et al., 2014), sendo uma proteina
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de tamanho mediano, considerando que proteinas pequenas possuem valores
inferiores a 100 aminoacidos (DORN, 2008). E majoritariamente sintetizada pelo
figado (WINDGASSEN et al., 2011), porém, células endoteliais, mondcitos,
macrofagos, células musculares lisas e células epiteliais tubulares renais também
podem sintetiza-la (ANSAR e GHOSH, 2013). Leclere et al. (2015), sugerem o pulmao

como mais uma fonte da PCR.

A indugao da expressao do RNA mensageiro para sintese de PCR hepatica se
da principalmente através da elevacao da citocina IL-6, porém as citocinas como a IL-
1 e o TNF-q, também séo indutores significativos, no homem sua expresséo ¢ elevada
diretamente em propor¢ao ao o estimulo inflamatorio, ao passo que esse processo
cessa, sua concentragao de circulante diminui rapidamente. Do mesmo modo que
ocorre sua indugéo, a PCR atua diretamente estimulando os mondcitos e macréfagos
a induzirem a producgao das citocinas IL-6 e TNF-a por meio da estimulagéo do fator
de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), o que mantém ativa a retroalimentagéo
(MAYER et al., 2010).

A PCR pode apresentar duas formas estruturais, a pentamérica como estrutura
nativa plasmatica e a forma monomérica nos tecidos, sendo esta, ativadora dos
leucécitos por meio de citocinas (MOUTACHAKKIR et al., 2017). Ligacdes reversiveis
com leucdcitos da PCR na sua forma purificada, foram excluidas das suas possiveis
funcbes (HUNDT et al., 2001). Como uma opsonina, a PCR fornece um local de
reconhecimento para os macrofagos e neutréfilos identificarem os antigenos, sendo
uma forma de ligagao irreversivel (ZHOU et al., 2016). Essa ligagédo permite a ativagao
de receptores especificos (FcyR) presentes nas membranas de células de macréfagos
e neutrofilos que reconhecem imunoglobulinas (ZHOU et al., 2016). De tal modo,
esses receptores FcyRI (CD34) e FcyRIl (CD32) seriam mediadores da ligagéo entre

as respostas imunes humoral e celular (MARNELL et al., 2005).
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Figura 4 - Representacao do tipo Ribbon da estrutura 3D da PCR.

Fonte: THOMPSON et al. (1999).

Além disso, a proteina C-reativa reconhece residuos de fosfocolina e também
possui a capacidade de se ligar ao C1q - via classica (JIANG et al; 1992, SHRIVE et
al; 1996), onde as lesbes na membrana celular e exposigdo da camada bilipidica
ativam a fosfolipase dando origem a lisolipideos, esses residuos permitem que a PCR
se ligue, a partir desse ponto, ativando o complemento (THOMPSON et al., 1999). De
modo contrario, a PCR inibe a via alternativa através do fator H que impede a atuacéao
do C3b (ZHOU et al., 2016).

Figura 5 - Predicdo da estrutura 3D da PCR: (A) destaca as regides Asp112, local de
reconhecimento de C1q do sistema complemento; (B) demonstracao dos sitios de ligagao,
marcagcbes azuis com carga positiva; vermelhas com carga negativa; (C) ligagcédo
da fosfocolina a proteina C reativa.

Fonte: THOMPSON et al. (1999).

E capaz de fazer ligagdes com imunoglobulinas, lipoproteinas, debris celulares
como os de membranas celulares e residuos nucleares (ribonucleoproteinas)
(THOMPSON et al., 1999; PEPYS et al., 1994). A remocgao de antigenos préprios
nucleares em teoria evita reagdes autoimunes (THOMPSON et al., 1999). Também é
indutora de citocinas e inibidora da quimiotaxia (CRAY, 2012), além disso, reconhece
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outras estruturas celulares, como parede celular de plantas, demais componentes
bacterianos, fungicos e parasitarios (PEPYS e HIRSCHFIELD 2003). Outra fungao
anti-inflamatéria é a reducéo da produgao de superéxido (ZHOU et al., 2016).

Figura 6 - Esquema da ligagédo dupla da PCR com a camada bilipidica de micro-organismos
invasores e ativagao do complemento.

‘™) "7 C1q heads

Fonte: THOMPSON et al. (1999).

No homem, a elevagao ocorre cerca de 4 a 6 horas depois da inflamagédo com
pico em 48 horas, voltando aos valores de normalidade rapidamente com a resolucgéo
do processo inflamatério (WINDGASSEN et al., 2011). A sua meia vida plasmatica no
homem gira em torno de 19 horas (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003), supostamente
coatuando na regulacdo plaquetaria (MAYER et al., 2010), e com a capacidade de
aglutinagdo e morte bacteriana (ANSAR e GHOSH, 2013).

A producdo da PCR humana pode ser afetada diretamente por intercorréncias
que prejudiqguem a fungdo hepatica, como insuficiéncia hepatica. Poucos
medicamentos reduzem os valores de PCR, ou enfermidades que afetem o estimulo
da fase aguda (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003). Os niveis séricos de PCR de alta
sensibilidade sao elevados em pacientes (homem) com hepatite alcodlica, na cirrose
ha baixa produgédo das PFAs, na esteatose hepatica ndo alcodlica, ha elevagao das
citocinas IL-6 e TNF-a e PFAs, porém ma resposta as infec¢des (ZHOU et al., 2016).
Em quadros graves como a fibrose hepatica canina ndo ha informagdes suficientes
sobre o comportamento das PFAs.

A PCR no homem ja foi amplamente estudada, e segundo Pepys e Hirschfield

(2003), por ser uma resposta inespecifica nunca deve ser interpretada como unico
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parametro clinico laboratorial, e recentemente tem sido alvo de pesquisas em
condigdes organicas especificas como obesidade, envelhecimento, sedentarismo e
depressao (AZIZ et al., 2003). Na medicina veterinaria, também tem demonstrado ser
de grande importancia para o monitoramento de inumeras enfermidades nos caes,
como na pancreatite (HOLM et al., 2004; SATO et al., 2017); pénfigo foliaceo
(SEVERO et al., 2018); insuficiéncia cardiaca congestiva (REIMANN et al., 2016);
doenca valvular cronica (RUSH et al., 2006); pneumonia bacteriana (VIITANEN et al.,
2014); doenga intestinal inflamatoria (JERGENS et al., 2003); e meningite responsiva
a corticosteroides (LOWRIE et al., 2009).

Em experimento para indu¢cdo aguda de nefrotoxicidade em camundongos,
observou-se que o tratamento com PCR exdgena levou ao atraso no desenvolvimento
da proteinuria por inducédo da interleucina 10 (IL-10) em macréfagos, conseguindo
reverter o quadro com posterior tratamento, destacando a fungéo indireta indutora da
IL-10 (anti-inflamatoria) da PCR e de limpeza contra antigenos autoimunes
(MARNELL et al., 2005). E importante ressaltar, que a PCR é uma proteina de baixa
expressao nessa espeécie (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003).

2.4.1. Valores para algumas enfermidades:

Os valores médios para PCR para caes saudaveis tém variado em torno 0 a
8,9 mg/L (PLICKERT et al., 2011), entretanto, valores de referéncia sdo estabelecidos
por cada laboratério de acordo com a técnica empregada, sendo importante destacar
a dificuldade de se estabelecer a reprodutividade desse analito nos ensaios até hoje
empregados na espécie. E deve-se sempre notar que os parametros pré-analiticos

podem interferir nas dosagens.

Lowrie et al. (2009) referiram o intervalo de 0,46-9,6 mg/L para PCR no soro
de pacientes acometidos por meningite. Heilmann et al. (2018) afirmaram que a PCR
de = 9,1 mg/L sugere o tratamento da doenca intestinal inflamatoria com
imunomodulador, distinguindo das alérgicas e responsivas a antibiéticos. No estudo
investigativo e comparativo sobre os valores da PCR em enfermidades
dermatoldgicas, observou-se que caes com valor de PCR > 10,6 pg/mL (10,6 mg/L)
apresentaram 5,5 vezes mais chances de apresentar pénfigo foliaceo do que

pioderma superficial.
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Tabela 3 - Representacdo de enfermidades elevagdes significativas nas concentragdes
séricas de proteina C reativa (PCR).

