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O sistema imune natural responde ao processo infeccioso
ou inflamatério produzindo uma série de proteinas
inflamatdrias, com atividade inespecifica, denominadas de
proteinas de fase aguda, entre as quais se destaca a
Proteina C-Reativa (CRP). O presente estudo teve como
objetivo investigar a correlacdo entre as alteracdes dos
pardmetros hematoldgicos em cdes e a presenca de CRP
na circulacdo sanguinea. Amostras de sangue de 70 cdes
atendidos em um Hospital Veterinario Universitario foram
submetidas ao hemograma e a quantificacdo da CRP; em
um segundo momento, amostras de sangue de cées
inoculados experimentalmente com uma suspensdo
inativada de Micrococcus luteus (ATCC 7468) foram
submetidas a mesma avaliacdo. De acordo com o0s
pardmetros hematolégicos e a presenca ou ndo de CRP,
pode-se classificar os animais em cinco grupos distintos:
grupo A) cdes negativos para a CRP e hemograma normal;
grupo B) cées positivos para a CRP e hemograma normal;
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grupo C) cdes positivos para a presenca de CRP e
hemograma alterado (neutrofilia e leucocitose); grupo D)
caes positivos para a CRP, com neutrofilia; grupo E) cées
positivos para a CRP e leucopenia. Cdes inoculados
experimentalmente com M. luteus apresentaram um
aumento significativo na concentragdo de CRP, entre 24 e
48 horas ap6s inoculagdo, com um decréscimo nas
concentragbes gradativamente até o 10° dia. Nesses
animais, observou-se uma discreta neutrofilia e
leucocitose coincidindo com o pico nos valores da CRP.
Baseado nos resultados acima, concluiu-se que a
determinacdo da presenca da CRP em cédes pode ser
utilizada como uma importante ferramenta no diagnéstico
veterinario. Haja vista a rapidez com que o teste é
executado, o baixo custo e a necessidade de pequena
quantidade de amostras, a utilizacdo da CRP pode auxiliar
0 monitoramento da evolugdo de um processo
infeccioso/inflamatdrio.

PALAVRAS-CHAVE: diagndstico; inflamacdo; hemograma; proteinas de fase aguda.

SERUM C-REACTIVE PROTEIN (CRP) MEASUREMENT IN DOGS WITH ALTERED
HEMATOLOGICAL PARAMETERS

The natural immune response to infectious agents is
partially mediated by a group of proteins named acute
phase proteins; one of the major and most important
proteins from the acute phase is the C-Reactive Protein
(CRP). The aim of the present study was to investigate the
correlation between alterations on white blood cell counts
(WBC) and the presence of circulating CRP. Blood
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ABSTRACT

samples from 70 dogs were submitted to hematological
examination and detection of CRP; in addition, blood
samples from 12 dogs experimentally inoculated with an
inactivated sample of Micrococcus luteus (ATCC 7468)
were also analyzed. According to the hematological
parameters and CRP values, the samples were classified in
5 different groups: group A) dogs without CRP and
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normal WBC; group B) dogs with elevated levels of CRP
but normal WBC,; group C) dogs with elevated CRP
values and altered WBC (neutrophilia and leukocytosis);
group D) dogs with both CRP and increased neutrophils
values; and group E) dogs with elevated CRP values but
with leukopenia. Dogs experimentally inoculated with M.
luteus had a significant and promt increase in CRP values
between 24 and 48 hr p.i., which declined up to the 10"
day when the experiment was completed. In these dogs, a
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discrete neutrophilia and leukocytosis was observed
coincidently with the CRP elevation. Thus, it can be
suggested that the detection of CRP in the blood of dogs
should be used as an indication of an infection or
inflammation and, because of the low amount of blood
needed, low cost and easiness to perform the test,
monitoring CRP levels might be useful to evaluate the
recovery from an infection disease.

KEYWORDS: acute phase proteins; blood cell count; diagnosis; inflammation.

