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RESUMO 

 

 

Biomarcadores são utilizados na medicina humana e veterinária com intuito de auxiliar as 

condutas clínicas. A enolase neuronal específica (neuronal especific enolase - NSE) é um 

biomarcador de citólise neuronal, que possui estabilidade em fluídos extracelulares, como 

sangue e líquido cerebroespinhal. Em pesquisas clínicas com humanos, foi observada 

confiabilidade em amostras séricas para diferenciar e estimar danos no sistema nervoso 

central em casos de encefalite. Na medicina veterinária, não foram encontrados estudos 

avaliando a expressão da NSE em amostras séricas de cães com encefalite. Deste modo, os 

objetivos desse estudo foram comparar os valores da NSE sérica em cães com e sem 

encefalite e avaliar a eficácia do teste de ELISA na detecção do biomarcador. Para isso, foram 

utilizados no total 38 cães, distribuídos em dois grupos, sendo 19 cães com encefalite (GE) e 

19 cães sem encefalite (GS). Os critérios para inclusão para o GS foram: idade entre 1 e 7 

anos, com exames clínico e laboratoriais normais. Para o GE os critérios de inclusão foram: 

cães com sinais neurológicos encefálicos, diagnóstico molecular positivo para cinomose, e 

ausência de sinais de hemólise. Quanto aos resultados obtidos verificou-se que para o GE os 

valores séricos de NSE mais elevados, com maior variação, e média e mediana superiores ao 

GS, havendo diferença significativa entre os grupos (p = 0,0053). A NSE pode ser mensurada 

nas amostras séricas testadas, demonstrando a viabilidade do teste de ELISA utilizando 

anticorpos humanos. Conclusão: foram detectados valores elevados de NSE em cães com 

encefalite quando comparados com os cães sem encefalite, e que o teste de ELISA pode ser 

usado para mensurar a NSE em amostras de soro de cães, e, contribuindo para a validação de 

NSE sérica como um biomarcador para auxiliar na avaliação de cães com encefalite. 

  

Palavras-chave: Cão. Cérebro. Biomarcador. NSE. Cinomose. 



ELIAS, Bruno Cesar. Comparison of serum values of neuron-specific enolase (NSE) in 

dogs with and without encephalitis. 2016. 63p. Dissertation (Master`s Animal Science) – 

Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The use of biomarkers in human and veterinary medicine is important to help the clinical 

management. Regarding to this, the specific neuronal enolase (NSE) is a biomarker resultant 

of the neuronal cell lysis, which demonstrate stability in extracellular fluids such as blood and 

cerebrospinal fluid. In human clinical researchs, was observed reliability in serum samples to 

distinguish and estimate the central nervous system damage in cases of encephalitis. In 

veterinary medicine, there are no studies evaluating the expression of NSE in serum samples 

from dogs with encephalitis. Thus, the objectives of this study was to compare the values of 

serum NSE in healty dogs and dogs with encephalitis and to evaluate theefficacy of the 

ELISA test using human antibodies in the detection of biomarker. For this, we used 38 dogs 

in total, divided into two groups, 19 dogs with encephalitis (GE) and 19 dogs without 

encephalitis (GS). The criteria for inclusion in to the GS were aged 1 to 7 years, with normal 

clinical and laboratory tests. For the GE inclusion, criteria were dogs with neurological signs 

brain injury, positive molecular diagnosis for distemper, and no signs of hemolysis. 

Regarding the results obtained it was found that for the GE serum NSE values higher with 

greater variation, and higher mean and median GS, there was a significant difference between 

the groups (p = 0.0053). In the serum samples tested, the NSE was effectivelly measured, 

demonstrating the feasibility of ELISA –using human antibodies. Conclusions: in dogs with 

encephalitis the NSE values werer higher when compared to dogs without encephalitis, 

presenting a significant difference between the groups and contributing to the validation of 

serum NSE as a biomarker; the ELISA test can be used to measure the NSE in serum samples 

of dogs. 

 

Keywords: Dog. Brain. Biomarker. NSE. Distemper. 
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1 INTRODUÇÃO  1 

 2 

As lesões no sistema nervoso central (SNC) frequentemente causam sinais 3 

clínicos multifocais e são ocasionadas, em grande parte, por doenças de origem 4 

inflamatória/infeciosa, traumáticas ou vasculares, com caráter agudo ou crônico, progressivo 5 

ou não. Patogenias no encéfalo podem alterar a consciência e o comportamento dos animais. 6 

Em virtudo disso, frequentemente se faz necessário o uso de sedativos, dificultando a 7 

avaliação neurológica pareada e consequentemente, a interpretação da evolução do caso (Platt 8 

and Garosi, 2012).  9 

Há vários exames para a avaliação do SNC, como as técnicas diagnóstico 10 

por imagem, análise de líquido cerebroespinhal (LCE), perfil hematológico completo e 11 

exames bioquímicos. Os exames de imagem como ressonância magnética e tomografia 12 

computadorizada, bem como a análise de LCE são requisitados frequentemente, porém, eles 13 

apresentam fatores limitantes ou de risco. As limitações relacionadas as técnicas de imagem 14 

englobam custos elevados, disponibilidade regional e a necessidade de transporte dos animais 15 

para grandes centros. Por outro lado, a análise de LCE é de baixo custo, entretanto, com 16 

potencial para algumas situações de risco elevado, podendo levar o paciente a óbito como nos 17 

casos de aumento da pressão intracraniana, mal-uso da técnica por inexperiência e 18 

necessidade de anestesia geral (Nishida, 2014).  19 

O uso de biomarcadores na avaliação do SNC, os quais possam ser obtidos 20 

sem ocasionar riscos aos pacientes, como por exemplo, coleta de sangue, são ferramentas 21 

promissoras no monitoramento de patogenias, bem como no diagnóstico, prognóstico e 22 

condutas terapêuticas de cães com lesões no SNC (Nishida, 2014).  Atualmente, os principais 23 

biomarcadores proteicos estudados na medicina humana e que possuem estas características 24 

são enolase neuronal específica (NSE) (Nakamura et al., 2012), proteina fibrilar ácida glial 25 

(GFAP)(Miyake et al., 2013), proteína básica da mielina (MBP) (Levine et al., 2010); 26 

proteina tau clivada (c-tau)(Roerig et al., 2013), neurofilamentos fosforilados de cadeia 27 

pesada (NF-H) (Nishida et al., 2014) e metaloproteínase de matrix (MMP) (Mariani et al., 28 

2013). Considerando que a utilidade dos biomarcadores está relacionada às características 29 

específicas de cada um, são realizados estudos que determinem a especificidade e 30 

sensibilidade para doenças, e identifiquem a relação com processos patológicos e fisiológicos 31 

no SNC, os quais podem variar de acordo com a localização e o tipo de lesão (Nishida, 2014). 32 

A enolase neuronal específica (NSE – neuronal specific enolase) está entre 33 

um dos principais biomarcadores de lesão de neurônios estudados na medicina humana. Ela 34 
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pode ser encontrada no soro e no LCE e, atualmente, foi utilizado como fator de predição e 1 

prognóstico em diversos trabalhos (Chabok et al., 2012; Fendler et al., 2015; Xue et al., 2015; 2 

Yokobori et al., 2013). Porém, a quantificação sérica depende da instabilidade da barreira 3 

hematoencefálica (BHE), é específica para citólise de neurônios, e se mostrou relevante 4 

apenas em casos agudos (Lima et al., 2004). 5 

Assim sendo, o objetivo geral do presente trabalho é comparar os valores 6 

séricos de NSE em cães com e sem encefalite pelo vírus da cinomose.  7 

8 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 1 

 2 

2.1 BIOMARCADORES 3 

 4 

Biomarcadores são características que podem ser mensuradas de forma 5 

objetiva e que representam, direta ou indiretamente, alterações que podem ser fisiológicas ou 6 

patológicas. Assim, qualquer alteração bioquímica, celular ou molecular que evidencie essas 7 

características pode ser considerada um biomarcador (Kewal, 2010). 8 

Os biomarcadores podem ser classificados em categorias, de acordo com as 9 

características das informações obtidas, como por exemplo: específicas a uma doença; que 10 

identificam os efeitos de drogas ou que servem como preditores de desfechos clínicos. 11 

Quando enfermidades específicas são pesquisadas, é possível reconhecer a cronologia dos 12 

eventos desde a exposição até o desenvolvimento da doença, podendo, inclusive, reconhecer 13 

fatores de risco. Mas, quando se trata de biomarcadores próprios do SNC não é possível a 14 

identificação de doenças específicas, mas sim de lesões com características de especificidade 15 

ao tecido celular lesado, e desta forma, é possível inferir os estágios de processos patológicos 16 

e avaliar a severidade, bem como a  progressão, desfecho clínico e regressão da doença 17 

