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RESUMO

O objetivo foi determinar a concentracdo sérica de proteina C-reativa em cadelas
higidas, gestantes e com piometra, para auxilio diagnéstico. Coletaram-se amostras de
29 cadelas, divididas em trés grupos: Grupo 1 - saudaveis em diestro (10); Grupo 2 -
gestantes (9); e grupo 3 — com piometra (10). A concentracdo sérica da proteina C-
reativa foi mensurada por reacdo de aglutinacdo, com o kit especifico. Ndo houve
diferenca entre grupos (p<0,05). Pdde-se concluir que a utilizacdo da concentracao de
proteina C-reativa para o diagnostico gestacional precoce e de piometra em cadelas ndo
apresentou eficacia diagnostica.

Palavras-chave: cadela, proteina C-reativa, obstetricia

ABSTRACT

The objective was to determine serum concentrations of C-reactive protein in healthy
dogs, pregnant and with pyometra, to aid diagnosis. Samples were collected from 29
dogs were divided into three groups: Group 1 - healthy in diestrus (10), Group 2 -
women (9) and group 3 - with pyometra (10). The serum concentration of C-reactive
protein was measured by agglutination reaction with the specific kit. There was no
difference between groups (p <0.05). It was concluded that the use of the concentration
of C-reactive protein for diagnosis of early pregnancy and pyometra in dogs showed no
diagnostic efficacy.
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INTRODUCAO

As proteinas de fase aguda (APPs) sdo uma classe de moléculas liberadas em
condigdes fisiologicas normais, tais como na gestacdo, e na presenca de doencas
inflamatdrias. Dentre as APPs positivas, ou seja, aquelas que se elevam durante a
resposta de fase aguda, a proteina C-reativa (CRP) age semelhante ao anticorpo
promovendo a ativacdo do sistema complemento e permitindo a captacdo de patdgenos
por meio de fagocitos (TIZARD, 2002; CERON et al., 2005). Ainda, esta proteina
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possui acdes antiinflamatorias como inibicdo da producéo de superdxido, degranulagdo
neutrofilica e diminuicdo do acUmulo de neutrofilos em sitios inflamatdrios
(MARNELL et al., 2005).

Em cées, o aumento dos niveis séricos de CRP tem sido descrito em doencas
infecciosas como leptospirose, babesiose e parvovirose, assim como em traumas
cirargicos, tumores (linfoma e hemangiossarcoma), pancreatite aguda, anemia
imunomediada, artrite, glomerulonefrite e inflamacdes experimentais (NAKAMURA et
al., 2008). Sugere-se que cadelas com piometra apresentam a concentracdo de CRP
aproximadamente nove vezes maior ao comparar com animais sadios e os valores para
este mediador podem ser utilizados para averiguar a severidade do processo
inflamatdrio nos animais acometidos por piometra antes e ap0s o tratamento cirargico
(DABROWSKY, 2007; CARVALHO, 2008).

Em cadelas, a ocorréncia de doenca inflamatoria uterina durante o diestro gera
duvidas quanto ao diagnostico diferencial entre gestacdo e piometra. Alguns autores
comentam sobre possiveis alteracbes nas concentracdes séricas de varias proteinas de
fase aguda nessa fase do ciclo estral, incluindo a CRP (CONCANNON, 1997,
KUSTRITZ, 2005). Eckersall et al. (1993), propuseram a determinacdo da concentracéo
plasméatica de CRP como método de diagndstico precoce de gestacdo (a partir da
terceira semana de gestacdo), baseado em sua elevagdo no periodo de implantacéo e
desenvolvimento placentario decorrente da reacdo inflamatéria induzida pela invasdo
embrionaria do endométrio.

O objetivo do presente estudo foi determinar a concentracdo sérica de CRP em
cadelas higidas, gestantes e com piometra, comparando os valores obtidos nos
diferentes grupos experimentais. Também, o trabalho visa avaliar o potencial e a
capacidade diagnostica da CRP na detecgdo precoce da gestacdo e/ou a diferenciacdo

deste processo com piometra.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizadas neste estudo 29 cadelas de diferentes idades e ragas, pacientes

do Setor de Obstetricia da UNESP/Jaboticabal. Os animais foram submetidos a
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anamnese, avaliacdo clinica e citologia vaginal para determinacdo da fase do ciclo
estral. Apds as avaliagdes, as cadelas fora divididas em trés grupos experimentais:
Grupo 1 — controle: foram utilizadas dez cadelas da raca Beagle, higidas, e em inicio
de diestro, pertencentes ao canil experimental da UNESP/Jaboticabal.

Grupo 2 — cadelas gestantes: foram utilizadas nove cadelas, provenientes de criadores
comerciais das cidades da regido de Jaboticabal. A confirmagdo da gestacdo foi
realizada somente ap6s nascimento dos filhotes.

Grupo 3 — cadelas com piometra: utilizaram-se dez cadelas com quadro clinico de
piometra.

Todos os animais foram submetidos a punc¢do da veia jugular externa para coleta
de 4 ml de sangue. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por
aproximadamente dez minutos e posteriormente centrifugadas a 3000 rpm para a
separacdo do soro, sendo entdo armazenadas em tubo tipo eppendorf e mantidas
congeladas a temperatura de - 20°C até 0 momento da analise.