INTRODUCAO

A resposta de fase aguda consiste em uma
resposta do organismo, complexa e ndo especifica
que, em geral, se desenvolve e termina
rapidamente logo ap6s alguma injuria tecidual
(MURATA et al., 2004). A origem desse
mecanismo pode ser atribuida a uma resposta
imunoldgica, infecciosa, neoplasica, ou traumatica
(MURATA et al., 2004; PEPYS & HIRSCHFIEL,
2003; CERON et al., 2005). A resposta de fase
aguda é considerada parte da resposta imune
natural de defesa do organismo, responsavel pela
sobrevivéncia do hospedeiro durante a fase critica
e precoce, decorrente da exposicdo a diferentes
microorganismos (MURATA et al., 2004,
PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005).

As alteracdes sistémicas da fase aguda, no
decorrer do processo inflamatério, incluem febre,
elevagdo no numero de leucdcitos circulantes,
alteracbes dos niveis de cortisol sanguineos e
variagdes nas concentracBes plasmaticas, de um
grupo de proteinas denominadas de proteinas de
fase aguda (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001;
CECILIANI et al., 2002). As proteinas de fase
aguda (PFA) sdo classificadas segundo suas
carateristicas regulatérias positivas ou negativas,
quando consideradas as concentra¢Ges detectadas
na corrente sanguinea do organismo (MURATA et
al.,, 2004). No grupo de proteinas com
caracteristica  regulatéria  negativa,  estdo
classificadas a albumina e a transferina. Ja as PFA
de carater positivo sdo classificadas como
glicoproteinas, sintetizadas essencialmente pelos
hepatdcitos no figado, sob a acdo de citocinas pro-
inflamatorias. Nesse grupo, estdo inseridas a
hepatoglobina, a proteina sérica amildide A,
ceruloplasmina, glicoproteina alfa-1-acido, o
fibrinogénio e a Proteina C-reativa (MURATA et
al., 2004; EKERSALL et al., 2011). Dentre essas
proteinas, destaca-se principalmente a Proteina C-

Reativa (CRP), sintetizada no figado sob
influéncia de citocinas como o fator de necrose
para tumores (TNF), interferon-y (INF- y) e das
interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), que s&ao
produzidas por um grupo restrito de células,
principalmente pelos macréfagos em resposta a
estimulos externos (CERON et al., 2005). A CRP
pertence a familia das pentraxinas e tem se
mostrado uma forte indicadora da inflamacéo e/ou
infeccdo na Medicina Veterinéria (RIKIHISA et
al., 1994; YAMAMOTO et al., 1994; HAYASHI
et al., 2001; SHIMADA et al., 2002; EKERSALL
& BELL, 2010). A CRP tem um importante papel
na interacdo entre a resposta imune intata e
especifica, atuando na opsonizacao, interagdo com
receptores especificos da fagocitose, ativagdo da
via classica do complemento, sintese de citocinas
e, por fim, atuando na regulacdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro (DU CLOS & MOLD,
2001). Por outro lado, as citocinas geradas durante
0 processo inflamatério/infeccioso fornecem
diferentes estimulos & medula 6ssea, alterando os
parametros hematoldgicos, 0s quais sdo pontos-
chave para avaliar a presenca ou ndo de infecgfes
na clinica veterinaria, principalmente em pequenos
animais (JAIN et al., 2011).

No diagndstico veterinario, a confec¢do do
hemograma  necessita, invariavelmente, de
amostras coletadas adequadamente e que
apresentem excelente padrdo de qualidade,
evitando-se, assim, a geracdo de resultados
inconsistentes e duvidosos. Nesse processo, sdo
necessarias quantidades significativas e frequentes
de sangue (1 a 3 mL) e total auséncia de fibrina, o
que nem sempre se torna viavel ou possivel de se
obter, principalmente em animais de ragas
pequenas e/ou de temperamento agressivo. Nesses
casos, a utilizagdo de outros biomarcadores do
processo infeccioso e/ou inflamatério, mais
rapidos, préticos e de reduzido custo, assumem um
papel fundamental para a elaboragdo tanto de um
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diagndstico, como para o0 prognostico e
monitoramento de terapias antimicrobianas em
cdes (EKERSALL & BELL, 2010). Até o presente
momento, a literatura ainda é escassa e/ou
inconsistente sobre a interacdo entre as alteracdes
nos parametros hematologicos e a presenca das
PFA, principalmente da Proteina C-Reativa
(BURTON et al., 1994).