(Kewal, 2010).  18 

 19 

2.2 CLASSIFICAÇÃO DOS BIOMARCADORES 20 

 21 

A classificação dos biomarcadores segundo Kewal (2010) é a seguinte: de 22 

doença (tipo 0), de diagnóstico, para o desenvolvimento de fármacos, preditivos, para detectar 23 

os efeitos de drogas (tipo 1), de interpretação, para triagem e entre outros. Assim, os 24 

biomarcadores de doenças mais comumente utilizados nas pesquisas clínicas envolvendo 25 

enfermidades do SNC podem ser utilizados para o rastreamento de mecanismos patológicos, 26 

detecção precoce da doença, monitoramento de doenças crônicas e prognóstico (Kewal, 27 

2010). 28 

 29 

2.3 VARIABILIDADE DOS BIOMARCADORES 30 

 31 

Entre as varibilidades que podem interferir nos resultados obtidos com a 32 

utilização de biomarcadores, estão presentes as características individuais dos animais a 33 

exemplo da resposta imune e metabolismo.  Além disso, outros fatores também podem 34 



 15 

ocasionar variações, como por exemplo erros laboratoriais. Apesar disso, biomarcadores são 1 

capazes de distinguir grupos, por meio de avaliações de especificidade e sensibilidade. Ainda, 2 

a consideração de fatores que possam gerar variação no delineamento de estudos diminui os 3 

riscos de classificação errônea (Mayeux, 2004). 4 

Desta forma, alguns estudos podem gerar explicações para variabilidade de 5 

grupos e indivíduos, tais como a exposição a determinados compostos, a utilização de 6 

medicamentos e dieta. Estes fatores devem ser levados em consideração para se definir as 7 

causas de variabilidade (Mayeux, 2004). 8 

                                                                                                                                                             9 

2.4 VALIDAÇÃO DOS BIOMARCADORES 10 

  11 

O processo de validade de um biomarcador exige avaliação estatística para 12 

confirmar a confiabilidade, validade, sensibilidade e especificidade, além da exclusão de viés 13 

no delineamento de pesquisa e interpretação cuidadosa dos dados, erros laboratoriais e 14 

problemas com logísitca podem ocorrer e comprometer a pesquisa (Mayeux, 2004). 15 

Para validar os biomarcadores foram sugeridos três aspectos de medição. O 16 

primeiro consiste na identificação de graus que reflitam os fenômenos biológicos estudados. 17 

O segundo está associado à outra característica importante das doenças, como manifestações 18 

clínicas ou até mesmo outro biomarcador. E, por fim, o terceiro trata dos critérios de 19 

validação, que mostram a extensão de correlações a doenças específicas, comumente 20 

mensurado pela sensibilidade, especificidade e poder de predição (Mayeux, 2004; Pepe and 21 

Thompson, 2000). Para que menos erros de classificação de doenças existam, é necessário 22 

que se reconheça os falsos positivos e os falsos negativos, bem como a consistência da 23 

probabilidade dos resultados (Naeger et al., 2013; Thompson and Zucchini, 1989).  24 

Os resultados obtidos por meio do uso de biomarcadores podem conter erros 25 

de interpretação quando associados aos objetivos de informações, como, ao diagnóstico, 26 

prognóstico e desfecho clínico. Por exemplo, a associação de apenas um biomarcador do SNC 27 

a uma doença específica pode não ser confiável, porém, pode ser o suficiente para indicar o 28 

desfecho clínico do paciente (Mayeux, 2004). 29 

 30 

2.5 CONSIDERAÇÕES PRÁTICAS 31 

 32 

O uso de biomarcadores em estudos clínicos possui as vantagens de ser 33 

objetivo, preciso, com menor fomento de questionários, estudar os mecanismos de doença, e 34 
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possuir a capacidade de homogenizar os riscos ou doenças e poder ser validado. Porém, há 1 

necessidade de planejamento para evitar que fatores de interferência, como padronização de 2 

técnicas laboratoriais, logística de coleta e armazenamento de amostras, e fatores 3 

interidividuais como materiais utilizados e caracteristicas de população como idade, dieta, e 4 

gênero possam influenciar nos resultados de pesquisa. Além disso a escolha de amostras 5 

biológicas a ser utilizada pode ser um fator limitante, quando o procedimento de coleta 6 

acrescenta risco ao paciente, como por exemplo o uso de LCE que necessita de anestesia geral 7 

e destreza do clínico para a coleta, por isso o uso amostras que não ofereçam riscos ao 8 

paciente, como sangue e urina possuem uma aceitação melhor para pesquisa, mas além disso 9 

é necessário atender às responsabilidades éticas (Mayeux, 2004). 10 

 11 

2.5.1 Caracteríticas de Biomarcadores do SNC 12 

 13 

A avaliação do SNC possui desafios quanto a compreensão dos mecanismos 14 

patológicos, diagnóstico e tratamento de afecções neurológicas. Os biomarcadores são 15 

utilizados para auxiliar o entendimento dessas enfermidades, porém, possuem limitações 16 

como: acesso aos tecidos acometidos, limitação da disponibilidade de  biomarcadores em 17 

amostras biológicas extracraniana, dificuldade em diagnosticar doenças e dimensionar a 18 

extensão da lesão, dificuldade em especificar o tecido cerebral acometido e a escassez de 19 

modelos de validação (Kewal, 2010).  20 

As características desejáveis de biomarcador ideal para injúrias do SNC são 21 

de que possuam especificidade e sensibilidade a uma doença ou estado patológico, que esteja 22 

correlacionado com a progressão da lesão ou doença, que utilizem amostras de fácil coleta 23 

como o sangue e que os resultados obtidos possam ser replicados na prática clínica, 24 

auxíliando a determinar o prognóstico e eficácia terapêutica (Kewal, 2010; Nishida, 2014).  25 

 26 

2.5.2 Biomarcadores Proteícos Séricos em Desordens Neurológicas  27 

 28 

Os biomarcadores de proteína encontrados no sangue, são mensurados 29 

mediante testes com anticorpos específicos à proteína, a exemplo do teste de ELISA. Dentre 30 

as principais proteínas pesquisadas, como biomarcadores, na medicina humana e veterinária 31 

estão a NSE, GFAP, MBP, c-tau, NF-H, MMP e S-100 (Kewal, 2010; Nishida, 2014). 32 

 33 

 34 
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2.5.3 Biomarcador Enolase Neuronal Específica (NSE) 1 

 2 

O biomarcador NSE é encontrado em amostras de sangue e LCE, e pode ser 3 

mensurado mediante a testes com anticorpos específicos à proteína, a exemplo do teste de 4 

ELISA, e possui como característica a especificidade de neurônios e células neuroendôcrinas 5 

(Marangos and Schmechel, 1987). Em estudos com seres humanos observou-se uma relação 6 

positiva entre os valores de NSE e danos no SNC em pacientes neurológicos (Hajduková et 7 

al., 2015; Rech et al., 2006a). Outros estudos foram realizados para comprarar a associação da 8 

NSE em cães com afecções neurológicas, utilizando apenas o LCE (Nakamura et al., 2012; 9 

Satoh et al., 2007). 10 

 11 

2.6 ENOLASE NEURONAL ESPECÍFICA (NSE) 12 

 13 

A NSE, também chamada anteriormente de 2-fosfo-D glicerato hidrolase e 14 

hidratase fosfopiruvato, é uma enzima glicolítica intracitoplasmática de forma dímérica 15 

composta por cinco formas de isoenzimas: alfa-alfa (αα); alfa-gama (αᵞ); gama-gama (ᵞᵞ); alfa-16 

beta (αβ) e beta-beta (ββ) (Marangos et al., 1978). Entretanto, apenas isoenzimas que possuem 17 

a subunidade gama (ᵞ) são encontradas nos neurônios e nas células neuroendócrinas, na forma 18 

de isoenzimas αᵞ e ᵞᵞ com 82,5 e 78-kD, respectivamente (Fletcher et al., 1976; Marangos and 19 

