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Utilizacdo de técnicarapida de aglutinacdo em latex para determinacao
semiquantitativa dos niveis séricos de proteina C reativaem caes*

Use of a rapid latex agglutination technique to measure C-reactive protein levels in dogs
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RESUMO

A determinacéo dos niveis de proteina C reativa vem se tornando uma ferramenta bastante Gtil na clinica canina
para a avaliacdo de variados tipos de quadros infecciosos e inflamatdrios, porém a técnica correntemente utilizada € pouco
acessivel economicamente e comercialmente indisponivel no Brasil. O presente estudo teve como objetivos testar uma técnice
acessivel e de facil realizacéo para a determinacao clinica dos niveis séricos de proteina C reativa em cées. O sieo originario
coleta sanguinea venosa de trinta cdes em jejum de 12 horas, machos e fémeas, clinicamente sadios, separados em gru
controle (n=15) e grupo obeso (n=15) foi submetido simultaneamente as duas técnicas para determinacéo dos niveis de
proteina C reativa, considerando-se a de uso corrente (ELIGAJ standardA partir da aplicacéo de andlise de variancia
(ANOVA) nao paramétrica e teste de Wilcoxon, valores mais baixos de proteina C reativa foram observados para o grupo obeso,
tanto através de ELISA (p < 0,001) quanto de aglutinagdo em latex (p < 0,01). Além disso, as técnicas mostraram uma correlagao
positiva significativa entre si (p < 0,0012R0,62). A aglutinagdo em latex mostrou ser um teste eficaz e clinicamente Util para
a determinacdo semiquantitativa dos niveis de proteina C reativa na espécie canina.

Descritores: inflamacgéo, obesidade, sistema imune, anticorpos.

ABSTRACT

The measurement of C-reactive protein levels is becoming a useful tool in canine clinics to evaluate a number of
infectious and inflammatory diseases, however the technique currently used is expensive and unavailable in Brazil. The
present study had the aim of testing a low-cost and easy-performing technique for clinical determination of C-reactive protein
serum levels in dogs. Thus, the serum originate from venous blood collection of thirty, 12-fastened, male and female, healthy
dogs, shared in control group (n=15) and obese group (n=15) was submitted simultaneously to both techniques to determine
C-reactive protein serum levels, considering the currently used (ELISA) the gold standard technique. Lower levels of C-
reactive protein were observed in obese group, through as ELISA (p < 0.001) as latex agglutination as compared by non-
parametric ANOVA and Wilcoxon test (p< 0.01). Additionally, the technigues showed a significant positive correlation between
each other (p < 0.0012R 0.62). Latex agglutination showed to be an efficacious and clinically useful test to semi-quantitative
measurement of C-reactive protein levels in canine species.
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INTRODUCAO MATERIAIS E METODOS

A proteina C reativa (PCR) consiste em uma Trinta cé@es, machos e fémeas, sadios, de dife-
proteina de fase aguda produzida pelo figado e tecifntes racas, foram usados neste estudo. Previamente
adiposo sob estimulo de mediadores pré-inflamat@®0 experimento, sua satde geral foi avaliada através de
rios, dentre os quais citam-se fator de necrose tumorgkxames clinico-laboratoriais. Os animais foram pesados
(TNF=) e interleucinas (IL) 1 e 6, seus aumentos séricd Seu escore de condicdo corporal (ECS) conforme a
estando relacionados a quaisquer eventos que leverfsgala de 9 pontos, foi determinado [5,6]. Quinze caes
injuria tecidual [1,8], com a funcdo de opsonizacéo 8Ujos ECS permaneceram entre 3 e 5 foram enqua-
ativacdo do complemento. Devido ao seu carater agétados nagrupo controle, enquanto os outros 15, cujos
do, tais elevacdes ocorrem antes das demais manifE&S permaneceram entre 7 e 9 foram enquadrados
tacdes ctiico-laboratoriais inflamatdrias e infecciosas0 grupo obeso. O sangue venoso foi coletado apos
como febre, neutrofilia e monocitose [9], sendo tami€jum de 12 horas e o soro foi imediatamente separado
bém importante no acompanhamento do restabele€i-armazenado para posterior determinacdo simultanea
mento clinico do animal, quando ocorre a queda dé¥s niveis séricos de PCR por ELI®Aaglutinacéo em
niveis séricos de PCR. O canino n&o responde tao béeX. Os ensaios foram realizados ckits comerciais,
com aumento de fibnogénio nos quadros inflama- de acordo com as instrucoes dos fabricantes. Para a
térios agudos [13] como equinos e bovinos. Portantéécnica de ELISA, cada amostra teste, assim como as
a mensuracado sérica de proteina C reativa se mosiffostras da curva padrdo, foram dosadas em duplicata.
eficaz na avaliacgo inflamatéria principalmente na merf:P0s a incubagéo recomendada, a leitura das microplacas
cionada espécie, em detrimento de outras provas. foi realizada em equipamento leitor de ELFSAm