Quantificacdo da concentracdo sérica da proteina C-reativa

A quantificacdo sérica da CRP foi realizada por reacdo de aglutinacdo em latex
utilizando kit comercial®. O kit tem sensibilidade para detectar concentragdes de CRP de
no minimo 6,0 mg/L utilizando particulas de poliestireno de aproximadamente 0,2
micra de diametro, estabilizadas em tampdo de pH 8,2 e sensibilizadas com anti-
proteina C-reativa humana.

Para 0 método qualitativo, o qual foi realizado antes do semiquantitativo,
utilizou-se placa quadriculada de fundo preto incluida no proprio kit. Adicionou-se, com
0 auxilio de uma pipeta automatica, nas areas delimitadas da placa, 0,05 mL da amostra
de soro e uma gota de cada controle (negativo e positivo) em outras areas para
comparagdo. Em seguida, colocou-se uma gota (aproximadamente 0,05 mL) do reagente
“latex PCR” previamente homogeneizado nas areas da amostra e dos controles,
procedendo-se a mistura em forma de circulo com bastdo. Apo6s dois minutos de

movimentos oscilatorios realizou-se a leitura, verificando a presenca ou ndo de

! Serolatex PCR — Labtest®, Ref.: 121; MS:10009010032
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aglutinacdo macroscopica. Em caso de aglutinacdo, a amostra foi considerada positiva,
ou seja, com concentragdo maior do que 6mg/L.

Em caso de amostras positivas para o teste qualitativo, realizou-se o método
semiquantitativo, o qual foi feito com o preparo de dilui¢cGes seriadas dessas amostras,
Yo, Y, 118, 1/16, 1/32, 1/64 em tubos de ensaio utilizando solugéo salina a 0,85%. Em
seguida, adicionou-se a cada area da placa 0,05 mL de cada diluicdo e acrescentou-se o
reagente “Latex PCR” a estas, sendo considerado como titulo a maior diluicdo da
amostra que apresentou aglutinacdo macroscopica. Para expressar o valor da
concentra¢do em mg/L, multiplicou-se o titulo obtido no método semiquantitativo pela
sensibilidade do teste (6 mg/L).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da concentracdo sérica da CRP nos diferentes grupos encontram-se
descritos na Tabela 1. Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste qui-
quadrado com p < 0,05. N&o houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,29).

Os resultados obtidos diferem com Kuribayashi et al. (2003) que constataram
aumento da CRP em cadelas gestantes em relacdo a cadelas saudaveis de diferentes
idades. Esses autores determinaram dois picos de CRP, aos 30 e 45 dias pds ovulagéo,
variando entre 70.2 e 90.4 mg/L, entretanto ndo mensuraram as concentracdes logo no
inicio da gestacdo.

Carvalho et al. (2008), relataram valor médio de CRP maior em animais com
piometra quando comparado a individuos sadios. Pesquisas anteriores demonstraram
concentracdes médias de CRP de 26,4 a 378,9 mg/L em cadelas acometidas pela
enfermidade (FRANSSON et al., 2006). No presente trabalho, somente trés animais do
grupo 3 apresentaram-se positivos para CRP, e apesar dos valores médios encontrados

variarem de 6 a 12 mg/L, esses foram inferiores ao descritos pelos autores.
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Tabela 1: Valores da concentragéo sérica da proteina C-reativa nos diferentes grupos.

Animal  Grupo 1 (diestro)  Grupo 2 (gestantes)  Grupo 3 (piometra)

1 Negativo* Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo Negativo 12 mg/L
6 Negativo Negativo Negativo
7 Negativo Negativo 6 mg/L

8 Negativo 6 mg/L Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 Negativo - 6 mg/L

*concentracdo sérica da proteina C-reativa inferior a 6mg/L.

Fransson (2006) e Carvalho (2008) utilizaram Kits especificos para dosagem de
CRP canina, por meio de teste ELISA do tipo “sanduiche sélido”, diferindo da
metodologia empregada do presente estudo. Diante dos resultados obtidos, pode-se
inferir que o teste empregado, apesar de apresentar sensibilidade para CRP, é
inadequado na determinacdo da concentracdo desta proteina nas fases avaliadas, uma
vez que ela pode apresentar valores inferiores a 6 mg/L. Por outro lado, Veiga et al.
(2009), em estudo comparativo para a quantificagdo de CRP de cdes utilizando o
método de aglutinacdo em latex especifico para humanos e o0 e ELISA para cées (gold
standard) demonstrou que ha correlagdo positiva significativa entre as técnicas,
concluindo que a aglutinacdo em latex mostrou ser um teste eficaz e clinicamente util

para a determinacgdo semiquantitativa dos niveis de CRP na espécie canina.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que a mensuracdo da concentracdo de CRP pelo teste empregado no
presente estudo ndo apresentou resultados que permitam sua utilizacdo como ferramenta
para diagnostico precoce de gestacdo e como método de diagnostico complementar de

piometra.
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