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RESUMO

O perfil bioquimico sanguineo em caninos contribui na avaliacdo da saude e
diagnéstico de doencas, refletindo a situacdo metabdlica dos tecidos, lesdes
teciduais, transtornos no funcionamento de o6rgaos, desafios nutricionais,
fisiolégicos e desequilibrios metabdlicos. Sendo assim, a resposta de fase aguda
(RFA) pode ser considerada um dos marcadores mais precoces para diagndstico,
acompanhamento e prognodstico de processos patologicos. O objetivo do presente
trabalho foi validar Kkits bioquimicos comerciais para Albumina, Proteina
C Reativa, Ferritina, Alfa 1-glicoproteina acida e Imunoglobulinas M e G em
caes higidos, da cidade de Vigosa, utilizando o método de espectrofotometria
e imunoturbidimetria. Foram selecionados 74 caes higidos, 27 machos e 47
fémeas, de diferentes faixas etarias e racas. Amostras de sangue foram coletadas
por meio de pungao venosa em tubos siliconizados sem anticoagulantes para
obtencao de soro e a analise das amostras foram feitas em triplicata para cada
parametro avaliado. As concentragoes de albumina foram semelhantes as
descritas na literatura. Os resultados de alfa 1-glicoproteina acida, ferritina,
IgM e IgG encontrados se mostraram com valores inferiores em machos quando
comparados com as fémeas. Em contrapartida; os valores de PCR em machos séao
maiores que em fémeas nesse estudo experimental. Conclui-se que o método de
espectrofotometria e imunoturbidimetria podem ser utilizados na mensuracao de
albumina, alfa 1-glicoproteina acida, ferritina, imunoglobulinas M e G e proteina
C reativa.

Palavras-chave: Caes higidos, perfil bioquimico sanguineo, resposta de fase
aguda

ABSTRACT

The biochemical blood profile in canines contributes to the evaluation of health and diagnosis
of diseases, reflecting the metabolic situation of tissues, tissue injuries, disorders in the
functioning of organs, nutritional and physiological challenges and metabolic imbalances.
Thus, the acute phase response (RFA) can be considered one of the earliest markers for
diagnosis, monitoring and prognosis of pathological processes. The objective of the present
work was to validate commercial biochemical kits for Albumin, C Reactive Protein, Ferritin,
Alpha I-acid glycoprotein and Immunoglobulins M and G in healthy dogs, from the city of
Vicosa, using the method of spectrophotometry and immunoturbidimetry. 74 healthy dogs
were selected, 27 males and 47 females, of different age groups and breeds. Blood samples
were collected by venipuncture in siliconized tubes without anticoagulants to obtain serum
and the samples were analyzed in triplicate for each evaluated parameter. The albumin
concentrations were similar to those described in the literature. The results of alpha 1-acid
glycoprotein, ferritin, IgM and IgG found were found to be lower in males when compared
to females. In contrast; PCR values in males are higher than in females in this experimental
study. It is concluded that the spectrophotometry and immunoturbidimetry method can be
used to measure albumin, alpha 1-acid glycoprotein, ferritin, M and G immunoglobulins
and C-reactive protein

Keywords: Acute phase response, blood biochemical profile, healthy dogs
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INTRODUCAO

O perfil bioquimico sangui-
neo é de estrema importancia para
contribuicdo na avaliacdo da sau-
de e diagnostico junto ao histoérico e
anamnese do animal. A composicao
bioquimica do plasma sanguineo nos
reflete a situacdo metabdlica dos te-
cidos, podendo avaliar lesbes tecidu-
ais, transtornos no funcionamento de
orgaos, desafios nutricionais, fisio-
logicos e desequilibrios metabdlicos
(GONZALES&SCHEFFER, 2003).
Quando adequada-

mente, os valores encontrados no

interpretados

plasma sanguineo fornecem impor-
tantes informacoes que contribuem
para formacao de diagnoésticos dife-
renciais, monitoracoes de tratamen-
tos e a prognosticos. (GONZALES et
al., 2008)

Foram selecionadas para ava-
liacdo no presente estudo algumas
proteinas, conhecidas como Prote-
inas de fase aguda (PFA). As prin-
cipais PFA descritas em caes, sao a
albumina, transferrina, alfa-1 gli-
coproteina acida (AGP), Amiléide A
sérica (SAA), ceruloplasmina, ferriti-
na, fibrinogénio, haptoglobina (Hp) e
proteina C reativa (PCR) (CARNEI-
RO, 2013)