Atualmente, no Brasil, ndo h& Kkits
disponiveis especificos para a espécie canina
passiveis de serem utilizados na deteccdo da
Proteina C-Reativa e, considerando as dificuldades
de importacdo desse tipo de material, seja pelas
restricdes alfandegarias e/ou pelo elevado custo, a
utilizacdo dessa ferramenta torna-se inviavel,
principalmente nas clinicas veterindrias do pais.
Na «ultima década, a comunidade cientifica
internacional, através de uma forte corrente, vem
demonstrando a possibilidade da utilizacdo de
reagentes  heter6logos,  principalmente  0s
utilizados para humanos, para a deteccdo da CRP
em cées. Nesses estudos, a Proteina C-Reativa é
mensurada por técnicas automatizadas como a
imunoturbidimetria, amplamente utilizada em
humanos e, mais recentemente, por meio de
ensaios imunoenzimatico e kits de CRP altamente
sensiveis (KIELGAARD-HANSEN et al., 2003;
FRANSSON et al., 2007; MUNHOZ et al., 2009;
KLENNER et al.,, 2010; PAIN et al., 2013).
Considerando que a grande maioria dos hospitais
veterinarios e, principalmente, as clinicas
veterinarias brasileiras ndo possuem a estrutura e
0S equipamentos necessdrios para a realizagdo
dessas técnicas, e a disponibilidade de uma técnica

rapida e de baixo custo poderia auxiliar
consideravelmente tanto no diagndstico de
infeccoes, como no progndstico e

acompanhamento do tratamento em cées.

Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a presenca e a cinética de atuacdo da CRP,
por meio da técnica de aglutinacdo em latex e sua
possivel associacdo com alteracfes hematoldgicas
em caninos, visando, assim, difundir a ideia da sua
utilizaggo como um método auxiliar na
determinacdo de processos inflamatdrios e
monitoramento terapéutico.

MATERIAL E METODOS
O presente estudo foi dividido em duas
etapas. A primeira etapa foi conduzida para testar

a hipotese de associacdo entre as duas técnicas.
Foram entdo utilizadas 70 amostras de sangue
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obtidas de cdes, pacientes do Hospital Veterinario
da Universidade de Passo Fundo, UPF-RS. As
amostras foram remetidas ao laboratorio de
Patologia Clinica para realizacdo de exames de
hemograma e bioquimica sérica e, posteriormente,
foram usadas para a detec¢do e quantificacdo da
CRP. Os resultados obtidos dos testes
hematoldgicos, a partir do hemograma, foram
comparados quanto a presenca e quantidade da
CRP.

Na segunda etapa, doze cdes sem raga
definida (machos e fémeas) do Biotério Central da
Instituicdo, previamente  testados, e que
apresentavam hemograma sem alteracGes e
resultado negativo para CRP os animais foram
inoculados, por via intramuscular, com um
antigeno bacteriano (Micrococcus luteus ATCC
7468, 1 mL, densidade Optica de 0,5/0ODggznm),
inativado pelo calor a 60°C por 30 min, com o
objetivo de induzir uma resposta inflamatoria.
Amostras de sangue foram coletadas com
intervalos de 2 a 3 dias para a determinagdo dos
parametros hematoldgicos e da Proteina C-Reativa
por um periodo de 10 dias.

O presente trabalho foi realizado em
conformidade com as normas do COBEA e de
acordo com o Comité de ética em Pesquisa — CEP
na época de realizacdo do estudo.

As amostras foram coletadas em tubos com
e sem EDTA para realizacdo do hemograma e da
CRP, respectivamente. O hemograma foi realizado
por método automatizado e a contagem diferencial
de leucotcitos foi obtida por meio de esfregacos
sanguineos corados pelo método panético rapido
(WEISS & TVEDTEN, 2004), seguido da
contagem diferencial em microscopio Otico
(1000X), utilizando-se como referéncia valores
previamente citados na literatura (MEDAILLE et
al., 2006; BECKER et al., 2008).