PCR (mg/dL) Numero de animais

Enfermidade " Mediana®* Min. Max. =1 Tg/d (%) =1 OE]g/d (%)
Piometra 7 20 35 >20 7 (100) 5 (71)
Paniculite nodular 7 20 10,0 >20 7 (100) 5 (100)
estéril
Pancreatite aguda 5 15 6,1 >20 5 (100) 3 (60)
Poliartrite idiopatica 31 13 1,7 >20 31 (100) 21 (67)
Hemangiosarcoma 5 7,6 3.1 16 5 (100) 2 (40)
Adenocarcinoma nasal 5 6,7 0,1 9 4 (80) 0 (0)
AHIM' 35 6,5 0 > 20 30 (86) 9 (26)
Carcinoma 7 6,3 0,1 19 6 (86) 2 (29)
colangiocelular
LLA? 6 4,5 01 >20 5 (83) 1 (17)
Histiocitose maligna 16 4,3 03 >20 11 (69) 4 (25)
Linfoma 12 3,5 0 > 20 91 (72) 26 (21)

7
Broncopneumonia 16 3,3 0,2 11 12 (75) 1 (6)
Mesotelioma maligno 7 2,7 0,7 15 5 (71) 1 (14)
Demodicose 7 2,6 0 71 5 (71) 0 (0)
Hepatite crénica 7 1,6 0 9,7 4 (57) 0 (0)
Tamponamento 6 1,5 0,7 6,7 3 (50) 0 (0)
cardiaco
Sindrome 5 1,3 0 14 3 (60) 1 (20)
mielodisplasica
Adenocarcinoma 13 1,0 0 14 8 (62) 3 (23)
intestinal
Trombocit. 7 1,0 0 12 4 (57) 1 (14)

imunomediada

*Enfermidades (n>5) nas quais a mediana das concentragdes de PCR excederam o intervalo
de referéncia (>1 mg/dL); **Valores de PCR maiores que o limite de mensuragéo (>20mg/dL)
foram analisados estatisticamente como 20mg/dL.; 'Anemia Hemolitica Imunomediada;
?Leucemia Linfobastica Aguda. Fonte: (Nakamura et al., 2008)

A elevacgao, estabilidade e queda das PFAs sao dadas de maneira particular

por cada proteina, espécie e enfermidade.

2.4.2. Enfermidades de curso cronico:

e Obesidade
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As adipocinas pro inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a e proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1) se encontram elevadas na obesidade, com intensa expressao
pelos adipocitos e macréfagos (M1), estes ultimos chegam a constituir 40 % do
estroma do tecido. No homem a PCR é a principal PFA correlacionada com a

adipogénese e metainflamacao (GERMAN et al., 2010).

A indugao da expressao do RNA mensageiro para sintese de PCR hepatica se
da principalmente através da elevagdo da citocina IL-6. Na obesidade o infiltrado
inflamatorio e os adipdcitos langam citocinas como a IL-6 e o TNF-a, estado
inflamatorio de baixo grau, que estimulam a sintese da PCR (MUHAMMAD et al.,
2016). Cerca de um terco de toda a IL-6 circulante no plasma é produzida pelos
adipocitos em condi¢cdo de sobrepeso e esse quadro é chamado de metainflamacéo,
onde ndo ha patdégenos ou processo inflamatorio convencional, para direcionar os
agentes imunes, o alvo € o proprio tecido, como € observado no tecido adiposo.
(GERMAN et al; 2010).

Além disso, a PCR é quimiotatica para as moléculas de adeséo intercelular 1
(ICAM-1), molécula de adesdo de células vasculares 1 (VCAM-1) e a E-selectina,
ainda estimula a expressao da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), modula
a sintese de NO, todos relacionados a patogénese da aterosclerose
(MOUTACHAKKIR et al., 2017). Ainda, atua estimulando os mondcitos e macréfagos
a induzirem a producgao das citocinas IL-6 e TNF-a por meio da estimulagéo do fator
de transcricdo nuclear kappa-3, 0 que mantém ativa a retroalimentagcdo (MAYER et
al., 2010). A diminuicdo do indice massa corporal no homem diminui os valores de
PCR, podendo estar associada a resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e
diabetes mellitus (PEPYS e HIRSCHFIELD 2003), enfermidades cada vez mais atuais
nos equinos e caes respectivamente. A proteina C reativa ultrassensivel € um

marcador importante na doenga cardiovascular no homem (SALES, 2016).

Os cées com sobrepeso mostram-se igualmente vulneraveis a serem
diagnosticados com inumeras enfermidades semelhantes ao homem; como
alteracdes renais, respiratérias, ortopédicas, enddcrinas/metabdlicas e
oncologicas, além do risco aumentado de complicagdo anestésica e expectativa de
vida diminuida em dois anos (KIPPERMAN e GERMAN, 2018). Lim et al. (2015) e

Tvarijonaviciute et al. (2016), identificaram doze proteinas de fase aguda em caes
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obesos, sugerindo alteragdes metabodlicas que devem ser investigadas. A obesidade
no homem pode causar elevacdo da PCR (MOUTACHAKKIR et al., 2017).

e Artrite

As interleucinas IL-1, IL-6 e o TNF-qa, estdo presentes em altos niveis nas
articulagbes com artrite e a elevagdo da concentragdo sanguinea estédo

correlacionadas com a piora do quadro da artrite reumatéide (BADOLATO et al., 1996)

A PCR nessa enfermidade € ainda alvo de pesquisa, normalmente encontra-se
elevada, porém, pode flutuar em alguns casos clinicos. Nos caes, estudos evidenciam
como um biomarcador valido se utilizada em conjunto com outras ferramentas
diagnosticas, devendo-se aumentar o numero de pesquisas na area para melhor
verificar a sua utilidade (NAKAMURA et al., 2008; GROBMAN et al., 2017; BREMER
etal., 2017)

Hillstrom et al. (2016) verificaram que a concentragdo de PCR conseguiu
diferenciar caes com artrite supurativa de cides com artrite ndo supurativa, o que é

importante para direcionar o tratamento correto.

e Alteragbes oncoldgicas

Apesar da producao hepatica da PCR e da amiloide sérica A nos céaes serem
majoritaria, outros tecidos podem expressar de forma abundante outras proteinas,
como glicoproteina acida, sendo expressa por linfécitos em quadros de linfoma em
caes e gatos (CERON et al., 2005). Moutachakkir et al. (2017) destacaram que no
homem o cancer colorretal e a PCR tiveram associagdo positiva. Linfoma,
hemangiossarcoma e leucemia sao referidos como neoplasias que elevam a PCR,
principalmente se acometer visceras (NAKAMURA et al., 2008). Planellas et al.
(2009), Selting et al. (2016) e Szczubiat et al. (2018) obervaram que a PCR é um
biomarcador tumoral, porém necessita de mais estudos para predizer o grau de
malignidade de tumores mamarios em caes. Ainda, elevagdes nas concentracdes de
PCR hepatica em carcinomas mamario podem indicar que ha intensa inflamagao
conjunta as ceélulas tumorais (PLANELLAS et al. 2009). Contudo, no linfoma

multicéntrico, Nielsen et al. (2007), constataram que a PCR no foi eficiente se usada
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como unica alternativa para determinar a remissao tumoral, embora, cides com linfoma
demonstraram niveis mais elevados da PCR, e aqueles com remissao tinham niveis

normais de PCR, e muitos fatores individuais entre os animais.

e Doenca inflamatdria intestinal

A doencga inflamatdria intestinal humana e canina ainda hoje é de dificil
diagnostico, inumeras vertentes circundam as etiologias dessa enfermidade, e a
principio acreditava-se que uma reacdo de intolerancia a microbiota intestinal
desencadearia uma resposta inflamatéria descontrolada (GERMAN et al., 2003), hoje
sabe-se que diversos fatores podem estar associados, como reacdo a certos

alimentos ou responsiva a terapia antibiotica ou imunossupressora.

A severidade da doencga inflamatoria é classificada com escore de 0 (normal) a
3 (severo) para cada categoria; atividade, prurido, valor de albumina, ascite, vémito,
diarreia, frequéncia e consisténcia das fezes, perda de peso, apetite (COLLINS, 2013),
grau de inflamacéo (difusa ou segmentar), e posteriormente o indice de atividade da
doenga é classificado de forma geral (JERGENS, 2004).

A celularidade inflamatdria intersticial de fato promove a liberagao de citocinas
(ARMSTRONG et al.,1997), e as alteragbes nas populagdes de células imunes de
linfocitos B e T (JERGENS, 2004), macrofagos e neutrofilos (GERMAN et al., 2001),
adentrados na mucosa ja foram citadas como sugestivo de severidade inflamatoria.
Jergens et al. (2009), em estudo com metanalise observaram que caes saudaveis e
doentes nao diferiram nas concentragdes de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12,
IFN-2, TNF-a e TGF-2 no trato gastrointestinal, contrapondo achados de outros
autores que verificaram a significativa preseng¢a do TNF-a por biopsia de tecidos e nas

fezes de humanos com doenca inflamatoria intestinal (MCCANN et al., 2007).

Uma grande variedade de ferramentas laboratoriais ainda sdo estudadas com
o intuito de auxiliar no diagndstico etioldgico da doenga e foram agrupados de acordo
com seus propositos investigativos; biomarcadores celulares, microbiémicos,
genéticos, metabolémicos, de funcéo e bioquimicos a exemplo da PCR (HEILMANN
e STEINER, 2018). Apesar da inespecificidade das proteinas de fase aguda e da
incerteza sobre a elevagao das citocinas intestinais no paciente doente, o uso das

proteinas, tornou-se uma alternativa util para vigilancia e prognostico da inflamacgao
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nas enteropatias. A PCR destaca-se como uma alternativa de monitoramento
principalmente em pacientes humanos com doenga grave, como a doenga de Crohn
e associada positivamente com inflamagao evidenciada na endoscopia e histologia
(COLLINS, 2013), no entanto, diversas enfermidades gastroentéricas podem gerar a
sua elevagdo, como tumores, pancreatite e traumaticas (JERGENS, 2004). Em
particular, na parvovirose a PCR correlacionou-se positivamente com a taxa de
sobrevivéncia 86,7% e nao sobreviventes 78,7% (MCCLURE et al., 2013); podendo
sofrer elevacéo de 20 vezes (YAMAMOTO et al.; 1993).