A resposta de fase aguda é
uma reacao inflamatoéria que ocorre

depois de qualquer agressao e inclui

Ana Clara de Lima Cupertino er al | 206

mudancas na concentracao de protei-
nas plasmaticas denominadas prote-
inas de fase aguda (PFA), que podem
aumentar ou diminuir a concentra-
cao. Sao chamadas PFA negativas
aquelas que apresentam reducao da
concentracao e PFA positivas aque-
las cuja concentracao se eleva. (CAR-
NEIRO, 2013). A resposta de fase
aguda pode ser considerada um dos
marcadores mais precoces para diag-
noéstico, acompanhamento e prognos-
tico de processos patolégicos ou doen-
cas (CERON et al., 2005)

A albumina em condi-
coes de higidez é a proteina que
apresenta maior concentracao
plasmatica, correspondendo a 60%
da concentracao total de proteinas.
Dentre suas funcoes destacam-se a
manutencao da pressao coloidosmo-
tica e o transporte de substancias
como acidos graxos, colesterol, bilir-
rubina, 6xido nitrico e outros ions
(KANEKO et al., 2008). A Alfal-gli-
coproteina acida (GPA) é considerada
uma PFA moderada em cées. E sin-
tetizada e secretada principalmente
pelos hepatoécitos. As principaisfun-
¢oes sao imuno-modulacao e ligacao
a farmacos (YUKI, 2010).

A ferritina sérica reflete os
estoques corpéreos totais de ferro, é
a principal proteina de reserva deste
metal no organismo. As técnicas para

a determinacdo da ferritina sérica
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sao reacoes dirigidas por anticorpos,
como radioimunoensaio, ELISA, imu-
noturbidimetria e quimiolumines-
céncia, de alta sensibilidade(PIRES
2011). As

sao formadas por cadeias de protei-

etal., imunoglobulinas
nas, que estdo presentes em diver-
sos fluidos organicos no organismo
animal. A imunoglobulina (Ig) de
maior concentracao no soro dos caes
¢ a IgG constituindo cerca de 70-75%
da quantidade de imunoglobulinas
no soro, seguida pela IgM e a IgA. A
1munoglobulina G é considerada a de
maior atuacio na barreira de defesa
mediada por anticorpos. (TIZARD,
2002).

A PCR é uma proteina de fase
aguda produzida pelo figado e sua
concentracao eleva-se em situacoes
de lesdo tissular ocasionada pelos
mais diversos fatores. Em céaes, os
niveis elevados dessa proteina geral-
mente estdo correlacionados a pre-
senca e extensdo da infeccdo, bem
como valores sucessivamente decres-
centes indicam boa resposta a tera-
péutica empregada. (MOURA, 2014)

Em caes a mensuracao das
PFAs tem sido utilizada com mais
frequéncia, uma vez que possibili-
ta ao clinico estabelecer diagnoéstico
precoce, em relacao aos outros testes
laboratoriais utilizados na rotina cli-
nica de pequenos animais, influen-

ciando o procedimento terapéutico e
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consequentemente o estabelecimento
de prognoésticos mais precisos, evi-
tando assim, a piora do paciente e até
possivel 6bito (RODRIGUES, 2011).
A partir destas informacées, o
objetivo do presente trabalho foi rea-
lizar a validacao de kits comerciais,
determinando valores de normalida-
de para Albumina, Proteina C Rea-
tiva, Ferritina, Alfa 1-glicoproteina
acida e Imunoglobulinas M e G em
caes higidos, procedentes da cidade
de Vigosa, com o auxilio diagndstico
usando-se reagentes Bioclin® pelos-
métodos de espectrofotometria e imu-
noturbidimetria, a fim de verificar se
essa metodologia pode ser utilizada
nessa espécie e se existe variacoes

entre os sexos.
MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no
Centro Universitario de Vicosa- Uni-
vigosa - Avenida Maria de Paula San-
tana, n°® 3815, bairro Silvestre, Vico-
sa — Minas Gerais, CEP 36.576 -340,
no Laboratorio de Pesquisa Animal
(LAPAN), no periodo de marco a se-
tembro de 2020.