Schmechel, 1987).  Por conta da especificidade aos neurônios e sua atividade enzimática, 20 

responsável pela conversão do 2-fosfo-D glicerato em fosfoenolpiruvato, as formas de 21 

isoenzimas αᵞ e ᵞᵞ foram intituladas como NSE. (Fletcher et al., 1976). Essa enzima possui 22 

função glicolítica e de transporte axonal lento, com maior quantidade em substância cinzenta, 23 

com prevalência no cerebelo, hipocampo, córtex, tálamo e núcleos subcorticais. A NSE, 24 

ainda, pode representar 0,4 a 2,2% do total de proteínas solúveis em determinadas regiões do 25 

encéfalo, chegando a constituir de 3 a 4 % do total de proteínas solúveis em alguns neurônios 26 

(Marangos and Schmechel, 1987).   27 

A NSE, além de ser expressada seletivamente em neurônios, possui grande 28 

estabilidade em outros fluidos biológicos, por ser uma proteína citoplasmática solúvel livre, 29 

que pode facilmente passar para o meio extracelular quando há injúria da membrana neuronal, 30 

e que por consequência pode ser encontrada no LCE e no sangue, em casos de lesão neuronal 31 

(Marangos and Schmechel, 1987).  32 

Conforme estudo na medicina humana que comparou a expressão do 33 

biomarcador em amostras sérica com a de LCE, foi observado que ambas as amostras são 34 
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suficientes para identificar as lesões em neurônios, porém, a permeabilidade da barreira 1 

hematoencefálica (BHE) é um fator limitante para biodisponibilidade no sangue (Marangos 2 

and Schmechel, 1987).  3 

Por sua vez, em um estudo no qual se mensurou a NSE em amostras séricas 4 

e de LCE de humanos com diferentes afecções neurológicas, observou valores significativos 5 

em ambas amostras de pacientes com encefalites, contudo, em outras doenças como status 6 

epilepticus não convulsivo e vasculiti cerebral, não foram observados valores similares entre 7 

as amostras, sendo que a principal justificativa para os casos de encefalite é de que há 8 

aumento da permeabilidade da BHE em casos inflamatórios (Lima et al., 2004). Além de que, 9 

lesões em substância cinzenta  resultam em valores maiores de NSE, devido à concentração 10 

de neurônios (Marangos and Schmechel, 1987).  11 

Ainda, em trabalhos avaliando a expressão das isoenzimas em fetos 12 

humanos, foi constatado que a forma αα é predominante quando comparado ao tecido 13 

encefálico adulto (Fletcher et al., 1976; Kato et al., 1984; Marangos et al., 1980; Yoshida et 14 

al., 1983). Essa informação reforça a ideia de que a NSE é expressa em células neuronais após 15 

a completa diferenciação e desenvolvimento funcional (Marangos et al., 1980; Marangos and 16 

Schmechel, 1987).  17 

Em uma pesquisa avaliando a formação do sistema vestibular e de audição 18 

de galinhas, foi observado que a expressão de NSE só ocorreu após o início da função de 19 

atividade sináptica (Maxwell et al., 1982).  Desta forma, fica evidente que a expressão da 20 

NSE ocorre após a formação funcional da célula neuronal (Marangos et al., 1980). Além 21 

disso, é sugerido que haja uma estreita relação entre a atividade de função sináptica com a 22 

expressão de NSE, em diferentes classes de neurônios adultos que possam estar relacionadas 23 

com a  regulação específica dos níveis de NSE, e, consequentemente, com as necessidades 24 

metabólicas (Marangos and Schmechel, 1987).  25 

A NSE também é encontrada nas hemácias e plaquetas, entretanto, menos 26 

de 1% da NSE encontrada em plaquetas possui a estrutura de isoenzima ᵞᵞ (Marangos and 27 

Schmechel, 1987). Apesar disso, constatou-se por meio de estudos que as plaquetas e 28 

eritrócitos podem representar significativas alterações na mensuração da NSE em casos de 29 

hemólise (Day and Thompson, 1984). Portanto, em trabalhos com intuito de mensurar a 30 

concentração sérica da NSE, se faz necessário mencionar a possibilidade de hemólise, a fim 31 

de evitar resultados falso positivo (Johnsson et al., 2000; Planche et al., 2010).  32 

 33 

 34 
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2.7 APLICAÇÕES CLÍNICAS DA NSE 1 

 2 

As aplicações clínicas da NSE são enfatizadas pela característica de ser 3 

encontrada em células neuronais e neuroendócrinas, desta forma, a presença da NSE em 4 

valores acima do normal no soro e no LCE, sugere alterações metabólicas como a morte de 5 

neurônios (Marangos and Schmechel, 1987). Alguns estudos vinculados ao uso de NSE 6 

envolvendo as doença de Alzheimer, de Huntington e Esclerose Lateral Amiotrófica foram 7 

propostos, entretanto, há dificuldade na interpretação dos resultados em relação às 8 

enfermidades propostas pelo fato de que as lesões em neurônios provocando a liberação da 9 

NSE podem ocorrrer de forma silenciosa, ou seja, antes que os sintomas neurológicos se 10 

manifestem (Marangos and Schmechel, 1987).  11 

Em alguns estudos a NSE foi mensurada no soro e LCE de pacientes 12 

humanos com trauma crânioencefálico (TCE) (Yokobori et al., 2013), com acidente vascular 13 

cerebral (AVC) (Schaarschmidt et al., 1994), que passaram por ressucitação cardiopulmonar 14 

(RCP) (Pfeifer et al., 2005; Rech et al., 2006a; Rosén et al., 2001; Schoerkhuber et al., 1999), 15 

ou que foram submetidos a cirurgias cardíacas (Johnsson et al., 2000), e demonstrou-se 16 

aumento significativo da referida enzima. O mesmo foi observado no caso de cães submetidos 17 

à parada circulatória por meio de estudo experimental(Usui et al., 1994). O uso clínico da 18 

NSE em casos de TCE demonstrou que ela expressa maior especificidade quando se trata de 19 

lesão em neurônios (biodisponibilidade no soro e no LCE), ainda que possa ser encontrada em 20 

hemácias e plaquetas, pois seu níveis podem sofrer interferência extracraniana em casos de 21 

hemólise (Yokobori et al., 2013).  22 

Segundo pesquisa realizada com seres humanos portadores de afecções 23 

neurológicas distintas, a NSE produz estimativa confiável da lesão cerebral, entretanto, é 24 

inconsistente em lesões cerebrais discretas ou de caráter crônico. Também foi observado que 25 

em casos de encefalites (neurotoxoplasmose, encefalite herpética e cerebrite por lúpus), 26 

convulsões, doença vascular entre outras houve aumento da NSE, predominantemente em 27 

relação às encefalites, reforçando a importância desta enzima como marcador adjuvante na 28 

detecção de lesões encefálicas inflamatórias (Lima et al., 2004).  29 

Em um estudo no qual compararam a análise de amostras de LCE de cães 30 

saudáveis e com meningoencefalite de etiologia desconhecida (MUE), utilizando eletroforese, 31 

foi observado aumento siginificativo da NSE nos cães com encefalites. Contudo, a NSE não 32 

foi associada a um biomarcador de diagnóstico, pois qualquer doença que cause a morte de 33 
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neurônios pode aumentar a liberação de NSE. Ainda assim, foi suficiente para diferenciar os 1 

cães com encefalite (Nakamura et al., 2012). 2 

Em um estudo, cães foram sbmetidos a parada circulatória para se estimar o 3 

dano cerebral mediante o uso de biomarcadores. Observou-se que os valores de NSE no LCE 4 

e no soro se elevaram uma hora e duas horas após o restabelecimento da circulação, 5 

respectivamente (Usui et al., 1994).  6 

Em pacientes humanos que sofreram RCP a NSE foi utilizada como fator de 7 

prognóstico, uma vez que possui alta sensibilidade e especifidade relacionada à lesão neuronal 8 

(Rech et al., 2006a), a exemplo de estudos nos quais se observaram a associação de valores 9 

elevados da NSE sérica com mau prognóstico nos casos de coma após a RCP (Pfeifer et al., 10 

2005; Rech et al., 2006a; Rech et al., 2006b; Rosén et al., 2001). Atualmente, há estudos 11 

avaliando a relação de NSE em humanos submetidos  à cirúrgia cardíaca, e que 12 

desenvolveram disfunções cognitivas no pós-operatório (Cata et al., 2011).  13 

A NSE também foi pesquisada como “ferramenta” auxiliar no diagnóstico e 14 

prognóstico de neoplasias neuroendócrinas e no encefálo, como glioblastomas (Fendler et al., 15 

2015; Yan et al., 2011) e tumores neuroblástico (Fendler et al., 2015), além de mieloma 16 

múltiplo (Yang et al., 2014) e carcinoma de células pequenas em pulmão (Inomata et al., 17 