Jergens et al. (2003), observaram que a PCR apresentou boa correlagdo com
a atividade da doenca intestinal inflamatodria (com exclus&o de caes que receberam
imunomoduladores no prazo de 7 dias), com significativo decréscimo de 10,4 para 0,6
mg/mL em um intervalo de 14 a 21 de tratamento. J& Mccann et al. (2007) e
Allenspach et al. (2007), em estudos com animais recém diagnosticados e sem
tratamento prévio com corticoides ndo observaram correlagdo consistente com a
severidade da doenga inflamatoria intestinal. Otoni et al. (2018), ponderaram sobre o
uso dessa proteina como biomarcador diagndstico, em fungéo da alta variabilidade de
resultados, mas destacaram sua qualidade no controle da progresséo inflamatoria.
Heilmann e Steiner (2018) recomendaram que s deve ser utilizada se houver
elevacao ou a diminuigdo no minimo em 2,7 vezes. Heilmann et al. (2018) destacaram
que a PCR de 29,1 mg/L apresentou sensibilidade de 72% e especificidade de 100%,
podendo ser usada para distinguir com clareza animais que devem receber tratamento

imunomodulador daqueles com doencga responsiva a dieta ou antibioticos.

Vreugdenhil et al. (1999), observaram que o epitélio intestinal humano é
capaz de secretar as proteinas de fase aguda bioativas na presenca de
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1[3, a secrec&o das citocinas é ainda intensamente elevada
com o uso de glicocorticéides. Foi observado a liberagdo da proteina de ligacéo ao
lipolissacarideo, que é uma proteina especificamente responsiva a endotoxinas e
auxiliar dos leucdcitos no reconhecimento da membrana externa bacteriana de Gram-
negativas, e também possui agao neutralizante de toxinas evitando o choque séptico
e da amiloide sérica A, reconhecida diversas fungdes imunoldgicas Vreugdenhil et al.
(1999), principalmente em resposta as endotoxemias com envolvimento intestinal nos

equinos, porém, com origem hepatica.
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Concentragdes elevadas de glicocorticdéides enddgenos relacionadas as
enfermidades inflamatérias diversas, hiperadrenocorticismo adrenal-dependente,
hipdfise-dependente ou principalmente resultante da administragdo de
glicocorticéides de forma exogenaliatrogénica, também resultam na elevacéo da
haptoglobina, possivelmente pelos mesmos mecanismos de elevagdo da fosfatase
alcalina, tornando-a uma proteina de fase aguda intermediaria para caes (CRAY,
2012).

2.4.3. Enfermidades de curso agudo:

o Afecgbes pos cirurgicas

Christensen et al. (2015), em revisdo sistematica, observaram que a PCR pode
ser util como marcador de inflamacgao sistémica apds cirurgia em caes na identificagéo
precoce de alteracbes e complicagcdes, entretanto, o estudo demonstrou que sao
necessarios mais estudos para fundamentar a questdo. Dabrowski et al. (2009),
enfatizaram que a PCR é um marcador biolégico importante no monitoramento
inflamatorio poés-operatorio, com aumento de 200 vezes em casos de complicagdes
pos ovariohisterectomia. J& no homem, a elevacdo excedendo 7 a 10 dias de pos

operatorio pode sugerir uma complicagao infecciosa (MOUTACHAKKIR et al., 2017).

e Endoparasitoses

A PCR demonstrou significativa elevacgéo para infecgdes com Dirofilaria immitis,
sendo a Unica PFA com diferenga estatistica (MENDEZ et al., 2014). Venco et al.
(2014) também observaram elevagao significativa para Dirofilaria immitis, assim como
em certas cardiomiopatias. Ainda, caes acometidos por leishmaniose apresentaram
elevacao da mesma (SILVESTRINI et al., 2014).

Em caes acometidos com hemoparasitas como a Ehrlichia canis, a PCR
demonstrou ser uma ferramenta para avaliagao da severidade do dano inflamatério,
ja que RIKIHISA et al., (1994) observaram elevacéo significativa dessa proteina,
Shimada et al., (2002), também confirmaram a elevagcédo abrupta da PCR em um

modelo experimental de infeccdo com Ehrlichia canis. A infecgao por Babesia canis



37

também gerou elevagédo da PCR e o grau de elevagao foi condizente com a gravidade
da doencga (ULUTAS et al; 2005).

e Sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SRIS)

A sindrome da resposta inflamatéria sistémica em cées muitas vezes
desenvolve-se de forma subclinica sendo uma reacao inflamatoria que o organismo
desenvolve contra agentes infecciosos ou n&o-infecciosos, para exemplificar melhor,
em pos cirurgias gastrointestinais ou mesmo com a grande demanda de histerectomia
por piometra na rotina clinica, exames de rotina podem camuflar o quadro bacteriano
endotoxémico, implicando no diagndstico e tratamento tardio que diminui
abruptamente as chances de recuperacdo. Nesses casos a utilizacdo de recursos
diagndsticos é de grande valia, o estabelecimento de valores de referéncia para PCR
nessa enfermidade, podem auxiliar na deteccao precoce da inflamacéo sistémica,
otimizando o tratamento, Galezowski et al. (2010) notaram que na sindrome do

abdomen agudo podem resultar em aumentos de até 200 vezes na PCR.

Valores significativamente mais elevados para PCR foram constatados por
varios autores (CHRISTENSEN et al., 2014), que verificaram a amiloide sérica A como
ainda mais expressiva que a PCR, onde ambas proteinas demonstraram resultados
interessantes. Gebhardt et al. (2009), Torrente et al. (2015) e Gommeren et al. (2018)
observaram que a concentragao sérica de PCR esta aumentada em caes doentes e
atenua durante o tratamento. Ishida et al. (2011), verificaram que a PCR sofreu rapida
elevagcdo com pico em 24 horas em caes com SRIS.

O processo inflamatério que envolve a piometra € extenso e agudo, levando a
sepse com elevada mortalidade em questao de horas. As elevacdes da PCR variam
de acordo com a etiologia da piometra e severidade da mesma. Dabrowski et al.
(2013), Karlsson et al. (2013) e Jitpean et al. (2014) observaram correlagdo positiva
da PCR e o grau de inflamacdo. Enginler et al. (2014), verificaram que a PCR ¢é util
para diferenciar hiperplasia endometrial cistica de piometra. A concentragdo média de
PCR entre os caes com piometra ficou em torno de 100 mg/L, estando de acordo com
a intensa inflamacao presente nesses casos (FRANSSON et al., 2007). Um estudo
também destacou a importancia da alfa-1 glicoproteina acida no monitorado da
piometra, valores superiores a quatro vezes condisseram com a hospitalizagéo
prolongada (HAGMAN, 2011).
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Na sepse do homem, a PCR pode variar a sensibilidade de 71 a 100% e a
especificidade de 66 a 85%. Em recém nascidos, a dosagem 24 e 48 horas apos o
inicio da antibioticoterapia foi 99% de precisdo para confirmar nao infectados
(MOUTACHAKKIR et al., 2017).

Figura 7 - Western Blotting especifico de PCR canino - hérnia de disco, epilepsia, doenga
renal cronica, histiocitoma, dilatacdo volvulo-gastrica, pneumonia (PCR destacada), anemia

hemolitica imunomediada, sepse.

Healthy Disc Epilepsy GDV  Pneumonia CKD IMHA Sepsis Histio-
herniation cytoma

Fonte: Jasensky et al. (2014)

Tabela 4 - Enfermidades de caes responsivas as proteinas de fase aguda.

PFA  Enfermidade ou Condi¢ao
Trauma cirurgico
Artrite reumatoide
Poliartrite
Obstrucgao intestinal
Doenca inflamatdria intestinal
Linfoma
Pancreatite aguda
Piometra
Pneumonia

PCR  Endotoxemia (E.coli)
Babesiose
Infecgéo por Bordetella bronchiseptica
Infecgéo por Ehrlichia canis
Leishmaniose
Leptospirose
Parvovirose
Tripanossomiase
Enterite bacteriana

Trauma cirurgico
Leishmaniose

HP Tripanossomiase
Sindrome de Cushing
Tratamento com corticoide
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Parvovirose
SAA Leishmaniose
Infecgéo por Bordetella bronchiseptica
Parvovirose
Babesiose
AGP Infeccao por Ehrlichia canis

Linfoma

Carcinoma

Fonte: Eckersall e Bell (2010).

2.5. Métodos de diagnéstico e quantificagao da proteina C reativa

A avaliagdo da concentracdo de PCR no homem teve grande avango nas
ultimas décadas, principalmente como uma ferramenta preditiva para avaliacdo de
risco de eventos inflamatorios agudos, disponibilizando inumeras metodologias de
dosagem (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003), na rotina da medicina humana, a PCR
esta incluida em todos perfis de rotina para deteccdo de quadros
inflamatoérios (KJIELGAARD-HANSEN e JACOBSEN 2011).

A utilizagao de kits comercias humanos para quantificagdo da PCR em caes
podem até ser uma alternativa, entretanto, baixa reagcéo cruzada tem sido encontrada,
possivelmente por diferenca de glicosilacdo (CERON et al., 2005), o que foi
confirmado posteriormente em analise de glicosilagdo, citando que no homem
diferentes padrbes de glicosilagdo podem indicar enfermidades especificas,
entretanto, essa informacado precisa ser aprofundada para doencas em caes
(JASENSKY et al., 2014). O que se observa é a inconstancia nas concentragdes da
PCR canina ao usar ensaios para PCR humana; é relatado que os kits com anticorpos
policlonais apresentam reatividade cruzada significativa, porém, uma variagdo nas
concentracdes entre lotes € esperada, para evitar tais discrepancias os lotes devem
sempre passar por validagéo, para diminuir o coeficiente de variagdo (KJELGAARD-
HANSEN, 2010).