A realizacao deste estudo expe-
rimental seguiu as Normas de Condu-
ta para o Uso de Animais no Ensino
e Pesquisa, atendendo as resolucgoes

do Colégio Brasileiro de Experimen-
tacdo Animal (COBEA) e do Conse-



lho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), bem como o Comité de Eti-
ca e Pesquisa com uso de animais do
Centro Universitario - UNIVICOSA
e aprovado sob o numero de protocolo
CEUA N° 042.2020.01.01.15.03.
Foram utilizadas 74 amostras
de soro e plasma de caes higidos, re-
sidentes na cidade de Vigcosa- MG,
sendo estes animais 27 machos e 47
fémeas, de diferentes faixas etdrias
e racas. Os animais foram submeti-
dos a jejum alimentar de 8 horas e
as coletas foram feitas em domicilio,
obedecendo as normas para a espécie
canina de acordo com FEITOSA et al.
(2008).Para selecdo dos animais es-
tudados, foi realizado o exame fisico e
laboratorial de triagem (hemograma)
definindo-os como higidos.

As coletas foram realizadas
por meio de puncao venosa da veia
jugular externa, utilizando agulhas
hipodérmicas 25x8 descartaveis e
seringa de 10mL. Antes das coletas
foi realizada a tricotomia e antissep-
sia local com alcool 70% e algodao. O
sangue fol acondicionado em tubos
sem anticoagulante para obtencao
de soro e tubos com etilenodiamino-
tetracético (EDTA) para a realizacao
do hemograma.

Para o estudo foram sele-
cionados e avaliados os seguintes
constituintes bioquimicos: proteina

C-reativa, Imunoglobulina M, Imu-
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noglobulina G, alfa 1-glicoproteina
acida, ferritina e albumina.

As mensuracoes de albumina
foram realizadas utilizando o méto-
do espectrofotometria e os demais
constituintes pelo método de imuno-
turbidimetria por meio de analisador
bioquimico automatico BioClin 2000
(Bioclin®), com o uso de kits comer-
cialis para cada variavel. Os hemo-
gramas foram realizados por meio de
contagem automatica em aparelho
hematolégico HEMATOCIin 2.8 VET
(Bioclin®). A contagem diferencial de
leucécitos e contagem de plaquetas
foi realizada pela visualizacdo das
células no esfregaco sanguineo cora-
do pela técnica de coloracao rapida
(Panético).

A albumina foi dosada atra-
vés do teste colorimétrico por meio
do verde de bromocresol (VBC) que
forma um complexo corado, que exibe
um espectro de absorcao diferente do
corante no seu estado livre, permitin-
do, assim, a dosagem de Albumina.

As mensuracoes de Alfa 1-gli-
coproteina acida, IgG e IgM foram
feitas por imunoturbidimetria onde
0 reagente permite a determinacao
quantitativa destes no soro humano
por imunoprecipitacdo, na presenca
de um polimero ativador que aumen-
ta a sensibilidade e a velocidade do
ensalo imunoturbidimétrico, forman-

do com o antisoro especifico um com-
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Tabela 1. Média, desvio padrao (DP), coeficiente de variacdo (CV) e intervalo de confianca

(IC) dos valores de albumina, alfa 1-glicoproteina acida, ferritina, imunoglobulina M, imu-

noglobulina G e Proteina C Reativa séricos em caes machos

Macho
Parametro . IC (95%)
N Média DP CV (%) . .

Minimo Maximo
Albumina (g/dL) 80 3,39875 0,412309 12,13118 3,308401 3,489099
Alfa 1 glicoproteina 81 3,469136 2,092166 60,308 3,013517 3,924755
(mg/dL)
Ferritina (ug/L) 81 22,64741 23,74965 104,867 17,47536 27,81946
Imunoglobina G (mg/dL) 81 272,0864 48,22453 17,72397 261,5844 282,5885
Imunoglobina M (mg/ 81 89,0613 19,80236 22,23443 84,74929 93,37416
dL)
Proteina C reativa 81 0,495062 0,471143 95,16845 0,392459 0,597664
(mg/L)

e N= Corresponde ao niumero de animais utilizados na pesquisa em triplicata |

plexo insoluvel produzindo turbidez,
cuja absorbancia é proporcional a
concentracao da Alfa 1-glicoproteina
acida, IgG e IgM na amostra.