2015; Xue et al., 2015). 18 

 19 

2.8 VÍRUS DA CINOMOSE CANINA (CDV) 20 

 21 

A cinomose é uma doença infecciosa, contagiosa, de ocorrência mundial, 22 

causada por um morbillivírus da família paramyxoviridae (MACLACHLAN and DUBOVI, 23 

2011). O hospedeiro natural são os animais da família e ordem carnívora, em especial das 24 

famílias Canidae, Procyonidae, Mustelidae, Mephitidae, Hyaenidae, Ailuridae, Viverridae e 25 

Felidae (Osterhaus et al., 1995; Summers and Appel, 1994). Os primeiros relatos descritos de 26 

cinomose sugerem que tenha ocorrido na europa, entretanto, uma doença contagiosa em cães 27 

com características similares a cinomose foi descrita em 1700 no Peru (Howell, 1965). As 28 

teorias iniciais eram de que a causa da doença fosse uma bactéria, sendo que o 29 

reconhecimento da teoria de que se tratava de um vírus somente foi aceita 1926 após a 30 

divulgação de um experimento com ferrets, a qual identificou seis cepas virais (Howell, 31 

1965).  32 

 33 

  34 
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2.8.1 Etiologia 1 

  2 

O vírus da cinomose é estruturado por seis proteínas, e possui envelope 3 

lípidico com duas glicoproteínas de superfícies que são responsáveis pela invasão nas células 4 

(Hall et al, 1980). Apesar de haver semelhança entre os vírus da mesma família, o vírus da 5 

cinomose possui pouca variedade de hospedeiros, entre os vírus que compartilham estas 6 

características gênicas e antigênicas, está incluso o vírus do sarampo que acomete a espécie 7 

huamana, vírus da peste bovina, e o da peste dos pequenos ruminantes (ovelhas e cabras) 8 

(MACLACHLAN and DUBOVI, 2011). 9 

 10 

2.8.2 Epidemiologia 11 

   12 

A prevalência de cães infectados pelo vírus da cinomose no Brasil é alta 13 

(Fighera et al., 2008; HEADLEY and GRAÇA, 2000; Sonne et al., 2009), e possui fatores 14 

associados como a infecção de animais susceptíveis em áreas urbanas, maior número de cães 15 

semi-domiciliados, presença de variação nas cepas do vírus (Castilho et al., 2007), maior 16 

frequência no período do inverno e ainda trabalhos sugerem predisposição a cães dolicefálicos 17 

quando comparados aos braquicefálicos (HEADLEY and GRAÇA, 2000).   18 

Cães de todas as faixas etária podem adquirir a doença, entretanto, animais 19 

jovens  com idade entre três e seis meses são mais acometidos, pois a produção de resposta 20 

humoral com títulos suficientes de soroneutralizadores para CDV, pode levar até seis meses 21 

após a primeira vacina (Hartmann et al., 2007). 22 

A vacinação é a melhor forma de controle e prevenção da cinomose em 23 

cães, entretanto, animais vacinados podem adquirir a doença (Ek-Kommonen et al., 1997), 24 

pois as cepas utilizadas para indução de imunização não  são eficazes  para todas (Negrão et 25 

al., 2006). Ainda há a posibilidade de falhas na vacinação incluindo erros de aplicação, 26 

refrigeração e ineficácia da vacina, imunossupressão e anulação da vacina por anticorpos 27 

maternos (Silva et al., 2009) . 28 

 29 

2.8.3 Patogenia e Sinais Clínicos 30 

 31 

A infecção de cães acontece por aerossóis. O período de incubação dura em 32 

média sete dias, com apresentações clínicas variáveis. O vírus da cinomose é pantrópico, 33 

porém, com evidente epiteliotropismo e replicação oronasal primária na maioria dos casos, 34 
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com consequente sinais clínicos de dermatite pustular e broncopneumonia bacteriana 1 

secundária. A imunossupressão causada pelo vírus, mais acentuada em células T e a resposta 2 

humoral está relacionada ao desfecho clínico, bem como a prevalência de infecções 3 

secundárias e oportunistas como toxoplasmose e neosporose (Greene and Vandevelde, 2012). 4 

Após lesionar o SNC a principal causa de sequela em cães é a leucoencefalite desmienilizante 5 

(LD), com a possibilidade de reações tardias semelhante a pan-encefalite subaguda 6 

esclerosante comumente denominada como encefalite do cãe velho (Headley et al., 2009; 7 

Nesseler et al., 1999; Summers and Appel, 1994).  8 

O vírus da cinomose, por demonstrar características de desmielinização é 9 

considerado por alguns pesquisadores como um modelo relevante para comparação com 10 

doenças desmielinizantes em seres humanos a exemplo da esclerose multipla (Alldinger et al., 11 

2006).  12 

  13 

2.8.4 Encefalite por CDV 14 

 15 

Cães acometidos com o vírus da cinomose podem apresentar sinais 16 

neurológicos variados de acordo com os locais da lesão, como alteração de consciência, 17 

comportamento, dos nervos cranianos, , além de lesões em neurônios motores superiores 18 

ocasionando paraparesia ou até paralisia (Greene and Vandevelde, 2012). 19 

Outros sinais clínicos sistêmicos como apatia, anorexia, febre, tosse, 20 

vômito, diarreia, hiperqueratose, pústulas abdominais, corrimentos nasais e oculares podem 21 

ser observados (Amude et al., 2006).  22 

As manifestações clínico-patológicas da cinomose no SNC podem ser 23 

variaveís e são descritas como: enecefalopatia dos cães jovens; encefalopatia dos cães adultos; 24 

encefalopatia dos cães velhos; encefalopatia pós-vacinal; polioencefalite com corpúsculos de 25 

inclusão da cinomose (Nesseler et al., 1999). É observado  lesões desmienilizantes com 26 

astrócitos reativos em cérebros de cães acometidos pelo vírus, (Sonne et al., 2009).  27 

28 
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3 HIPÓTESE 1 

 2 

A NSE é uma enzima que pode ser detectada no soro como um 3 

biomarcador. Assim sendo, aventa-se a hipótese de que ela pode ser mensurada no soro de 4 

cães por meio de teste de ELISA destinado para o uso em seres humanos. Outra hipótese é 5 

que cães com encefalite apresentarão valores séricos elevados de NSE quando comparado 6 

com cães sem encefalite.    7 

8 
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4 OBJETIVOS 1 

 2 

4.1 OBJETIVO GERAL 3 

   4 

Comparar os valores de enolase neuronal específica em cães com e sem 5 

encefalite pelo vírus da cinomose.  6 

 7 

4.2 OBJETIVOS ESPECIFÍCOS 8 

 9 

1. Avaliar a eficácia do teste de ELISA destinado a seres humanos para a 10 

detecção de NSE sérica em cães.  11 

2. Determinar e comparar os valores de NSE sérica em cães com e sem 12 

encefalite pelo vírus da cinomose;  13 

 14 

 15 

16 
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5 ARTIGO NAS NORMAS DO PERIÓDICO INTITULADO BRAIN RESEARCH 1 

 2 

COMPARISON OF SERUM VALUES OF NEURON-SPECIFIC ENOLASE (NSE) IN DOGS 3 
WITH AND WITHOUT ENCEPHALITIS 4 

 5 
 6 
ABSTRACT 7 
 8 
 9 
The neuron-specific enolase (NSE) is a biomarker resultant of the neuronal cell lysis, which 10 
demonstrates stability in extracellular fluids such as blood and cerebrospinal fluid. The measurement 11 
of NSE in serum samples from human were efficient, demonstrating reliability to distinguish and 12 
estimate the central nervous system damage in cases of encephalitis. In veterinary medicine, dogs with 13 
meningoencephalitis showed increased levels of NSE in cerebrospinal fluid, however, there are no 14 
studies evaluating the expression of NSE in serum samples from dogs with encephalitis. Thus, the 15 
objectives of this study was to compare the values of serum NSE in dogs with and without encephalitis 16 
and to evaluate. For this, we used 38 dogs in total, divided into two groups, 19 dogs with encephalitis 17 
(GE) and 19 dogs without encephalitis (GS). The criteria for inclusion in to the GS were aged 1 to 7 18 
years, with normal clinical and laboratory tests. For the GE inclusion, criteria were dogs with 19 
neurological symptoms brain injury, positive molecular diagnosis for distemper, and no symptoms of 20 
hemolysis. Regarding the results obtained it was found that for the GE serum NSE values higher with 21 
greater variation, and higher mean and median GS, there was a significant difference between the 22 
groups (p = 0.0053). In conclusion, the NSE can be measured in serum samples of dogs, and occurred 23 
a significant difference between the groups, contributing to the validation of serum NSE as a 24 
biomarker to help in the evaluation of dogs with encephalitis. 25 
Key words: brain, biomarkers, distemper.  26 
 27 
 28 
1. INTRODUÇÃO 29 