A disponibilidade comercial de técnicas espécie-especificos para PCR canina
nas ultimas duas décadas resultou em um efeito positivo no numero de pesquisas
envolvendo medi¢cdes deste marcador em cdes (KJELGAARD-HANSEN e
JACOBSEN, 2011). As metodologias que permitem a automacdo sempre sdo as

técnicas de preferéncia laboratorial, como a imunonefelometria que mensura a
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difragdo da luz no complexo antigeno anticorpo e o imunoturbidimétricos que mensura
a capacidade de absorc¢ao da luz no complexo, onde a mudanca na turbidez € medida
espectrofotemetricamente. Aglutinagdo de latex, o Time-resolved fluorescence
immunoassay (TRFIA) também tem sido citado por possibilitar o uso de saliva, efusdes
e sangue total (CERON et al., 2005). Kjelgaard-Hansen et al. (2003), utilizaram o um
ensaio de imunodifusdo radial dupla disponivel comercialmente para PCR humana,
empregando anticorpos policlonais de cabra anti-PCR humana e observaram reagéo

cruzada com a PCR canina.

A eletroforese consiste no método mais importante para identificar proteinas
presentes no sangue (KANEKO, 2008). A eletroforese em acetato de celulose e em
gel de agarose foram utilizadas para analisar as concentragdes de proteinas séricas,
mas essas técnicas sao limitadas, porque podem identificar poucos grupos de
proteinas (EDINGER et al., 1992). Em contrapartida, a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), permite identificar uma
maior quantidade de 20 fragdes proteicas, podendo separa-las claramente mesmo em
quantidades pequenas (GORDON, 1975), entretanto, por se tratar de uma técnica

manual e trabalhosa, apresenta algumas limitagdes inerentes a isso.

Os testes imunocromatograficos de fluxo lateral ou dipstick s&o uma jungao de
varias técnicas imunoldgicas, os primeiros testes sdo datados desde a década de
1950 (PLOTZ e SINGER, 1956). Os testes rapidos tem como principio a conjugacéo
de antigenos ou anticorpos adequadamente marcados de forma que se permita a
visualizagédo durante o fluxo continuo através das zona de capturas definidas em
uma membrana (JAPOLLA et al., 2015).

No Brasil, o mercado de teste rapido (imunocromatografico) encontra-se em
expansao, e a fabricacdo dos kits para este fim ainda ndo é uma pratica comum
realizada pelas empresas nacionais. Os testes rapidos desenvolvidos através do
meétodo de imunocromatografia apresentam uma boa sensibilidade e especificidade
como ferramenta diagnostica em resposta a uma variedade de eventos, como
patégenos, horménios, medicamentos e metabdlitos. Além disso, apresentam custos
relativamente baixos, maior tempo de prateleira, produgdo em grande escala,
praticidade e rapidez na obteng¢do dos resultados, sendo dispensavel o envio de

amostras para os laboratérios (JAPOLLA et al., 2015).
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Um teste rapido semiquantitativo para triagem obteve amostras positivas > 24,1
pMg/mL, positivos fracos entre 6,0 e 40,2 ug/mL e negativas, utilizando apenas 5 pL
com tempo de leitura de 10 minutos (WARITANI et al., 2020). Outro teste também
conseguiu discriminar amostras como positivas, fracas positivas e negativas, porém,
necessitava de uma populacido de amostra para estabelecer resultados precisos
(MCGROTTY et al.,, 2013). A PCR também foi aplicada no monitoramento da
progresséo da cicatrizacdo de feridas crénicas, niveis elevados s&o observados no
exsudato nas etapas de inflamagao e proliferacdo com valores médios de 90 e 89
mg/L, respectivamente, para isso testes rapidos de fluxo lateral utilizando o exudato

sdo uma opgao de dosagem que pode ser aplicada (DOWNS et al., 2020)

Para a utilizacdo emergencial, esse formato € o mais rapido e de facil manuseio
e nao necessita de pessoal tecnicamente qualificado, sendo a disponibilidade
comercial completa do material necessario para execug¢ao, por exemplo, nao
necessita de estocagem de material controle. Contudo, possui uma complexa e longa
metodologia de produgado. Para ser aplicavel na rotina clinica, o teste rapido deve
principalmente oferecer a caracteristica semiquantitativa de resposta, passando por
uma avaliagado minuciosa de muitos critérios para um bom desempenho clinico, o que

obviamente também s&o esperados para outras metodologias.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver o teste imunoenzimatico (ELISA) para proteina C reativa canina a
partir de proteina recombinante para o acompanhamento de quadros inflamatérios em

caes.

3.2. Objetivos especificos

e Expressar a proteina recombinante PCR_dog vetor PET 14b através de cepas
de Escherichia coli - Rosetta (DE3) - plasmideo pRARE.
e Produzirimunégeno a partir da proteina recombinante purificada para imunizar

coelhos e camundongos para produgéo de anticorpos anti-PCR canina.
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e Executar a técnica Westen Blotting para verificar a afinidade imunologica entre
os anticorpos e a proteina C reativa nativa.

e Utilizar os anticorpos para desenvolver e futuramente padronizar o teste de
ELISA para proteina C reativa canina, para uso no monitoramento de quadros

inflamatorios.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de Etica

As normas de conduta para uso de animais em atividades de pesquisa cientifica
foram adotadas de acordo com o Protocolo 37/2019, aprovado pela Comisséo de Etica

no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa.

4.2. Obtencgao do plasmideo

Os vetores de expressdo pET-14b (Gene Synthesis BIOMATIK), com as
sequéncias da proteina C reativa canina foram adquiridos pelo Programa de Pos
Graduacdo do Departamento de Veterinaria e o desenho da sequéncia de
aminoacidos foi gentilmente feito pelo professor Leandro Licursi do Departamento de

Biologia.

o Vetor de expressdo pET

O sistema pET (plasmideo de expresséo para polimerase T7) € amplamente
utilizado como sistema de expressao de proteinas recombinantes em Escherichia coli,
sendo descrito pela primeira vez por Rosenberg et al., (1987), possuindo as mesmas
caracteristicas basicas, como a enzima RNA polimerase T7, regido promotora T7
(promotor T7) e regido de terminagéo da transcri¢gao (T7 terminador) (ROSENBERG
et al., 1987). Existem hoje mais de 100 formatos de vetores pET disponiveis no
mercado.

A utilizacdo da RNA polimerase T7, originaria do bacteriofago T7 (fago T7)
reconhece as regides especificas, sendo capaz de iniciar a transcrigdo apds a indugao
com IPTG (STUDIER, 1990). Ainda, a RNA polimerase T7 possui resisténcia a
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antibioticos, como a rifampicina, que inibe a polimerase nativa da Escherichia coli, e
possui a qualidade de ser extremamente mais ativa (TABOR, 1990; STUDIER, 1990).

Figura 8 - Mapa esquematico do plasmideo pET - Novagen
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O plasmideo utilizado possui a regido promotora AmpR, tet e T7 e de
terminacdo T7, enzimas de restricdo Hindlll e Bglll, gene de resisténcia amp, que
oferece resisténcia as células ao antibiético ampicilina, evitando crescimento de
bactérias contaminantes, ha também os sitios de clonagem Ndel(CATATG) e
BamHI(GGATCC), constituicdo do DNA fita dupla, circular e fechado, ainda fornece a
proteina final expressa aderida a 6 residuos de histidina (tag-His), na extremidade
amino (N-terminal) ou carboxi-terminal (C-terminal), que auxilia na filtracdo para

purificagdo por cromatografia de afinidade na coluna de sepharose e niquel (Ni2+).
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Figura 9 - Mapa do vetor de expresséao utilizado para a expressao da proteina recombinante
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Figura 10 - Sequéncia de aminoacidos da PCR recombinante canina
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4.3. Preparacgao de células competentes

Inicialmente as bactérias - Rosetta ™ (DE3) - plasmideo pRARE (Agilent) do
pré-inocuo 1 ml foram incubadas em 5 ml de meio TB/LB, overnight a 37 °C/250 rpm.
Apos o crescimento, 1 ml foi transferido para 100 mL de meio TB/LB pré-aquecido a
37 °C, 250 rpm e o crescimento foi monitorado espectofotometricamente até alcangar
a densidade Optica de (D.O.s00) ~0,37. Alcangado o crescimento esperado, o0s
conteudos foram transferidos para 2 tubos falcons de 50 ml e mantidos em gelo e em
repouso por 10 minutos; a solugéo foi entdo centrifugada a 1100 g/ 5°/4°C, descartou-
se o0 sobrenadante e foi ressuspendido lentamente o precipitado em 10 ml de solugao
de cloreto de calcio A gelada, e novamente foi centrifugado a suspensdo a 1100
g/5'/4°C. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se delicadamente o
precipitado em 10 mL de solugdo de cloreto de calcio A gelada e incubada a
suspensao em gelo por 30 minutos. A solugédo foi entdo centrifugada a 1100 g/5’/4°C,
descartou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi dissolvido lentamente em 2 mL de
solugéo de cloreto de calcio A gelada. Foram feitas aliquotas em volumes de 100 pl e

armazenadas (-80 °C).