Foi determinado o ponto final
da concentracio da ferritina através
de medicdo fotométrica da reacao
antigeno-anticorpo, entre particu-
las de latex marcadas com anticor-
po anti-ferritina e ferritina presente
na amostra. Ja a proteina C reativa,
consistiu na realizacao do teste imu-
noturbidimétrico, onde as particulas
de poliestro recobertas com anti-PCR
se misturam com a amostra forman-
do agregados em presenca da PCR. O
processo de aglutinacido que se forma
provoca um aumento do tamanho das
particulas e consequentemente um
aumento da absorbancia que é medi-
da por comparacao com o Calibrador

de concentracao conhecida.
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Os dados foram submetidos
a analise estatistica descritiva para
obtencao de médias, desvio padrao,
coeficiente de variacio e intervalo de
confianca. Ademais, os dados foram
submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) para que as médias fossem
comparadas por meio do teste t de
Student, utilizando-se software Sig-
maPlot 12.0 (Systat Software Inc.,
San Jose, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estu-
do sobre os constituintes: albumina,
alfal- glicoproteina acida, ferritina,
proteina-C-reativa, IgG e IgM dos
caes foram descritos na tabela 1 (ma-
chos) e na tabela 2 (fémeas).

A albumina é uma proteina de

fase aguda negativa nos mamiferos,



sendo assim, frente a uma agressio
ao organismo e a formacido de uma
resposta 1munoldgica, a albumina
tende a diminuir sua concentracao
nesses animails doentes (MURATA-
et al., 2004). Quando comparados
os valores de albumina obtidos no
presente estudo, com o trabalho re-
alizado por Calazans et al. (2009), é
possivel notar uma semelhanca entre
os resultados (Tabelas 1 e 2), mesmo
com diferentes métodos de andlise,
este estudo foi realizado pelo méto-
do deespectrofotometria,ja o autor
utilizou em seu trabalho o método
eletroforese em gel de poliacrilami-
da, comparando animais higidos com
animais com linfoma.

De acordo com Vieira (2009),
em seu estudo, os valores de albu-

mina encontrados em cdes sadios
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(3,62+0,26) e em caes linfomatosos
(3,61+0,64) analisados por meio de
eletroforese em matriz de gel de po-
liacrilamida, considerados pelo autor
dentro da normalidade nos valores de
concentracao sérica, se assemelham
com o presente trabalho (tabela 1 e
2), mesmo utilizando técnicas dife-
rentes.

Segundo Murata et.al. (2004)
a alfa glicoproteina é estimulada
principalmente pela citocina inter-
leucina 1, levando a um aumento
precoce desta proteina logo apds uma
infeccdo ou um dano tecidual e sua
normalizacdo sérica logo apds o fim
deste estimulo. Em um estudo reali-
zado por Kogika et al. (2003), foram
avaliados 11 caes higidos como gru-
po controle, possuindo menos de seis

meses de idade, para determinacao

Tabela 2. Média, desvio padrao (DP), coeficiente de variacdo (CV) e intervalo de confianca

(IC) dos valores de albumina, alfa 1 glicoproteina acida, ferritina, imunoglobulina M, imuno-

globulina G e proteina C reativa séricos em cadelas.

Fémea

Parametro . IC (95%)

N Média DP CV (%) . .

Minimo Maximo

Albumina (g/dL) 140  3,287857  0,460445 14,0042 3,211586  3,364129
Alfa 1 glicoproteina

141 3,70922 1,914378 51,61134  3,393225 4,025205
(mg/dL)
Ferritina (ug/L) 141 21,89277  19,55726  89,33209 18,66467 25,12086
Imunoglobulina G

141 270,2199 168,976  62,53277 242,3289 298,1108
(mg/dL)
Imunoglobulina M

141 91,22695  18,35848 20,12397 88,19672 94,25718
(mg/dL)
Proteina C reativa
(mg/L) 141 0,719362  0,648162 90,10244 0,612377 0,823647
mg

e N= Corresponde ao nimero de animais utilizados na pesquisa em triplicata
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da alfa glicoproteina acida foi utiliza-
da a metodologia descrita por ELSON
(1974, sendo A=400nm), encontrando
valores entre 1,39 a 0,54 (gl.-1) de gli-
coproteina acida (GPA), sendo estes
inferiores aos encontrados neste es-
tudo experimental, descritos nas ta-
belas 1 e 2.