 30 
A enolase neuronal específica (NSE – neuronal specific enolase) é uma enzima glicolítica 31 

intracitoplasmática encontrada nos neurônios e nas células neuroendócrinas (Marangos and 32 
Schmechel, 1987), considerada um dos principais biomarcadores de lesão de neurônios estudados na 33 
medicina humana (Yokobori et al., 2013), porém, na medicina veterinária há poucos estudos (Nishida, 34 
2014). Ela pode ser encontrada no líquido cerebroespinhal (LCE) e no soro, e, atualmente, é 35 
pesquisada como fator de predição e prognóstico em diversos trabalhos na medicina humana (Chabok 36 
et al., 2012; Fendler et al., 2015; Xue et al., 2015). Entretanto, a elevação dos níveis séricos de NSE 37 
pode ser menor em relação ao LCE, pela função barreira hematoencefálica (BHE), sendo que, em 38 
casos inflamatórios e infecciosos com caráter agudo há valores próximos em ambas as amostras (Lima 39 
et al., 2004). Os eritrócitos e as plaquetas também possuem NSE, portanto, nos trabalhos com intuito 40 
de avaliar danos neuronais é necessário descartar hemólise minimizando interferências nas 41 
mensurações séricas (Day and Thompson, 1984; Planche et al., 2010). 42 



 34 

Em um estudo que comparou os resultados de análise proteomica de LCE de grupos de  cães 1 
saudáveis com os que possuiam diagnóstico de meningoencefalites de origem desconhecida, observou-2 
se que a NSE estava presente em ambos os grupos, porém em maior quantidade no grupo com 3 
meningoencefalites (Nakamura et al., 2012). Entretanto, esses resultados não sugerem que o 4 
biomarcador possa ser utilizado como método de diagnóstico, pois a NSE está relacionada às lesões 5 
por encefalite e não à etiologia especificamente. Assim como é demonstrado em uma pesquisa 6 
avaliando biomarcadores em cães com gangliosidosis, doença neurodegenerativa de caráter crônico 7 
progressiva, em que evidenciaram valores de NSE no LCE maiores do que os controles, sugerindo que 8 
o biomarcador foi eficiente para monitorar as lesões no encefálo (Satoh et al., 2007). Ainda que a 9 
maioria dos estudos avaliando a NSE em cães utilizem amostras de LCE, há um experimento com cães 10 
sbmetidos a parada circulatória para se estimar o dano cerebral mediante o uso de biomarcadores, 11 
através de amostras séricas e de LCE. Observou-se que os valores de NSE no LCE e no soro se 12 
elevaram uma hora e duas horas após o restabelecimento da circulação, respectivamente (Usui et al., 13 
1994)  14 

No Brasil a prevalência de encefalite por cinomose em cães é alta (Fighera et al., 2008; Sonne 15 
et al., 2009), sendo que as manifestações  patológicas no SNC podem ser variadas e são denominadas 16 
como: encefalite dos cães jovens; encefalite dos cães adultos; encefalite dos cães velhos; encefalite 17 
pós-vacinal; poliencefalite com corpusculos de inclusão da cinomose  (HEADLEY and GRAÇA, 18 
2000; Headley et al., 2009; Headley et al., 2012; Summers et al., 1984). Os sintomas neurológicos 19 
ocasionados pelo vírus podem ser variáveis de acordo com a localização da lesão (Summers et al., 20 
1984) e a resposta imunológica (Beineke et al., 2009). Além disso, a cinomose na fase aguda pode 21 
induzir a imunossupressão, devido à ação direta em células CD4+, tornando os cães acometidos 22 
suscetíveis a infecções secundárias, exemplo os protozoários neurotrópicos como Toxoplasma gondii e 23 
Neospora caninum (Beineke et al., 2009; Greene and Vandevelde, 2012). 24 

Nesse presente estudo, assumiu-se a possibilidade de que cães com encefalite por cinomose 25 
apresentem coinfecções e expressem o biomarcador NSE no sangue, e que quando comparado valores 26 
mensurados no soro de cães sem e com encefalite apresentem diferença significativa. Sugerindo desta 27 
forma que a NSE seja um biomarcador de lesões no SNC em casos de encefalite, utilizando amostras 28 
séricas. Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o teste para detecção de NSE em 29 
humanos (Neuron-Specific Enolase ELISA, número de catalogo 43-NSEHU-E01 (ALPCO®)), a fim 30 
de quantificar a NSE sérica em cães com e sem ecenfalite e comparar os valores obtidos. 31 

 32 
 33 



 35 

2. RESULTADOS  1 
 2 

2.1. NSE sérica 3 
 4 

A comparação dos valores de NSE entre os grupos apresentou diferença significativa (P = 5 
0,0053) conforme demonstrado na Figura 1, ou seja, no GS os resultados da NSE foram: média +- SD 6 
= 10,43 +- 5,94 ng/ml, mediana = 8,53 ng/ml, e no GE foram: média +- SD = 71,73 +- 104,2 ng/ml, 7 
mediana = 26 ng/ml), conforme os dados apresentados na Tabela 1. Quando se comparou os valores de 8 
NSE entre os indivíduos do mesmo grupo em relação ao sexo, não houve diferença significativa nos 9 
valores de NSE em machos (GS: média +- SD = 11,84 +- 7,39 ng/ml, mediana = 7,39 ng/ml; GE: 10 
média +- SD = 44,62 +- 64,46 ng/ml, mediana = 20,3 ng/ml) e fêmeas (GS: média +- SD = 9,62 +- 11 
5,09 ng/ml, mediana = 8,88 ng/ml; GE: média +- SD = 87,54 +- 121,49 ng/ml, mediana = 34,29 ng/ml; 12 
GS: P = 0.50; GE: P = 0,33) dos grupos. 13 

 14 
 15 
2.2. ENCEFALITES 16 

 17 
No GE o diagnóstico neuroanatômico por meio do exame neurológico foi multifocal em todos 18 

os casos, sendo observado que: seis (32 %) apresentaram lesão do prosencéfalo e tronco encefálico; 19 
quatro (21 %) com  lesão em prosencéfalo, tronco encefálico e medula espinhal; três (16 %) com lesão 20 
no tronco encefálico e medula espinhal; dois (11 %) com lesão em prosencéfalo e medula espinhal; 21 
dois (11 %) com lesão em prosencéfalo, medula espinhal e cerebelo; um (5 %) com lesão em 22 
prosencéfalo, tronco encefálico e cerebelo e um (5 %) com lesão em prosencéfalo e cerebelo. Para o 23 
diagnóstico molecular de cinomose foram utilizadas 11 amostras de urina e 8 amostras de sangue em 24 
EDTA, todos foram positivos. 25 

A avaliação de LCE foi realizada em sete cães cujos proprietários solicitaram eutanásia. A 26 
coleta foi realizada com o consentimento dos mesmos, e imediatamente após o procedimento. Desse 27 
cães cinco (71%) apresentaram pleocitose linfocitica, e em todos foi observado hiperproteinorraquia.  28 
 29 
3. DISCUSSÃO 30 

 31 
Os resultados do trabalho indicam que o teste para detecção de NSE em humanos foi eficaz na 32 

mensuração do biomarcador em soro de cães, e que a NSE apresentou valores maiores nos cães com 33 
encefalite quando comparada aos cães sem encefalite. O GE apresentou valores de NSE maiores e 34 
variados entre si quando comparados aos do GS, com diferença siginificativa (P=0,0053) entre os 35 
grupos. Esses resultados demonstram que a NSE sérica pode ser utilizada como indicador de lesão 36 
encefálica em cães, nos casos de encefalites por cinomose, estando em concordância com os achados 37 



 36 

descritos em seres humanos (Lima et al., 2004). O GE apresentou alguns valores de NSE similares ao 1 
GS, ou seja, semelhantes à média e mediana do GS demonstrados na Figura 1. Desta forma o uso de 2 
amostras séricas, foi eficaz no auxílio ao diagnóstico de encefalite, e que por se tratar de amostras 3 
periféricas não acrescentam riscos ao procedimento de coleta, possibilitando avaliações pareadas de 4 
forma minimamente invasiva. Esses dados reforçam a utilização da NSE sérica para monitoramento de 5 
patologias no SNC, semelhante ao ocorrido em outros estudos de cães com lesões encefálicas, que 6 
sugerem que o biomarcador possa ser usado para monitorar a progressão de uma doença por meio de 7 
amostras de LCE (Nakamura et al., 2012; Satoh et al., 2007).    8 