A presenca e quantificacdo da CRP foram
feitas utilizando-se um kit de aglutinagdo em
latex®,  utilizado em  humanos, segundo
recomendagbes do  fabricante  (In  Vitro
Diagnostica, S/A): amostras de soro (25uL) foram
misturadas em igual volume do reagente sobre
uma placa de vidro. A ocorréncia de uma nitida
aglutinacédo foi indicativa da presenca de CRP na
concentracdo minima de 6ug/mL (limite inferior
de sensibilidade para soro humano); controles
positivos e negativos foram utilizados durante os
testes. Em seguida, as amostras positivas foram
diluidas seriadamente (fator 2) em solugdo salina
(0,9%; diluicbes de 1:2 a 1:256, equivalente a
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concentracBes séricas de 12 a 1536 upg/mL,
respectivamente) para determinar a quantidade de
CRP nas amostras de soro.

Para testarmos a hipotese da existéncia de
correlacdo entre os dois testes os dados da CRP e
do hemograma foram tabulados e submetidos a
analise estatistica pela equacdo de Pearson para a
determinacdo do coeficiente de correlagdo seguido
da existéncia de concordancia entre os testes pelo
teste do coeficiente Kappa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos na primeira
etapa do estudo, foi identificada uma associagéo
entre alteragdes nos parametros hematoldgicos e a
presenga ou ndo de CRP, sendo os animais
classificados em cinco grupos distintos: grupo A)
cdes negativos para a CRP e hemograma normal;
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grupo B) cdes positivos para a CRP e hemograma
normal; grupo C) cées positivos para a presenca de
CRP e hemograma alterado (neutrofilia e
leucocitose); grupo D) cées positivos para a CRP,
com neutrofilia; grupo E) cées positivos para a
CRP e leucopenia (Tabela 1).

Na segunda etapa do experimento, pode-se
observar que 0s cées inoculados
experimentalmente com o M. luteus apresentaram
um pico nos niveis da Proteina C-Reativa entre 24
a 48 hpi, valores que foram decrescendo
rapidamente nos dias subsequentes a inoculagédo
(Figura 1). E interessante observar que o pico de
CRP coincidiu com uma discreta leucocitose
seguida de neutrofilia (Figura 2). No entanto,
observou-se que o0s niveis séricos de CRP
aumentam ou diminuem com mais intensidade e
mais rapidamente que as discretas alteracdes do
hemograma.

Tabela 1. Relacdo entre os parametros do hemograma e da concentracao sérica de Proteina C-reativa (CRP;
pug/mL) em cées (machos e fémeas) atendidos no Hospital Veterinario, classificados em cinco grupos
distintos, de acordo com os resultados do hemograma e da concentracdo de CRP

Proteina C- Neutrofilos Leucocitos totais
Grupo N reativa Intervalo de referéncia* Intervalo de referéncia
P (ug/mL) (3000 — 11500) (6000 -17000)
A 11 Negativa** 3786 — 11130 6650 — 14752
B 28 6,0 —768,0 3168 — 10959 6060 — 16860
C 22 12,0 - 1536,0 12372 — 50406 17280 - 69773
D 6 12,0 - 384,0 11860 — 14201 13500 — 16310
E 3 6,0 — 768,0 878 — 4283 4360 - 5160

ACRP negativa e hemograma normal; BCRP positiva e hemograma normal; “CRP positiva e hemograma alterado (neutrofilia e
leucocitose); PCRP positiva e neutrofilia; ECRP positiva e leucopenia; " niimero de amostras. *n® ul - WEISS & TVEDTEN (2004);

**(CRP< 6ug/mL).

A resposta temporal da CRP a inoculagao do
M. luteus foi similar aquela observada anteriormente
para a infeccdo com Bordetella bronchiseptica
(YAMAMOTO et al., 1994) ou pela administracéo
intramuscular (IM) de caseina (PARRA et al., 2005),
porém muito mais rapida do que a observada quando
da infeccdo experimental por Ehrlichia canis
(RIKIHISA et al., 1994; SHIMADA et al., 2002) ou
Trypanossoma brucei (NDUNG’G et al., 1991). Essa
diferenca temporal deve-se principalmente a
natureza do antigeno inoculado; tanto o indculo
inativado de M. luteus ou a inoculagéo IM de caseina
(PARRA et al., 2005), quanto & infeccéo ativa com
B. Dbronchiseptica (YAMAMOTO et al., 1994)
permanecem no exterior das células (antigenos
ex0genos) e sdo reconhecidos imediatamente pelos