4.4. Transformacao de células competentes

Foram descongeladas 2 aliquotas de 100 yL das bactérias competentes em gelo
e acrescentados 1 yL (200 ng) do plasmideo (devidamente diluido) em uma aliquota
sob homogeneizacgao lenta, procedeu-se as incubagdes no gelo por 30 minutos; banho
maria a 42 °C/30” e gelo por 2 minutos novamente. Foram ent&do adicionados 300 pL
do meio de cultura LB/TB e incubados a 37 °C/1 hora/225 rpm. Foram feitas culturas
com 200 pL de meio LB-agar com antibidtico de selecéo 37 °C/16 horas. Todas as

culturas seguiram com seus devidos controles.

4.5. Protocolo de indugao e expressao proteica

Inicialmente foi preparado o pré-indculo (também controle) com 20 mL de meio
TB com 1 mL do pré-indculo, acrescidos dos antibiéticos ampicilina e clorofenicol,
incubados overnight, 37 °C, 160 rpm. Uma aliquota de 5 mL do pré-inéculo foi
transferida para 50 mL de meio acrescido de 50 yL de ampicilina / 50 yL de

clorofenicol, crescimento 37 °C, 160 rpm; onde alcangou a densidade O6ptica de
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(D.O.600) ~0,37. Foi adicionado o indutor isopropil-b-D-tiogalactopiranosideo (IPTG)
800 pL eincubado 37 °C, 160 rpm, 4 horas, o conteudo foi entdo centrifugado a 10000
rpm por 10 minutos, separados o sobrenadante (conservado 4°C) e o pelete (mantido
no gelo) diluido em 3 mL de tampéo de lise, passando pela etapa de sonicagéo e
posterior centrifugagdo 10000 rpm por 10 minutos.

A expressao proteica foi obtida através da fracao insoluvel e para separacao foi
acrescentado tampé&o lise com ureia ao pélete e centrifugado a 10000 rpm por 10

minutos.

4.6. SDS-PAGE

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), com gel de
empilhamento a 4% e gel de separagao 15%, conforme Laemli (1970) com a finalidade
de separar as proteinas de acordo com seu peso molecular, onde foi observado uma

proteina com peso de 25 kDa correspondente ao peso da PCR canina.

Figura 11 - SDS-PAGE realizado para separar as proteinas de acordo com o peso molecular.

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

4.7. Protocolo Western Blotting e espectrometria de massa

Para confirmar o peso e quantidade de proteina na banda esperada foi
realizado o protocolo de Western-blotting (TOWBIN et al.,1979). As proteinas do gel
de poliacrilamida foram transferidas para a membrana de nitrocelulose 0,45um de
poros sob corrente elétrica de 250 mA e tensao de 100 V por 60 minutos, com tampéo
de transferéncia gelado (sistema Bio-Rad laboratories, Mini Trans-Blot Cell Module).
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A membrana foi corada com solugdo de Ponceau-S (0,1% Ponceau-S e 10% acido
acetico) foi incubada em TBS-Tween (10mM Tris-HCI pH7,5; 150mM NaCl, 0,05%
Tween-20) acrescido de 5% de leite em pd desnatado 12 horas, baixa agitagéo.
Posterior incubacdo ocorreu por 60 minutos com anticorpo diluido 1:3.000 anti-
histidina com TBS-Tween e 5% de leite em p6 desnatado 60 minutos (Sigma Chemical
Co) e apos bloqueio, o anticorpo secundario foi adicionado e novamente incubado, 60
minutos, baixa agitacdo. Todas as etapas passaram por lavagens de 5 minutos com
solugdo TBS-Tween e ao final foi feita a revelagao (solugéo reveladora DAB).

E para a confirmacdo da PCR canina foi realizada a espectrometria de massa
(MALDI-TOF, model Ultraflex I, Bruker Daltonics, Germany), realizada pelo Nucleo
de Analises de Biomoléculas (NUBIOMOL) da Universidade Federal de Vigosa.

4.8. Purificacao (dialise) pelo sistema de cromatografia liquida (FPLC)

Esse sistema permite a purificacdo pela ligagado das proteinas recombinantes
fusionadas a poli-histidina que tem afinidade pelo niquel (Ni2+) (AKTA pure, GE
Healthcare). A coluna foi equilibrada com tampao de elui¢cdo fosfato 0,02M pH 7,4,
(5mL) foi adicionado, o restante 50 mL de amostra diluida em fluxo constante 800uL
por minuto. As ligacdes fortes s&o retidas, as fracas sao lavadas com tampao. As

fragbes correspondentes a PCR foram reunidas e congeladas a - 80 °C.
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Figura 12 - Equipamento de cromatografia liquida (FPLC) utilizado para purificagdo da

proteina no experimento

Fonte: AKTA pure, GE Healthcare (2021).

4.9. Imunizacgao de coelhos e camundongos para producao de anticorpos

Os coelhos e camundongos foram imunizados utilizando adjuvante completo de
Freund, seguindo o protocolo descrito por Dunbar e Schwoebel (1990). Dois coelhos
adultos jovens de linhagem albina, pesando cerca de 2 kg cada, e 20 camundongos
Black-C57 (C57/BL6) pesando cerca de 30g, foram imunizados (inoculagao
subcuténea) com 100ug e 50 pg respectivamente de antigenos (proteina C reativa
purificada), emulsionados em adjuvante incompleto de Freund (Sigma) na propor¢ao
(1:1) 1 mL de proteina e 1 mL de adjuvante. O mesmo procedimento utilizando o
adjuvante incompleto foi aplicado transcorridos 15 dias apds a primeira inoculagao; a
terceira imunizagdo subsequente foi realizada seguindo o mesmo protocolo. Ao
término do protocolo de imunizagédo no 45° dia, para obtencéo do soro hiperimune, os
camundongos foram anestesiados com éter e por pungéo cardiaca obteve-se 1 ml de
sangue, os coelhos foram anestesiados com o seguinte protocolo: injec&o
intramuscular de uma combinagao de anestésico e relaxante muscular: Xilazina 2%,
0,25ml/Kg, e Cetamina 10% 0,35ml/Kg. Sob efeito anestésico e de relaxante

muscular, o sangue dos coelhos foi coletado por pungéo jugular, um total de 100 mL.
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O sangue foi incubado a 37°C por 1 hora e entéao centrifugado a 2.500 rpm durante 15
minutos para obtencdo do soro, em seguida, foi efetuado a inativagdo do sistema
complemento a 56°C durante 30 minutos. O soro para purificagdo de IgG foi mantido
a —20°C até o momento do uso.

Figura 13 - Imunizacéo dos coelhos no biotério

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

4.10. Protocolo Western Blot

Dois géis (SDS-PAGE) foram preparados e o sanduiche foi montado e transferido
para a cuba (sistema Bio-Rad laboratories, Mini Trans-Blot Cell Module) sob corrente
elétrica de 250 mA e tensdo de 100 V a 2 °C durante duas horas. As membranas de
nitrocelulose 0,45um (Bio-Rad) foram corada com solugéo de Ponceau por 1 minuto,
a membrana entao foi descorada e bloqueada com leite desnatado 1%, tampao PBS
6% e Tween 0,05% por 60 minutos a temperatura ambiente. Os anticorpos (coelhos e
camundongos) foram diluidos 1/50 com a solugéo de leite desnatado 1%, tampéao PBS
6% e Tween 0,05% e incubados com a membrana a 37 °C por 60 minutos, passado
esse processo, foi executada a lavagem com tampao PBS 6% e Tween 0,05% cinco
vezes durante 5 minutos. O mesmo procedimento descrito acima foi feito com os
anticorpos secundarios - conjugados com peroxidase (Linked whole antibody Sigma
Chemical Co, St.Louis, MO, USA), e foi realizada a revelagdo com solugao reveladora

por 2 minutos, e para cessar a reagao foi usado agua deionizada q.s.p.
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4.11. Etapas pré ELISA e Curva Padrao:

a) Precipitacao de anticorpos

O soro total de coelhos 60ml e camundongos 9 ml foram alicotados no volume de
1 ml, uma aliquota de cada espécie foi filtrada (filtro 0,25) e diluida em 4 ml de H20
deionizada q.s.p., posteriormente para precipitacdo das globulinas utilizou-se a
solugéo de sulfato de aménio (NH4)2S04 pH 6,0 a 45%, adicionada cautelosamente
gota a gota em constante homogeneizagdo. Apds esse procedimento, as solugdes
foram incubadas em gelo durante 30 minutos e posteriormente foram centrifugadas
3.000g por 15 minutos e descartado o sobrenadante. A ressuspenséo foi feita com
10 ml de PBS 6 % homogeneizando lentamente até a dissolugdo do pélete. As

solugdes foram aliquotadas e armazenadas a 6 °C para dosagem proteica.

b) Solubilizagao da proteina recombinante

As proteinas (PCR) foram solubilizadas em solugao de TRIS pH 12,5 e uma fragéo
de 2 pg foi diluida em 2 ml de solugédo de (TRIS 7,3%, NaCL 0,5 molar) totalizando
1mg/ml. Em seguida, diluiu-se novamente em agua (dialise) para soltar qualquer sal
aderido as proteinas. A PCR na concentracédo de 20 ug/ml solubilizada foi diluida em

tampéo PBS 6%, alicotada e congelada a -20 °C.