Devido a alta especificidade da NSE em relação a substância cinzenta (Marangos and 9 
Schmechel, 1987), lesões de substância branca não seriam expressadas pelo biomarcador, o que 10 
poderia ser uma justificativa para a variação dos valores da NSE no GE. Além disso, o fato de uma 11 
única amostra de sangue/urina ter sido obtida no momento do primeiro atendimento ambulatorial sem 12 
avaliações posteriores em relação à NSE, não permitiu estabelecer se a doença estava em fase aguda 13 
ou crônica, desse modo a expressão de NSE no soro estaria relacionada à continuidade da morte de 14 
neurônios, com contínua liberação do biomarcador, ou ainda com o comprometimento da BHE, Deve-15 
se também considerar que o tempo de depuração da proteína no sangue sugere um processo 16 
acumulativo (Usui et al., 1994).  17 

Pelo fato da NSE ser um subproduto do metabolismo de enzimas glicolíticas 18 
intracitoplasmática de neurônios, e é liberada quando há o processo de escassez de energia e 19 
consequente citólise destas células (Marangos et al., 1980), associados a variabilidade dos resultados 20 
obtidos  com pacientes apresentando valores elevados de NSE, corroboram com a especificidade do 21 
biomarcardor testado por neurônios, estando mais uma vez de acordo com o observado por Lima et al 22 
(2004) em estudo envolvendo seres humanos com encefalite. 23 

 24 
3.1. Conclusões 25 

  26 
Com esse estudo podemos concluir que o teste de ELISA para detecção de NSE para humanos 27 

pode ser utilizado para mensurar o biomarcador em soro de cães, e que há diferença entre os valores de 28 
pacientes com e sem encefalite causada pelo vírus da cinomose, validando a aplicação da NSE sérica 29 
como biomarcador de auxílio na avaliação de cães com encefalite. 30 

 31 
4. PROCEDIMENTOS DO EXPERIMENTO 32 

 33 
No presente estudo, foram utilizados 38 cães (Canis familiaris, Lineu 1758) oriundos do 34 

Serviço de Clínica Médica de Animais de Companhia do Hospital Veterinário Escola da Universidade 35 
Estadual de Londrina, distribuídos em dois grupos: o grupo sem encefalite (GS), e o grupo com 36 
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encefalite (GE), ambos composto por 19 cães. Os animais do GS foram atendidos para avaliações de 1 
controle sem qualquer patologia ou queixa clínica. 2 

Os critérios para inclusão dos cães no GS foram: idade entre 1 e 7 anos, sem alterações 3 
clínicas e laboratoriais (hemograma, creatinina, uréia, glicose, alanina-amino-transferase, fosfatase 4 
alcalina). Para o GE os critérios foram: cães com sintomas neurológicas multifocais como por 5 
exemplo comportamento inapropriado, diminuição da consciência, torção de cabeça, pleurotótono, 6 
nistagmo e paresia, com diagnóstico molecular (RT-PCR para o gene N do vírus da cinomose) 7 
positivo para cinomose. Foram coletados para este grupo uma amostra de sangue venoso, e urina 8 
quando disponível e LCE por punção da cisterna magna dos cães eutanasiados a pedido do 9 
proprietário. O tempo entre coleta, processamento e estocagem das amostras em ambos os grupos não 10 
ultrapassou 60 minutos. Não foram utilizadas amostras de soro com aspecto de hemólise. Não houve 11 
restrição para sexo e raça em ambos os grupos. Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no 12 
Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina com número de ofício 086/14. 13 
 14 

4.1. Mensuração da NSE no soro 15 
 16 
Para a determinação dos valores de NSE por meio da técnica de ELISA, foram utilizados soros 17 

armazenados a -80 ºC. O processamento das amostras dos cães foi realizado em duplicata em etapa 18 
única, assim como as amostras padrões e de controle do kit, seguindo as orientações do teste comercial 19 
Neuron Specific Enolase 43-NSEHU-E01 (ALPCO®), para seres humanos.  20 
 21 

4.2. Caracterização de encefalite  22 
 23 
O quadro clínico de encefalite foi caracterizado pela realização do exame neurológico e 24 

identificação de sinais neurológicos multifocais, ou seja, presença de mais de uma das alterações 25 
descritas a seguir: alteração de consciência, mudança de comportamento, torção de cabeça, 26 
pleurotótono, opstótono, convulsão, amaurose, estrabismo, nistagmo, ataxia, tetraparesia e paraparesia. 27 
Por meio do exame neurológico, realizado no momento da coleta de amostras biológicas, foi possível 28 
associar os sintomas às estruturas do SNC acometidas. Além disso, a presença do vírus da cinomose 29 
foi confirmada em amostras de urina e/ou sangue acondicionado em EDTA  utilizando-se a técnica de 30 
reação em cadeia da polimerase (PCR), com primer designado para amplificar um fragmento do gene 31 
N da cinomose (Frisk et al., 1999), como descrito em Boom et al (1990) e modificado por  Amude et 32 
al (2006).  33 
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 1 
 2 
 3 

4.3. Análise estatística 4 
  5 

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para analisar a diferença entre as médias de NSE entre 6 
os grupos GS e GE, com nível de significância de 5 % (p < 0,05). O teste t foi utilizado para avaliar as 7 
demais comparações, com o mesmo nível de significância.  8 

 9 
 10 
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 1 
Figura 1 – Gráfico em forma de caixas, apresentando os valores de NSE sérica no grupo sem 2 
encefalite (GS) e grupo com encefalite (GE) com três outliers neste grupo representados por ○. 3 
 4 
 5 
 6 

 7 
Figura 2 – Gráfico de dispersão dos valores de NSE do grupo sem encefalite (GS) e do grupo com 8 
encefalite (GE). 9 

 10 

 11 
 12 
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Tabela 1 – Resumo da análise estatística das 19 amostras de soro dos cães do GS e do GE com média, 1 
desvio padrão e mediana  dos valores de NSE e diferença entre os grupos utilizando o teste de 2 
Kruskal-Wallis, processadas em julho de 2015 na Universidade Estadual de Londrina.  3 

Grupo 
NSE (ng/ml) 

 
Média +- SD Mediana P 

GS 10,43 +- 5,94 8,53 
0,005299 

GE 71,73 +- 104,2 26 

Grupo sem encefalite (GS) 4 
Grupo com encefalite (GE) 5 
Desvio Padrão (+- SD) 6 
Valor de p utilizando o teste de Kruskal-Wallis (P) 7 
 8 
 9 
 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 
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Tabela 2 – Tabela apresentando a resenha, diagnóstico neuroanatômico, análise de LCE e valores de 1 
NSE dos 19 cães do grupo com encefalite (GE), obtidos no período de julho de 2014 a julho de 2015, 2 
na Universidade Estadual de Londrina. 3 