macrofagos, gerando o estimulo necessario para a
secrecdo de CRP; por outro lado, o desafio por E.
canis e o T. brucei replicam-se lentamente no
interior das células fagociticas, principalmente
mondcitos e macrofagos, e o estimulo para produgdo
de citocinas pro-inflamatorias indutoras de CRP
somente ocorre ap6s a liberacdo de grande
guantidade de microorganismos na corrente
sanguinea. N&o obstante, a constituicdo da parede
celular dos microorganismos apresenta
caracteristicas peculiares, com presenga maior,
menor ou com auséncia de lipopolissacarideos e,
consequentemente, resultando em formas distintas de
estimulacdo dos macréfagos e, logo, das citocinas
responsaveis pela mediacdo da producéo de CRP.
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Figura 1. Resposta temporal da Proteina C-Reativa (CRP) a estimulagdo antigénica. Amostras de sangue
foram previamente coletadas para determinacdo dos valores séricos de CRP (dia 0). Ap6s a inoculagéo
intramuscular com uma suspensdo inativada de Micrococcus luteus (ATCC 7468), as amostras foram
coletadas em dias alternados, para a determinagéo da CRP.

Devido aos diferentes métodos utilizados
para determinacdo da Proteina C-Reativa, ndo é
possivel estabelecer uma relacdo fiel entre a
quantidade (ug/mL) de CRP detectada nos diferentes
estudos, principalmente devido ao fato de o método
utilizado no presente trabalho (aglutinagdo em latex)
apresentar  sensibilidade  inferior ao  teste
imunoenzimatico (ELISA) e/ou ao ensaio de
imunoturbidimetria, frequentemente utilizado nos
demais estudos (NDUNG’G et al., 1991; RIKIHISA
et al., 1994; SHIMADA et al., 2002; PARRA et al.,
2005). No entanto, em relatos utilizando antigeno
bacteriano infeccioso (B. bronchiseptica), os niveis
médios detectados (498 + 132 pg/mL) foram
ligeiramente superiores, enquanto que a infecgéo por
E. canis (pico de 40 pg/mL) e a inoculacdo de
caseina (média de 44,89 ng/mL) induziram niveis
séricos de CRP muito abaixo do pico detectado nesta
amostragem (192 pg/mL). Além disso, deve-se
considerar que, no presente estudo, utilizou-se
inéculo inativado, em comparacdo com os inoculos
infecciosos de B. bronchiseptica (YAMAMOTO et
al, 1994) e E. canis (RIKIHISA et al., 1994;
SHIMADA et al., 2002) ou T. brucei (NDUNG’G et
al., 1991).

Ao se comparar 0s niveis séricos de CRP de
cdes do grupo C e D, notou-se que um processo
infeccioso ativo induz niveis séricos de CRP similar
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ao da infeccdo experimental por B. bronchiseptica
(YAMAMOTO et al., 1994), independentemente da
sensibilidade do teste utilizado. E mais, cdes com
diversos quadros clinicos patoldgicos (Leishmaniose,
piometra, sepse, tumor mamario, entre outros)
apresentaram niveis séricos de CRP que variaram de
29,98 a 1536 pg/mL; por outro lado, caes
considerados sadios apresentaram niveis séricos de
CRP entre 0,0 e 3,47 ug/mL (PARRA et al., 2005;
BASSO et al., 2007), niveis que ndo poderiam ser
detectados no presente experimento devido a
sensibilidade do teste utilizado. N&o obstante, foi
demonstrada uma correlacdo positiva significativa
entre a deteccdo da CRP por ambos os métodos
(aglutinagdo em latex e ELISA), conforme descrito
por VEIGA et al. (2009).

No presente trabalho, foi encontrada uma
correlagdo positiva forte entre os resultados da CRP
e 0 hemograma (leucocitose e neutrofilia) (p=0,77 e
p=0,93, respectivamente). Quando testados o0s
valores de concordancia entre ambos os testes, foi
encontrado um valor Kappa de 0,53, considerado
moderado. Assim, os dados do presente trabalho nos
permitem afirmar que a utilizagdo do método de
aglutinacdo em latex poderia ser utilizado como uma
alternativa no monitoramento do processo infeccioso
e na orientacdo de procedimentos terapéuticos.
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Figura 2. VariacGes da contagem de Leucdcitos totais e neutrofilos (1x10%/ul) em cées inoculados com uma
suspensdo inativada de Micrococcus luteus (ATCC 7468). Amostras de sangue foram coletadas para
determinagdo dos parametros hematolégicos anteriormente a inoculagédo (dia 0) e apés a inoculagéo.