A técnica consideradgold standarcpara esta  laboratoriopréximo. Para a técnica de aglutinacdo em
avaliacdo,enzyme-linked immunosorbant assayatex, os soros foram diluidos seriadamente, até que a
(ELISA), apesar de especifica para a espécie em quéglutinacéo nao fosse mais evidenciada visualmente,
t30, j& que emprega microplacas revestidas coffmparando-se com o controle positivo, e o resultado
anticorpos contra CRP canina, é bastante dispefth mg/L foi obtido multiplicando-se o fator da ultima
diosa, pois requer o uso de equipamentos e materifi$li¢do, cuja aglutinacéo ocorreu, por 6, conforme ins-
inexistentes no mercado nacional, sendo utilizada mdiicoes do fornecedor.
em pesquisas do que clinicamente. Todos os principios éticos recomendados quan-

O presente estudo tem por objetivo compardp a utilizacdo de animais em experimentos foram obser-
0 emprego da técnica de aglutinacédo rapida em latesados (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).
através de unkit humano disponivel no mercado Para testar o efeito da obesidade sobre os ni-
nacional com a técnica de ELISA, ja estabelecidgeis séricos de proteina C reativa determinada por am-
para a quantificacdo de proteina C reativa caninabos os testes, foi utilizada ANOVA ndo paramétrica.
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Figura 1. Valores médios e erros-padrdo de proteina C reativa entre grupos obeso e controle, determinados por aglutinacdo em
latex (p = 0,0013) e ELISA (p = 0,0004). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos pelo teste de Wilcoxon (*).
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Tabela 1.Valores médios, maximos, minimos e devios- O kit empregado para realizacdo da técnica de
padrdo de proteina C reativa em mg/L de cées, determi- 5q)tinacdio em latex baseia-se na reacdo imunologica
nados por ELISA ou aglutinagdo em latex. .

entre a PCR de amostras de pacientes ou soros contro-

TESTE VALOR N le e seu anticorpo antiPCR humana correspondente
i 56+ 108 " Ii.gades. a _partl'culas de, !étex, sendo que a reagz?p posi-
(05-88) tiva ,e |nd|qada pela nitida aglutinacdo das particulas
de latex (Figura 3).
LATEX 480279 20 O fato de as espécié®mo sapieng Canis
(5-192) lupus familiarisapresentarem 60% de homologia tor-

Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam p < 0,05. ng relativamente alta a probabilidade de reacdes cruza-
das entre anticorpo humano e PCR canina. Uma corre-

As médias foram comparadas pelo teste Wilcoxon. _ . L .
lacdopositiva altamente significativa foi observada

Para compe.lragafo dos ’resultados obt@os pelas tecgﬁtre as técnicas utilizadas (p < 0,001=R,62; Figu-
cas de aglutinagdo em latex e ELISA, foi realizada uma . ~
ra 2). Assim, e pela confirmagéo dos resultados quan-

analise de correlagcao simples. O nivel de significanci )
0 as mesmas amostras foram submetidagoéb

considerado foi de 95%. As analises foram realizada? . - LT
- . standard(Figura 1), o teste rapido de aglutinacdo em
utilizando-se o programa estatistico JMP . . 2 .
latex mostrou-se eficaz na determinagdo dos niveis
RESULTADOS séricos de PCR canina. Outras provas, como a
£ b tcni de ca b agﬁlutinaqéo em latex capilar reversa passiva com
M ambas as lecnicas, 0 grupo de caes obesgy icorpos antiPCR canina [12,15], o ensaio fluorimétrico