Resenha 
Diagnostico 

Neuroanatomico 
LCR NSE 

1,8 anos, F, 
SRD 

Multifocal - Prosencéfalo, Tronco 
Cerebral e medula espinhal 

Pleocitose Linfocitica + 
hiperproteinorraquia 

0,00 

1,8 anos, F, 
SRD 

Multifocal - Prosencéfalo e 
Cerebelo 

Hiperproteinorraquia 0,00 

6 meses, M, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo e Medula 

espinhal  
  3,78 

2 anos,  M, Fila 
Brasileiro 

Multifocal - Prosencéfalo, Tronco 
Cerebral e medula espinhal 

  4,99 

6 anos, M, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo, Medula 

espinhal e cerebelo 
Pleocitose Linfocitica + 

hiperproteinorraquia 
13,53 

2,5 anos, F,  SRD 
Multifocal - Tronco Cerebral e 

medula espinhal 
  16,44 

1,1 anos, F, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo, Tronco 

Cerebral e medula espinhal 
  16,63 

10 anos, M, 
SRD 

Multifocal - Tronco Cerebral e 
Medula espinhal 

Pleocitose Linfocitica + 
hiperproteinorraquia 

20,30 

7 Anos, M, Boxer 
Multifocal - Prosencéfalo e Tronco 

Cerebral 
  24,61 

10 anos, F, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo e Tronco 

Cerebral 
  26,00 

7 anos,  F, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo e Tronco 

Cerebral 
  33,47 

2,5 meses, F, 
SRD 

Multifocal - Prosencéfalo, Tronco 
Cerebral e Cerebelo 

Pleocitose Linfocitica + 
hiperproteinorraquia 

35,11 

1, 4 anos, F, 
SRD 

Multifocal - Tronco Cerebral e 
Medula espinhal 

Hiperproteinorraquia 42,46 

1, 7 anos, M, 
Labrador 

Multifocal - Prosencéfalo e Tronco 
Cerebral 

  61,00 

2 A, F, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo, Tronco 

Cerebral e Medula espinhal  
  61,51 

1 Ano, F, SRD 
Multifocal - Prosencéfalo, Medula 

espinhal e cerebelo 
  152,84 

2,5 anos, M,  SRD 
Multifocal - Prosencéfalo e Medula 

espinhal  
  184,16 

1  ano, F, Lhasa 
Apso 

Multifocal -  Prosencéfalo e Tronco 
Cerebral 

  331,89 

5 meses, F, 
SRD 

Multifocal - Prosencéfalo e Tronco 
Cerebral 

Pleocitose Linfocitica + 
hiperproteinorraquia 

334,16 

      X = 71,73 

LCE – Líquido cerebroespinhal; NSE – Enolase neuronal epecífica. 4 

5 
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6 CONCLUSÃO 1 

  2 

- Perante o exposto julga-se poder concluir que o   o teste de ELISA para 3 

quantificação da NSE em humanos, pode ser utilizado de forma eficaz na mensuração da NSE 4 

sérica em cães.  5 

 6 

- Cães com encefalite por cinomose, apresentaram valores de NSE elevados 7 

quando comparados a cães sem encefalite.  8 

 9 

- A NSE sérica pode ser utilizada como um biomarcador de lesão neuronal 10 

em cães, assim como a expressão sérica do biomarcador. Contudo, a viabilidade do 11 

biomarcador como preditor para cães com encefalite necessita de mais estudos, assim como 12 

outras aplicações clínicas. 13 

-. 14 

 15 

16 
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ANEXOS1 

   ANEXO A - COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE  ANIMAIS

 3 

 4 
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Tabela – Resenhas e exames complementares de 19 cães do grupo sem encefalite (GS), 1 
obtidos no período de julho de 2014 à julho de 2015, na Universidade Estadual de Londrina.  2 

Canino Resenha HB Le Pl PT Creat NSE 

1 3 anos, F, Daschund 16,3 6850 180000 7,6 1 8,47 

2 4 anos,  M, Dalmata 15 9500 410000 7,9 1,2 5,81 

3 3 anos, F, Border Collie 10,3 13150 234000 9,9 1,3 4,10 

4 5 anos, F, Labrador 13,3 8400 370000 6,8 1,3 4,48 

5 1,5 anos, M, Poodle 16 11800 180000 7,5 1,1 24,23 

6 3 anos, F, Daschund 14 6600 300000 6,2 1 17,33 

7 5 anos, M, SRD 16,6 - 300000 - 0,8 18,40 

8 4 anos, F, SRD 12,7 6500 312000 6,9 1 7,46 

9 3 anos, F,  Labrador 14,7 20350 447000 8,7 1,2 8,53 

10 5 anos, M, Red Heler 13 10800 290000 6,6 1 7,39 

11 4 anos, M, Bull Terrier 13 11700 525000 7,2 1,1 7,20 

12 5 anos, F, Golden Retriever 13,3 16250 200000 6,4 0,9 0,30 

13 3 anos, M, Poodle 15,3 9900 129000 - 0,8 5,11 

14 2 anos, F, SRD - - - 7,2 0,9 14,92 

15 4 anos, M, SRD 11,6 10750 400000 - - 14,73 

16 3 anos, F, Daschund 15 12000 150000 6,9 0,8 14,35 

17 3 anos, F, SRD 14,4 7700 450000 7 1 12,90 

18 4 anos, F, Sttarfordshire Terrier 14,6 14400 270000 6,5 0,4 9,23 

19 2 anos, F, Sttarfordshire Terrier 13 11150 345000 6,9 1,1 13,34 

Total             
X = 

10,44 

HB – Hemoglobina; Le – Leucócitos Totais; Pl – Plaquetas; PT – Proteínas Totais; Creat – 3 

Creatinina; NSE – Enolase neuronal específica 4 
 5 
 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 
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 1 
Figura: reação de PCR que amplifica um fragmento de 287 pb do gene N de CDV. Canaleta 1: padrão 2 
123 pb (invitrogenTM Life Technologies®, USA). Canaletas 2-12: amostras de urina. Canaletas 13-20: 3 
amostras de sangue total. C-: controle negativo utilizando água ultrapura tratada com dietil 4 
pirocarbonato (DEPC) (InvitrogenTM Life Technologies®, USA). 5 
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VALIDAÇÃO DO KIT 43-NSEHU-E01 ALPCO® PARA DETERMINAÇÃO DA 7 

ENOLASE NEURONAL ESPECIFICA EM CÃES SAUDÁVEIS E COM 8 

ENCEFALITE – RESULTADOS PRELIMINARES 9 

 10 

VALIDATION OF THE KIT 43-NSEHU-E01 ALPCO® FOR DETERMINATION OF 11 

THE NEURONAL SPECIFIC ENOLASE IN HEALTH DOGS AND DOGS WITH 12 

ENCEPHALITIS – PRELIMINARY RESULTS 13 
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 20 

 21 

RESUMO 22 

A enolase neuronal específica (NSE) é uma enzima encontrada no citoplasma de 23 

neurônios, a qual é liberada no líquor e no sangue em situações de injúrias cerebrais, servindo 24 

como biomarcador. O objetivo deste trabalho foi validar o kit 43-NSEHU-E01 ALPCO®, e 25 

quantificar a NSE  sérica de cães saudáveis e com encefalite. 26 

  27 

PALAVRAS-CHAVES: neurologia, biomarcadores, cinomose. 28 

 29 

ABSCTRACT 30 

 The specific neuronal enolase (NSE) is an enzyme found in the cytoplasm of neurons. 31 

In situations, which there is brain injury, this enzyme is released into the cerebrospinal fluid 32 

and blood, and can serve as a biomarker. The objective of this study was to validate the kit 33 

43-NSEHU-E01 ALPCO®, and quantify serum NSE healthy dogs and dogs with encephalitis. 34 
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 1 

KEY-WORDS: neurology, biomarkers, distemper. 2 

 3 

INTRODUÇÃO 4 

A enolase neuronal específica (NSE) é uma enzima glicolítica intracitoplasmática 5 

encontrada nos neurônios, composta por duas subunidades gamma (ᵞᵞ) presente em maior 6 

quantidade na substância cinzenta. Liberada no líquido cefalorraquidiano (LCR) e no sangue, 7 

quando há injúria cerebral. (Zenaide e Gusmao-Flores, 2013; Usui et al., 1994). As encefalites 8 

em cães podem ser ocasionadas por vários agentes infecciosos, como vírus, protozoários, 9 

bactérias, riquétsias, fungos e príons (Gandini et al, 2010). Assim sendo, o objetivo desse 10 

estudo foi validar o kit 43-NSEHU-E01 -ALPCO® por meio da mensuração da NSE sérica em 11 

cães saudáveis e com encefalite e determinar se há diferença entre os grupos estudados. 12 

 13 

MATERIAL E MÉTODOS 14 

Foram utilizados 5 cães saudáveis no grupo controle (GC) e 5 cães com sinais clínicos 15 

de encefalite (GE) ocasionados por cinomose. Não houve distinção quanto ao sexo e raça para 16 

os cães do GE, entretanto, para o GS foi adotada somente animais adultos. Este trabalho foi 17 

aprovado pelo Comissão de Ética em Pesquisa com Animais, com número de ofício 086/14. 18 

Os animais saudáveis foram avaliados por meio de anamnese, exame físico e exames 19 

laboratoriais, da mesma forma que os cães com encefalite. Os quadros de encefalite foram 20 

caracterizados pela detecção de alterações neurológicas observadas mediante o exame 21 

neurológico completo e envolvendo a área tálamo-cortical e/ou cerebelar e/ou de tronco 22 

encefálico. Realizou-se hemograma de todos os cães com suspeita de cinomose e confirmou-23 

se a doença por meio da técnica de PCR com DNA e RNA extraídos de amostras de sangue e 24 

urina. A quantificação da NSE se deu por teste de ELISA utilizando kit intitulado Neuron 25 

Specific Enolase ELISA (número de catálogo 43-NSEHU-E01, ALPCO®). O anticorpo para 26 