A rapida variacdo (aumento e diminuicao)
dos niveis de CRP detectada nos caes
experimentalmente inoculados com M. luteus deve-
se ao fato de a CRP ser induzida imediatamente e t&o
somente em resposta as citocinas pré-inflamatdrias
TNF, IL-1 e IL-6, as quais, sdo produzidas em
grandes quantidades pelos macr6fagos em resposta a
antigenos (JAIN et al., 2011). Esses niveis, quando
da estimulagdo das citocinas, podem aumentar em
niveis de 100 a 1000 vezes aos valores basais. Por
outro lado, a proteina C-reativa tem meia-vida curta
na circulagdo sanguinea e sua producdo é
prontamente interrompida quando cessa o estimulo
antigénico — remocgdo do foco infeccioso
(EKERSALL & BELL, 2010). Em contraste, a
resposta da medula dssea as citocinas é mais lenta e
seus efeitos, obviamente, estendem-se por um
periodo de tempo maior, devido a meia-vida
relativamente longa dos leucdcitos, o que é traduzido
pela leucocitose e neutrofilia (WEISS & TVEDTEN,
2004), geralmente observados em cdes com um
processo infeccioso em fase de resolucdo. De fato,
observando-se os resultados da determinacdo da CRP
e do hemograma dos cdes analisados nesse
experimento, fica evidente que os cdes do grupo B
(CRP positiva/ hemograma normal) encontravam-se
no inicio de um processo infeccioso, ou processo
infeccioso discreto, como aquele observado pela
inoculacdo do M. luteus, porém ndo detectado ainda
pela leitura do hemograma. Os cées dos Grupos C e

D (CRP alterada e leucocitose e/ou neutrofilia)
encontravam-se visivelmente com um processo
infeccioso/inflamatorio em andamento ou em fase de
resolucéo, respectivamente. Finalmente, os dados
dos animais do grupo E sugerem o inicio de uma
possivel infecgdo viral, indicada no diagndstico
clinico (comunicacdo pessoal - dados ndo
mostrados).

A intensa resposta detectada para a CRP,
aliada a leucopenia, foi recentemente demonstrada
em trabalhos experimentais com parvovirose canina,
em que a CRP apresenta-se como um forte
biomarcador e excelente indicativo do progndstico
de infecBes (GODDARD et al., 2008; KOKATURK
et al., 2010). De fato, essas interpretacbes sao
condizentes com o quadro clinico de cada animal,
conforme dados obtidos das fichas de requisicdes
dos exames hematol4gicos.

CONCLUSAO

A deteccdo da CRP no soro de cdes é um
claro indicativo da presengca de um processo
infeccioso e/ou inflamatério no animal. A cinética da
CRP consiste em uma resposta intensa, rapida e
principalmente de curta duracdo. Dependendo do
estagio do processo infeccioso e/ou inflamatério, o
pico nos niveis da CRP no sangue pode ser
observado juntamente com alteracbes hematologicas
(leucocitose, neutrofilia e, nos casos de infecgdes
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virais, leucopenia). A determinacdo da CRP néo
dispensa a realizacdo do hemograma; no entanto, a
avaliacdo da presenca ou ndo da CRP pode ser uma
importante ferramenta no acompanhamento da
evolucdo de um processo infeccioso e/ou
inflamatério, auxiliando no prognostico de
mortalidades. A aglutinacdo em latex pode ser
executada rapidamente com uma quantidade
significativamente  menor de  amostra e,
consequentemente, pode ser determinada com maior
frequéncia. A técnica € de facil execugdo, dispensa
equipamentos sofisticados, ausentes nas clinicas
veterinarias, e, principalmente, tem  custo
significativamente reduzido — em torno de um real,
se comparado com o0s demais exames utilizados
corriqueiramente nos laboratérios de Patologia
Clinica Veterinaria.
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