: . al
apresentou valores mais baixos de PCR do que o gr (1] e a imunocromatografia [7] ja foram comparadas &
“LISA canina, com bons resultados, porém ekigs

controle (p < 0,01; Figura 1), além de ter sido obse
L . Bmbém ndo estdo comercialmente disponiveis no
técnicas (p < 0,001, r = 0,62; Figura 2). @dores Brasil

encontrados com o emprego da aglutinacdo em latex

foram ?a'éljllst?: do<qge0;s_rert1)c?nt£ados €om 0 €Macso em latex foram maiores do que os obtidos atra-
prego de (P ,05; Tabela 1). vés da mensuracdo por ELISA, os dltimos permane-
DISCUSSAO cendo dentro dos valores de referéncia para a espécie

[4,11]. Trabalhos anteriores j& mencionaram que 0S

q _Dlve~rsads tecnllcas Ja’fc_)ramdempregada_s Para & eis de PCR encontrados por um laboratério ndo
eterminagao dos valores sericos de PCR carenag podem ser comparados com os de outro [10]. Esta

ensaio imunoelétrico [2], ELISA [4], ensaio im“notubi'informagélo, aliada ao fato de se tratarem de duas téc-
dimétrico [3] aglutinacdo em latex capilar reversa PaSyi~as diferentes, explica por que os valores de PCR

siva [12], cromatografia [7] € imuno-fluorimetria [11]. observados entre as duas técnicas foram diferentes

Os valores de PCR obtidos através da agluti-

(p < 0,05). Assim, tais valores de referéncia (Tabela 1)

10 R?=0 62 devem ser considerados quando esta técnica for empre-

' p<0,01

gadaclinicamente. Pode-se afirmar que a técnica é
precisa, amparando-se nos mesmos resultados obser-
vados entre 0s grupos, por ambas as técnicas (valores

PCR (mg/L) ELISA
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Figura 2. Correlagéo entre Aglutinagéo em Latex (eixo X) erigura 3. Teste de aglutinagdo em latex. Amostra 2: positi-
ELISA (eixo y) na determinacéo de protei-na C-reativa (mg(g (niveis de PCR > 6mg/L); Amostras 1 e 3: negativas
L) em 30 amostras de soro canino. (niveis de PCR < 6 mg/L).
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mais baixos em animais obesos do que em controlegyiutinagdo em latex pode ser encontrado comercial-
devido a ambas as técnicas terem sido empregadaspiénte na propria cidade em que o experimento foi
soro dos mesmos animais e pela correlacao positiy@anzadO, o0 custo com material de consumo por
altamente significativa entre as duas técnicas. amostra na utilizacso deste teste foi aproximadamente

O fato de os animais obesos apresentarei go, menor em relacdo a ELISA e & técnica pode

valores mais baixos do que os controles ja foi disCyg, empregada no ambulatério, sem a necessidade
tido em trabalhos anteriores [14], sendo explicadgg ge adquirir equipamentos.

pelo efeito do colesterol e dos triglicerideos sobre a
PCR enao é o objetivo do presente experimento. Os CONCLUSAO
niveis dePCR de todos os animais determinados atra- Conclui-se que &it humano de aglutinagéo

vés deELISA permaneceram dentro dos valores dgp, stex pode ser utilizado clinicamente para a deter-

referéncia para teste. Assim, pode ser extrapoladoyinacsg semiquantitativa dos niveis séricos de PCR

que 0s valores encontrados na prova de aglutina¢ignin, porem, a sua interpretagdo deve ser embasada

em latex ambeém se encontram dentro do normal pargy, yajores de referéncia obtidos através da mesma
a espéciepara o tipo de técnica. téchica

Os problemas encontrados durante o empre-
go da técnica consideragmld standarddurante o Agradecimentos. Os autores agradecem aos 6rgéos
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