ApOs essa etapa foi realizada a dosagem da concentragéo proteica dos anticorpos
de coelho e camundongo e da PCR solubilizada pela técnica de Bradford (1976). PCR
(20 pg/ml) - camundongos (850 ug/ml) - coelhos (630 ug/ml).

C) Curva Padrao

Para a curva, 190 pl de tampéao PBS 6% foram adicionados aos pog¢os da primeira
fileira, entdo 190 pl da PCR foi pipetada de forma seriada, posteriomente 100ul de
anticorpos de coelho foram dispensados nos poc¢os e incubados por 2 horas a 37 °C,
apos a incubacgdo, 100 ul de anticorpos de camundongos foram dispensados e
novamente incubados por 2 horas a 37 °C, para a leitura foi posto o anticorpo
conjugado com a peroxidase e substrato OPD para revelagao. Por fim, efetuou-se a

leitura e confeccionou-se a curva.
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4.12. ELISA Piloto:

Para avaliar a eficiéncia da imunizag&o realizada nos coelhos e camundongos e
especificidade dos anticorpos produzidos conta a PCR nativa foi realizada o ELISA

direto - sanduiche.

a) Adicao dos anticorpos de coelho (captura) e amostras de soro

Os anticorpos precipitados de coelho (630 pg/ml) foram adicionados em tampé&o
carbonato-bicarbonato 0,5 M pH 6,8, dispondo 50 ul da solugdo em todos os pogos da
placa (Corning Incorporated Costar REF3590), e incubados por 24 horas a 6 °C.
Posteriormente, foi descartado o conteudo dos pogos e bloqueado com solugao PBS
6% mais leite em po6 e incubado por 1 hora a 37 °C, a placa foi lavada 5 vezes com
solugéo de (TRIS 7,3% e BSA 3%). As amostras de soro (50 ul) dos animais controle
e doentes contendo a PCR nativa foram adicionados em duplicata, conjuntamente
com a curva padrao, entao a placa foi novamente incubada por 2 horas a 37 °C e apés

essa etapa, a placa foi lavada 3 vezes com solucéo (TRIS 7,3% e BSA 3%).

b) Adicao dos anticorpos de camundongo (anticorpo primario), peroxidase

(anticorpo secundario) e solucao reveladora

Apoés a ultima lavagem descrita acima, 50 pl anticorpos de camundongos (850
pg/ml) foram adicionados a solugéo tampéao (PBS 6% mais leite em pd desnatado
0,1%) e dispondo em todos os pog¢os, seguida a incubagéo de 2 horas e lavagem 3
vezes (TRIS 7,3% e BSA 3%). Por seguinte, para detecgéo foi realizada a adi¢cao de
50 pl do anticorpo secundario anti-mouse marcado com peroxidase (1/10000) -
(Linked whole antibody Sigma Chemical Co, St.Louis, MO, USA) em solu¢ao tampao
(PBS 6% e leite desnatado 0,1%), adicionado a placa e incubado por 1 hora e lavados
5 vezes. Para a revelagdo foi utilizado a solugdo reveladora 100 pl o-
Phenylenediamine flaked 99.5% (OPD pH 5) - (0,18 g de Na:HPO4; 0,09 g de acido
citrico; H20 deionizada q.s.p. 20 mL) com incubagédo a 37°C por 30 minutos em
ambiente escuro e para cessar a reacao foi usado 50 pl de acido sulfarico H,SO, 10
ml diluido em H20O deionizada g.s.p. 40 ml. A leitura das densidades 6pticas de cada

amostra foi realizada em espectrofotdmetro a 492 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. [Expressao da proteina

A producédo de proteina recombinantes em bactérias é uma das principais
alternativas para medicina moderna, e a Escherichia coli possui a sua maquinaria
geneética e bioquimica bem conhecida, crescimento rapido, boa produtividade e baixo
custo (OWCZAREK et al., 2019). O sistema (vetor + bactéria) apresentam as
caracteristicas de controle, qualidade e volume do produto desejados (GUPTA ET AL.,
2019). No aspecto ambiental ha o menor uso da industria quimica e na questdo do
bem-estar animal, ha cada vez menos a necessidade da utilizagdo de animais para
obtencdo de amostras bioldgicas.

A PCR é uma proteina util para monitoramento inflamatorio, porém inespecifica.
Um dos objetivos do presente trabalho foi utilizar a proteina recombinante para a
producdo em larga escala sem a necessidade de aquisicdo de soro para purificagao
da proteina, diferente dos trabalhos que utilizam amostras biolégicas (CASPI et al.,
1984; YAMAMOTO et al., 1992; SOLER et al., 2016). A expressdo da PCR canina
através da proteina recombinante necessita de tempo para ajustes, porém, n&o requer
anticorpos para sua purificagao e pode ser mantida em estoque.

O vetor pET é amplamente usado para produzir proteina recombinante
em Escherichia coli, € composto por um plasmideo que € inserido em bactérias
contendo o gene de interesse, que através de um promotor (IPTG) é capaz de iniciar
a transcricdo. O vetor pET 14b através de cepas de bactérias Escherichia coli -
Rosetta ™ (DE3) pRARE permitiu a obtengédo da proteina C reativa canina presente

na fragao insoluvel, desdobrada.

A bactéria Escherichia coli é utilizada por apresentar rapido crescimento, boa
capacidade de expressao, baixo custo e facilidade de cultivo, além disso, as bactérias
atuais s&o as derivadas da progenitora BL21 (DE3), com muitos anos de selegao para

desenvolvimento das melhores linhagens (ROSANO et al., 2019).

Inicialmente, a expressdo proteica seguiu o protocolo para expressédo da
proteina recombinante em bactérias BL 21 (DE3) (promotor T7/deficiente de
protease), em conjunto com o Laboratério de Imunobiolégicos no Departamento de

Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa. Porém, mesmo seguindo todos os
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protocolos e utilizando de recursos de otimizagcdo, como, mudancas de temperatura,
tempo de crescimento e concentragao de IPTG, n&o foi observada a expresséo da
proteina. Alguns fatores sao citados como impeditivos da expressao, como toxidade
da proteina recombinante e genes que expressam produtos téxicos. Se houver
toxicidade podera ocorrer a perda cepa e/ou perda do plasmideo o que pode levar ao
baixo crescimento da cultura (GROSSMAN et al., 1998).

A expressao proteica pela Rosetta™ (DE3) pLysS (pRARE) também
apresentou-se instavel com longo tempo para otimizagdo. Os genes que possuem
cédons raros, ou seja, sequéncias "estranhas" para a Escherichia coli (BL21 de
expressdo em proteinas de rotina), podem néo ser expressos de forma eficiente,
interrompendo precocemente a sintese de proteinas ou transcrevendo de forma
incorreta os aminodacidos, resultando na degradacdo proteica. Esses cédons
normalmente sdo: arginina (AGA e AGG), isoleucina (AUA), leucina (CUA) e prolina
(CCC) (FERRER-MIRALLES et al., 2009; GILEADI, 2017). Para contornar esse
problema pode-se otimizar os codons de sequéncia de genes estranhos, optar por
cepas que possuem os tRNAs de alta eficiéncia para cdédons raros, para executar a
sequéncia especifica, ou usar o promotor Lac que € um forte indutor indireto da
polimerase T7, intensificando a expressdo (FERRER-MIRALLES et al., 2009,
GILEADI, 2017).

Exemplos de duas estirpes mutantes de Escherichia coli para cédons raros s&o:
BL21-CodonPlus (DE3)-RI(P)L e Rosetta (DE3) e derivados, para corrigir a
polarizagéo (rearranjo) de cdédon e fornecer copias extras de genes raros de tRNAs
(ROSANQO et al., 2009). Ter copias extras de um gene, permite que se produza maior

quantidade de proteina.

Todavia, ao se alterar a cepa € importante observar a presenca dos plasmideos
de resisténcia e suas intercorréncias. A presenca dos plasmideos pLysS e pACYC
conferem resisténcia ao cloranfenicol, o pLysS fornece uma pequena quantidade de
T7 lisozima, que € o inibidor natural da polimerase T7 e resulta na redugdo da
expressdo. Esse plasmideo é utilizado para a redugéo da expressao basal (ROSANO
et al., 2009). Para impedir a agcdo da lisozima, é possivel a introdugdo de genes
regulatorios ou a adigdo de 0,5-1% de glicose ao meio de cultura, prevenindo a

elevagéo dessa enzima (Novagen® pET System Manual 11th Edition).
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A adigao de glicose ao meio € controversa, podendo ou n&o atuar como um
adjuvante nas condigdes de crescimento bacteriano (Novagen® pET System Manual
11th Edition). De fato, a Escherichia coli utiliza preferencialmente a glicose como fonte
energética, demonstrando excelente desempenho. Na auséncia desse carboidrato ela
€ capaz de utilizar outros fontes alternativas, nessa situagdo, ha ativagdo de genes
repressores que sao capazes de modificar e aumentar enzimas especificas para a

utilizacdo do nutriente presente (LEWIS, 2005).