Vieira (2009) avaliou em seu
trabalho valores de alfa glicoproteina
(GPA) por meio do sistema vertical de
eletroforese (PROTEAN II XI- VER-
TICALETROPHORESIS CELLS® —
BIO-RAD) em caes sadios e caes lin-
fomatosos, em seu grupo controle de
caes sadios, os valores encontrados de
GPA foram entre 0,02 a 0,1g/dL, valo-
res estes muito diferentes do presente
estudo. Em contrapartida, de acordo
com Yuki et al. (2010), a alfa 1-glico-
proteina acida possul um intervalo
de referéncia de 152 a 576mg/L e em
animais recém-nascidos apresentam
valores reduzidos de 122 + 54mg/L.

De

al.(2011), a ferritina é a principal

acordo com Pires et
proteina de reserva de ferro no or-
ganismo animal, sendo assim, os
seus niveis séricos refletem o esto-
que corporeo total deste mineral no
organismo. KEste mesmo autor, em
estudo experimental nao conseguiu
determinar os valores séricos de fer-
ritina em caes sadios, onde todos os
valores encontrados foram inferiores

a 0,1 pg/dL, acredita-se que isso te-
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nha ocorrido, porque as dosagens de
ferritina foram realizadas com kits de
reagentes comerciais fabricados para
humanos, nao apresentando a mesma
especificidade para a espécie canina.
Diferente do presente estudo, as do-
sagens de ferritinas foram realizadas
em animais sadios por meio de kits
comerciais para dosagem de ferritina
Bioclin®, pelo método de imunoturbi-
dimetria, utilizando aparelho Bioclin
2200, com adaptacao da linearidade
do teste, a fim de detectar menores
valores.

Os valores encontrados de fer-
ritina neste estudo (tabela 1 e 2) estao
dentro dos valores citados por Kaneko
et al. (2008). Eles avaliaram também
em seu trabalho os valores das imu-
noglobulinas IgG e IgM, que se apre-
sentaram em concentracoes distintas,
com valores menores do que os encon-
trados no presente trabalho (Tabelas
1 e 2), valores estes, encontrados em
coletas do fluido cerebral, diferentes
das amostras avaliadas neste estudo
experimental.

Jano estudo realizado por Viei-
ra (2009) foi avaliado as imunoglobu-
linas, em cées linfomatosos e sadios,
por meio de analise de fracionamento
eletroforético, encontrando valores de
IgG de cadeia leve 0,24 a0,52 g/dl, e
IgG de cadeia pesada 0,26 a 0,94 g/dl,
resultados semelhantes ao presente

trabalho ao converté-los em mg/dl.



A proteina C reativa (PCR) é
uma proteina de fase aguda sinte-
tizada no figado apés um dano teci-
dual, este causado por infeccoes, in-
flamacées e/ou traumas (YASUKO
et al, 1994). Sendo assim, Munhoz
(2012) realizou um estudo experi-
mental infectando cies com Ehrli-
chia cani,observando aumentos nos
valores de PCR, semelhantes a An-
zileiro et al. (2013) em seu trabalho
com caes infectados por Micrococcus
luteus, como um indicativo de proces-
so inflamatério e infeccioso no ani-
mal.

No presente trabalho o inter-
valo de confianca para PCR foi en-
tre 0,39 a 0,59 mg/L (machos) e 0,61
a 0,82 mg/LL (fémeas), semelhantes
aos valores encontrados por Tecles et
al. (2009), que em seu estudo encon-
trou valores de PCR entre 0,18 ¢ 1,78
mg/L em caes sadios.

De acordo com Carvalho et
al. (2008), avaliando cadelas higidas
e cadelas com piometra foram en-
contrados valores de PCR inferiores
em cadelas saudaveis e valores au-
mentados em cadelas doentes. Esses
achados corroboram com o presente
estudo, em que cadelas higidas apre-
sentam um valor inferior de PCR. Ja
no trabalho realizado por Schmidt et
al. (2018) avaliando as proteinas de
fase aguda em dois protocolos cirur-

gicos distintos de ovariohisterecto-
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mia em 17 cadelas, através de kits co-
merciais ELISA validado para caes,
obtiveram valores de PCR entre 5 a
10ug/mL, valores esses, superiores
aos encontrados neste estudo, o que
pode ser explicado pelos diferentes
métodos de analises utilizados em

cada estudo.
CONCLUSAO

Conclui-se que o método de es-
pectrofotometria e imunoturbidime-
tria podem ser utilizados na mensura-
cao de albumina, alfa 1-glicoproteina
acida, ferritina, imunoglobulinas M e

G e proteina C reativa em caes.
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