A introducdo do antibidtico ampicilina no meio também pode ser um fator
impeditivo para o crescimento bacteriano, a presenca de B-lactamase e a acidificagcéao
do meio pelo crescimento bacteriano podem degradar o antibiético, permitindo o
crescimento de bactérias contaminantes (Novagen®pET System Manual 11th Edition).
Colbnias "velhas" ou multiplos cultivos podem apresentar bactérias sem o plasmideo
para resisténcia a ampicilina, o que eleva o risco de contaminacdo. Para diminuir os
danos pode-se fazer a troca de antibiotico e evitar ultrapassar 16 horas de cultivo
(Novagen®pET System Manual 11th Edition). O crescimento abundante pode levar a
sobreposicao de células e essa alta densidade celular pode impedir o contato com o
indutor (LEWIS, 2005).

Outra questao é a expressao basal, linhagens BL 21/RNA T7 (RNA polimerase
T7), podem apresentar expressdo sem a indugéo, cujo mecanismo é desconhecido.
Se essa condigdo for indesejada, pode-se fornecer pequenas quantidades de T7
lisozima, que culmina em impedir a transcri¢cao pela ligagdo a enzima polimerase T7
(STUDIER, 2014). Uma outra alternativa para bloquear a polimerase T7 é utilizar o
repressor Lac (DUBENDOREFF et al., 1991). A perda da viabilidade da polimerase T7
pode estar correlacionado com a diminuicdo da expressao e € relatado que apos 3 a

5 geragdes essa enzima diminui eficiéncia (RIPATHI et al., 2019).

Muitas melhorias na selegdo de novas linhagens ja podem ser observadas,
onde determinadas linhagens da Escherichia coli B perderam a capacidade de
biossintese de flagelo, que oferece mobilidade para a bactéria, redirecionando a
utilizagédo energética do meio de cultura para o crescimento (ROSANO et al., 2019).
Outra melhoria observada é elevacao do pH do cultivo, em torno de 7,5 a 8,5, o que
diminui a absorg&o de acido acético e impede a acidificagdo do substrato (ROSANO

et al., 2019). Ao mesmo tempo, pode-se enriquecer o meio com glicose, como ja foi
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explicado. A Escherichia coli tém preferéncia por esse agucar que € benéfico para

diminuir a produgao de acetato pela bactéria (ROSANO et al., 2019).

As cepas modernas de Escherichia coli sdo modificadas para diminuir a
eliminagdo de proteases. Duas modificacdes principais foram feitas, uma insergao
IS186 no promotor do gene lon de protease de citoplasma e uma delegc&o no gene de
protease de membrana ompT que clivava a polimerase T7 (ROSANO et al., 2019).
Essas enzimas podem causar grande prejuizo por degradacéo da proteina expressa,
principalmente no processo de lise bacteriana, onde uma grande quantidade de

enzimas citoplasmaticas e de membrana s&o langadas (ROSANO et al., 2019).

Outras caracteristicas tém sido estudadas, como as cepas com a capacidade
adequada de formacdo de ligagdo dissulfeto (maiores concentragbes de
oxidoredutase periplasmatica) (BURDETTE et al., 2018), essa caracteristica € muito
importante para dar funcionalidade biolégica para a proteina. Também, novas
linhagens para codons raros para proteinas que apresentem dificuldade de serem
expressas (ROSANO et al., 2019).

Uma outra dificuldade na obtencdo da proteina desejada € a presencga de
proteinas inativas agregadas intracelulares denominados corpos de inclusdo. A
formagdo de corpos de inclusdo, normalmente sdo resultado da sobrecarga
metabdlica (LI e RINAS, 2020). Eles apresentam as proteinas na forma insoluvel,
necessitando de redobramento da proteina e solubilizagdo, em determinados casos a
proteina perde sua funcdo bioldgica (LILIE et al., 1998). Khreiss et al., (2002),
observaram uma forma recombinante de PCR monomérica (humana) expressa em

Escherichia coli e isolada a partir de corpos de inclusdo com pureza > 95%.

Uma vantagem dos corpos de inclusédo, € a grande quantidade de proteina
expressa, além de pureza superior, protecao contra proteases e menor toxidade para
a cultura (LILIE et al., 1998). Porém, as proteinas também podem sofrer protedlise por
proteases enddgenas localizadas no citoplasma na membrana ou no espacgo
periplasmatico (WAGNER et al., 2007).

A dificuldade de secregao proteica pela Escherichia coli ainda é um mistério
para a producdo de muitas proteinas. Em escala comercial, encarece o custo de
producgao, onde os processos de purificacdo representam entre 45 e 92% dos custos

totais, necessitando do desdobramento de proteinas agregadas (OWCZAREK et al.,
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2019). Essa deficiéncia de translocagdo proteica esta relacionada com as
caracteristicas das proteinas e a incompatibilidade com a bactéria hospedeira
(ROSANO et al., 2019).

Para diminuir a formacao de corpos de inclusdo e melhorar a secre¢cao de

proteinas, existem alguns ajustes, tais como:

- Adicao de repressores de promotores mutantes: mutagdes em promotores
indiretos da polimerase T7 podem levar a superexpressao, desequilibrando o
metabolismo energético da célula, levando a saturag&o da transcrigdo e traducao,
resultando em corpos de inclusdo que impedem a secregéo de proteinas (WAGNER
et al., 2007). Esse problema & observado em estudo para expressao de proteinas de
membrana e a adi¢ao de repressores de promotores mutantes podem diminuir o dano
(WAGNER et al., 2007).

- Temperatura de cultivo: utilizar a temperatura entre 15 a 20 °C, permitindo que
o processo de transcrigdo e tradugao seja efetuado de forma mais lenta, o que auxilia
o dobramento correto das proteinas (BURDETTE et al., 2018).

- Complexidade do dobramento: pode-se aumentar o tempo de crescimento do
cultivo. Alguns trabalhos mostram que o dobramento lento permitiu a passagem de
proteinas ao contrario das proteinas de bactérias que cresceram rapidamente
(BURDETTE et al.,, 2018). Por outro lado, ao se elevar o tempo e diminuir a
temperatura de cultivo, alguns promotores de expressao podem ser inibidos por serem
mais ativos em fases de rapido crescimento e temperaturas superiores, o0 que pode
impedir a expressdo adequada, assim como a acdo das chaperonas pode ser
diminuida (BURDETTE et al., 2018).

- Tamanho da proteina: também € descrito que proteinas grandes podem
obstruir a passagem transmembrana (BURDETTE et al., 2018). Translocagcdo em
conjunto com proteinas de facil secrecdo podem ajudar nesse processo (GILEADI,
2017).

- Concentracdo de chaperonas: outra caracteristica negativa da Escherichia
coli, € a baixa concentragdo de algumas enzimas. Cepas modificadas com
concentracbes maiores de enzimas de dobramento podem auxiliar (RIPATHI et al;
2019). As chaperonas e proteases trabalham de forma sinérgica, as chaperonas

controlam a qualidade das proteinas com a capacidade de enovelamento e
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apresentam as proteases as proteinas mal dobradas para serem degradadas
(TOMOYASU et al., 2001).

Ha ainda muitos estudos, como o do sistema com a proteina YebF, que permite
observar processo de secregao em Escherichia coli, do mesmo modo, o conhecimento
dos mecanismos de excregédo basal em gram-negativas pode melhorar a expresséo
de proteinas recombinantes induzidas. Também s&o pesquisados os mecanismos
utilizados por proteinas heterdlogas periplasmaticas para conseguirem atravessar o
periplasma bacteriano. O intuito, € aprimorar a passagem das proteinas com auxilio
de transportadores e poros, porém, sem causar a lise completa da membrana e perda
da cepa (BURDETTE et al., 2018).

Por fim, acredita-se que a dificuldade de expressdo € resultado de falhas
referidas a cepa ou ao sistema utilizado para cultura. Entretanto, Shilling et al. (2020)
demonstraram que mesmo utilizando os melhores de vetores de expressao, estes
podem apresentar falhas no design. Um defeito em algum modulo do sistema pode
resultar em um efeito cascata, prejudicando desde a transcricdo até o processo de
purificagdo da proteina desejada, os autores ainda destacaram que as melhorias
apresentadas no vetor pET28a, podem ser facilmente transferidas para outros
plasmideos de expressao de pET (SHILLING et al., 2020).

5.2. SDS-PAGE e Western Blot

A proteina C reativa expressada foi visualizada e confirmada por SDS-PAGE e

Western blot, respectivamente, conforme as figuras 14 e 15.
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Figura 14 - Eletroforese de proteina para PCR canina. SDS-PAGE (15%), evidenciando a
PCR a altura de 25 KDa.
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Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Figura 15 - Anticorpos de coelhos e camundongos demonstrando afinidade com as duas
isoformas da PCR nos soros dos animais.

e ISR

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Segundo Jasensky et al. (2014) o peso molecular médio da PCR canina é de
23,5 kDa, apresentando duas isoformas de 22 e 24 KDa, em fungéo da glicosilagéo

em duas das cinco subunidades.
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A produgéo de anticorpos policlonais de coelhos e camundongos apresentaram
afinidade com as isoformas da proteina PCR nos soros dos animais, confirmando a
banda na posigéo préxima a 25 kDA no Western blot. Assim como observado por Soler
et al. (2016), os anticorpos policlonais foram obtidos de coelhos, também
apresentando sensibilidade imunologica a proteina. Outros ensaios comerciais
também utilizaram anticorpos policlonais, como o LifeAssays POCT com micro e
nanoparticulas magnéticas, o TECOmedical AG ELISA e o TECOmedical AG de fluxo

lateral.

5.3. Curva Padrao do ELISA e ensaio piloto — PCR Canina
A partir dos anticorpos obtidos dos animais (coelhos e camundongos), foi

produzida uma curva padrdo com anticorpos policlonais anti-PCR (Figura 16).

Figura 16 - Producgdo da curva padrao com anticorpos policlonais anti-PCR. A linearidade da
faixa corresponde a concentracdo de proteina em relagdo a absorbancia, regressao linear,
garantindo a sensibilidade de mensuragdo constante. Os pontos sdo os valores de
absorbancia. Andlise de regressdo R? : 0,9934 indica que as absorbancias sdo compativeis
com as concentracdes proteicas.
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Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Para o ELISA piloto foram utilizadas seis amostras de soro canino, sendo duas
amostras controle (animais higidos) e quatro provenientes de animais doentes (Tabela
5). Esse formato de ELISA necessita de dois anticorpos para a detec¢ao de epitopos
diferentes e um anticorpo marcado, o que ajuda na apreensdo do antigeno. As
imunoglobulinas de coelho foram utilizadas como fase sdlida, as imunoglobulinas de

camundongo como anticorpos primarios e o0s anticorpos secundarios anti-IgG
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camundongo conjugados com peroxidase. A proteina solubilizada sofreu diluicdo
seriada para a curva padrao e os soros dos animais foram adicionados sem diluigao,
visto que, em diluigdes anteriores nao foi possivel quantificar a PCR, optando-se por

utilizar as amostras integras.

Tabela 5 - Resultado do ensaio piloto (ELISA) ap6s a confecgéo da curva padréo.

ANIMAL ID Condicao/Enfermidade HZ;;:L
1 94 Higido -1,3999
2 104 Higido -1,1259
3 109 DRC -0,9889
4 185 Pacreatite 1,0935
5 108 Fratura -1,0163
6 204 Parvovirose 1,6141

*DRC: Doenca renal crénica

Fonte: Arquivo pessoal (2021).

As avaliacbes de desempenho do ELISA, tais como, sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negativo e acuracia, serdo realizadas

posteriormente e com maior numero amostral.

O ELISA para detecgao da PCR canina esta disponivel no mercado, porém,
mediante importagdo, uma vez que ainda nao foi disponibilizado no mercado brasileiro
um kit espécie especifico de origem nacional. Quando necessario, muitos veterinarios
ainda utilizam testes comerciais para PCR humana, o que resulta em uma baixa
reagdo cruzada diminuindo consideravelmente o valor diagnostico da PCR como
biomarcador inflamatdrio. Kjelgaard-Hansen (2010) relatou que ao usar ensaios para
PCR humana deve-se atentar que os anticorpos apresentam maior afinidade e
saturam rapidamente essas proteinas, ja que a proteina canina apresenta baixa
reatividade e em concentragdes altas podem gerar resultado inferior ao valor real da

PCR canina. As diferengas no genoma que fornecem conformagéo proteica distinta
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entre as espécies, alteram também as suas fun¢gdes, da mesma forma, ha diferenca
de anticorpos obtidos de diferentes fontes (ECKERSALL, 2019).

E importante destacar que as técnicas que utilizam soro, como a
imunoturbidimetria e o ELISA, sdo majoritariamente utilizadas para a mensuragao das
PFAs, estando presentes na maioria dos trabalhos. Jasensky et al. (2015),
observaram que € possivel a mensuracdo da PCR desde que, as sucessivas
medi¢cdes sigam a mesma técnica, pois precisdo, exatidao e coeficiente de variagao
foram discrepantes em trés técnicas: fluxo lateral, imunomagnético e
imunoturbidimétrico quando comparadas ao ELISA. E fundamental também ressaltar
que a especificidade do teste tem como objetivo evitar reagdes cruzadas com outras

proteinas, garantindo a eficiéncia do anticorpo policlonal.

Um dos primeiros imunoensaios espécie-especifico policlonal para
padronizacdo da dosagem de PCR canina demonstrou os primeiros resultados
(KJELGAARD-HANSEN et al., 2003, FRANSSON et al., 2007). Outro ELISA que
utilizou anticorpos monoclonais, conseguiu um limite de detec¢ao de 0,5 ng/mL com
limite linear de 1,6-100 ng/mL demonstrando alta sensibilidade (WARITANI et al.,
2020). Os testes para diagnostico da PCR na saliva podem ser uma forma de
diagndstico rapido e nao invasivo, a dosagem salivar pelo mesmo ELISA necessitou
de uma diluicdo 1/10, sendo correlacionada positivamente com a PCR sanguinea
canina (WARITANI et al., 2020).

Para evitar alguns erros analiticos diminuindo a imprecisao devido a pipetagem
manual, pode-se optar pelo ELISA para a bioquimica automatizada. Hillstrom et al.
(2014) apresentaram o ensaio (Gentian cCRP) automatizado com anticorpos
policlonais de galinha anti-PCR canina, resultando em turbidez aumentada na reagéo,
as amostras com PCR superiores a 300 mg/L devem ser diluidas diluidas 1: 5, e 0

limite minimo de detecgéo foi de 6,8 mg/L.

Porém, ainda hoje, ndo ha um teste padrao ouro para dosagem da PCR canina,
o que dificulta as analises comparativas. Um dos nossos objetivos futuros apos a
padronizacdo do ELISA é a confeccdo de um teste rapido semi-quantitativo, esta
etapa vai exigir grandes avangos na pesquisa. A exemplo disso, o ensaio
imunocromatografico para "point of care", que quantifica utilizando também
anticorpos policlonais de coelho anti-PCR canino, demonstrou linearidade na

deteccdo da PCR, de <11,9 mg/L até 130 mg/L, com boa correlagdo. Ainda, foi
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destacado que esse resultado s6 € possivel com amostras de qualidade
(HINDENBERG et al., 2018). A impregnacado das membranas de nitrocelulose com
elementos que mascaram a leitura sdo fatores negativos que devem ser evitados. Os
ensaios utilizados na medicina veterinaria sofrem demasiadamente com alteracdes
pré-analiticas, esses interferentes encontrados na rotina clinica, em moderada
concentragdo, nao alteraram as medi¢gdes (HINDENBERG et al., 2018). Dentre os
interferentes, podemos destacar, ictericia, hemolise e lipemia e os veterinarios nado
conseguem elimina-las totalmente, devendo as técnicas serem aprimoradas para
superar essas adversidades. Outros problemas desses dispositivos sdo relacionados
ao funcionamento do proprio analisador (HINDENBERG et al., 2018), como qualidade

das membranas e os aparatos de suporte.

Outra dificuldade encontrada, € o desenvolvimento de ensaios sem o
estabelecimento de um padrdo de calibragdo comum entre os laboratérios, como
intervalos de referéncia adequados para as enfermidades e um calibrador de padrao
ouro de uma amostra purificada do biomarcador. A utilizacdo um padrao de calibragao
internacional também poderia estreitar as variagdes dos valores encontrados em
pesquisas que utilizam a mesma enfermidade (ECKERSALL, 2019). O que se nota,
sao trabalhos que estabelecem seus proprios valores de corte para a mesma doenga,
dificultando a interpretagdo dos valores na rotina clinica. Valores de referéncia para
calibragdo de proteina de fase aguda em soro bovino e suino estdo disponiveis na
Universidade de Copenhague e na Universidade de Zaragosa, respectivamente,
porém sao necessarios esforcos para o estabelecimento para cdes e gatos
(ECKERSALL, 2019).

A proteina recombinante € usada da mesma forma que a proteina nativa para
a produgdo do padrdo de calibracdo e também para producdo dos anticorpos
policlonais ou monoclonais. Porém, estes podem nado reagir como proteina nativa,
normalmente as proteinas desdobradas apresentam esse problema, podendo nao
expor os epitopos necessarios para a interagdo com o anticorpo, diferente da
conformacdo nativa. A glicosilagdo também pode estar ausente na proteina
sintetizada, dificuldades pds traducionais sao referidas as cepas de Escherichia coli
(ECKERSALL, 2019). Em nosso estudo, apesar dos corpos de inclusao, as interagbes
antigeno anticorpo foram observadas, o que garantiu a desempenho do ELISA, e

devera ser melhorado para o desenvolvimento futuro do teste imunocromatografico.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento e o uso na medicina veterinaria de biomarcadores
inflamatodrios vem aumentando e nos cédes a utilidade da PCR se destaca. Com a
finalidade de melhorar a utilizagdo dessa proteina expressamos a proteina
recombinante PCR_dog vetor PET 14b através de cepas de Escherichia coli - Rosetta
(DE3) - plasmideo pRARE, com relativo sucesso e a confirmacéo foi realizada pelos
técnicas de SDS-PAGE, MALDI-TOF e Westen Blotting.

Produzimos também, o imundgeno a partir da proteina recombinante purificada
e imunizamos coelhos e camundongos para a produgdo de anticorpos anti-PCR
canina, os anticorpos foram obtidos e para confirmacao da reatividade com a proteina
executamos a técnica Westen Blotting, e verificamos a afinidade imunoldgica entre os

anticorpos e a proteina C reativa nativa.

Por fim, conseguimos produzir uma curva padréo e realizamos o ELISA piloto
para PCR canina. A partir dos resultado obtidos em nosso estudo, poderemos
desenvolver e futuramente padronizar o teste de ELISA para proteina C reativa

canina, genuinamente nacional, para uso no monitoramento de quadros inflamatérios.
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