NSE-monoclonal é humano, portanto, para certificar a funcionalidade do teste em cães a 27 

identidade da sequência de aminoácido da gamma enolase humana, encontrada no banco de 28 

dados do pubmed (NP_001966.1), foi verificada e comparada com sequência de gamma 29 

enolase de canideos (XP_003639985.1), utilizando o software BLASTP (Protein Basic Local 30 

Aligment Search Tool), versão 2.2.29 + (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que 31 

apresentou 99% de identidade, sustentando o uso do kit humano em cães. A avaliação de NSE 32 

foi realizada em duplicata, utilizando a leitora de microplacas em absorbância com filtro de 33 

450 nm, seguindo as orientações do laboratório. Os cães com encefalite (GE) foram 34 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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submetidos a eutanásia por solicitação dos proprietários devido ao agravamento dos sinais 1 

clínicos e prognóstico ruim. 2 

 3 

RESULTADOS  4 

Em cada um dos grupos haviam 3 (60%) fêmeas e 2 (40%) machos. No exame neurológico os 5 

locais de lesão variaram, sendo que em  1 (20 %) cão houve acometimento do prosencéfalo e 6 

cerebelo, 2 (40 %) apresentaram lesão no tronco cerebral e medula espinhal, 40% 7 

prosencéfalo, medula espinhal e cerebelo.  8 

Após a eutanásia, o LCR foi imediatamente coletado via cisterna cerebelo medular, e 9 

em 4 (80 %) dos animais com encefalite verificou-se a presença de pleocitose linfócitica com 10 

aumento de proteína, e em 1 (20 %) observou-se apenas aumento de proteína. O teste de 11 

Kruskal-Wallis foi utiliizado para analisar a diferença entre as médias, obtendo-se valor de 12 

P=0,016 que inicialmente fortalece a hipótese de diferença das medias dos valores de NSE 13 

entre os grupos. 14 

 15 

DISCUSSÃO 16 

Os cães com encefalite apresentaram valores de NSE aumentados quando comparados 17 

com o grupo controle. Esse resultado confirma que a lesão encefálica por inflamação libera a 18 

NSE no sangue a qual foi detectada com eficácia comprovando que o kit humano utilizado 19 

serve para detecção da referida enzima. Esses achados estão de acordo com os de Usui et al 20 

(1993) que observaram aumento da  NSE sérica e também no LCR em cães submetidos 21 

experimentalmente a lesão cerebral isquemica.  Nos seres humanos, as situações clínicas 22 

documentadas em que a NSE apresentou aumento devido ao dano neuronal foram as 23 

encefalites, o trauma crânio encefálico e a isquemia cerebral por parada cardiorespiratória 24 

(Lima et al., 2004), porém, em medicina veterinária há escassez na literatura sobre o referido 25 

biomarcador, ressaltando assim a importância de trabalhos envolvendo a NSE. Os testes 26 

utilizando biomarcadores séricos para lesão encefálica são vantajosos por serem  27 

minimamente invasivos e servir de auxílio para avaliar a eficácia da terapia e fator de 28 

prognóstico.  29 

 30 

CONCLUSÃO 31 

O kit 43-NSEHU-E01, ALPCO® para humanos foi eficaz na detecção da NSE no soro 32 

de cães saudáveis e com encefalite validando o seu uso como ferramenta na detecção de 33 

lesões neuronais precoces na espécie estudada. 34 
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INTENDED USE 1 
This ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kit is intended for the quantitative 2 
determination of human neuron specific enolase (NSE) levels in serum samples. The test 3 
might be used as an aid in researching neuronendocrine differentiated tumors such as small 4 
cell lung cancer and neuroblastoma, melanoma, seminoma; and with injury of the central 5 
nervous system such as traumatic brain injury (TBI).  6 
 7 
SUMMARY OF PHYSIOLOGY  8 
The glycolytic enzyme enolase (2-phospho-D-glycerate hydrolyase) exists as several dimeric 9 
isoenzymes (αα, αβ, ββ and γγ) composed of three distinct subunits: α, β, and γ. Three 10 
isoenzymes are found in human brain: αα, αβ, and γγ. The heterologous αγ-isoenzyme and the 11 
homologous γγ-enolase isoenzymes are known as neuron-specific enolase (NSE) as these 12 
isoenzymes initially were detected in neurons and neuroendocrine cells. Using monoclonal 13 
antibodies specific to the γ-subunit of the enzyme allows the test to detect both the αγ and the 14 
γγ forms.  15 
The NSE levels are quite low in normal healthy people and in people with benign disease. 16 
Lung cancer is one of the most common cancer forms with an incidence of ~50-100 per 17 
100,000 population. Approximately 20% of the lung cancer is small cell lung cancer. NSE has 18 
been shown to be a valuable tumor marker of neuroendocrine origin, particularly in small cell 19 
lung cancer and in neuroblastoma. Although NSE is similar to Chromogranin A in detecting 20 
small cell lung cancer and neuroblastoma, Chromogranin A seems better in detecting 21 
carcinoid.  22 
 23 
ASSAY PRINCIPLE  24 
This ELISA is designed, developed, and produced for the quantitative measurement of human 25 
NSE in serum samples. The assay utilizes the two-site “sandwich” technique with two 26 
selected monoclonal antibodies that bind to different epitopes of the γ-subunit of the enzyme.  27 
Assay standards, controls, and samples are added directly to microplate wells that are coated 28 
with streptavidin. Subsequently, a mixture of a biotinylated NSE specific monoclonal 29 
antibody and a horseradish peroxidase (HRP) labeled NSE specific monoclonal antibody is 30 
added to each microplate well. After the first incubation a “sandwich” immunocomplex of 31 
“streptavidin-biotin-monoclonal antibody-human NSE-monoclonal antibody-HRP” is formed. 32 
The unbound monoclonal antibodies are removed in the subsequent washing step. For the 33 
detection of this immunocomplex, the wells are then incubated with a substrate solution in a 34 
timed reaction and then measured in a spectrophotometric microplate reader. The enzymatic 35 
activity of the immunocomplex bound to the NSE on the wall of the microplate well is 36 
directly proportional to the amount of NSE in the sample. A standard curve is generated by 37 
plotting the absorbance versus the respective human NSE concentration for each standard on 38 
point-to-point, cubical scales, or 4 parameter curve fit. The concentration of human NSE in 39 
test samples is determined directly from this standard curve.  40 
 41 
REAGENTS: Preparation and Storage  42 
This test kit must be stored at 2 – 8°C upon receipt. For the expiration date of the kit refer to 43 
the label on the kit box. All components are stable until this expiration date.  44 
 45 
Prior to use allow all reagents to come to room temperature. Regents from different kit lot 46 
numbers should not be combined or interchanged.  47 

 48 
1. Streptavidin Coated Microplate (Cat. No. 10040)  49 
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One microplate with 12 x 8 strips (96 wells total) coated with streptavidin. The plate is 1 
framed and sealed in a foil zipper bag with a desiccant. This reagent should be stored at 2 2 
– 8°C and is stable until the expiration date on the kit box.  3 
 4 
2. NSE Tracer Antibody (Cat. No. 30239)  5 
One vial containing 0.6 ml HRP labeled anti-human NSE specific monoclonal antibody in 6 
a stabilized protein matrix. This reagent must be diluted with NSE Capture Antibody 7 
before use. The dilution procedure is in the assay procedure section. This reagent should 8 
be stored at 2 – 8°C and is stable until the expiration date on the kit box.  9 
 10 
3. NSE Capture Antibody (Cat. No. 30238)  11 
One vial containing 12 ml of biotinylated NSE capture antibody. It should be only used 12 
after mixing with NSE tracer antibody. The reagent should be stored at 2 – 8°C and is 13 
stable until the expiration date on the kit box.  14 

4. Wash Concentrate (Cat. No. 10010) One bottle contains 30 ml of 30 fold concentrate. 15 
Before use the contents must be diluted with 870 ml of demineralized water and mixed well. 16 
Upon dilution this yields a working wash solution containing a surfactant in phosphate 17 
buffered saline with a non-azide, non-mercury based preservative. The diluted wash buffer 18 
should be stored at room temperature and is stable until the expiration date on the kit box.  19 
 20 
5. HRP Substrate (Cat. No. 10020) One bottle contains 12 ml of tetramethylbenzidine 21 
(TMB) with stabilized hydrogen peroxide. This reagent should be stored at 2 – 8°C and is 22 
stable until the expiration date on the kit box.  23 
 24 
6. Stop Solution (Cat. No. 10030) One bottle contains 12 ml of 0.5 M sulfuric acid. This 25 
reagent should be stored at 2 – 8°C or room temperature and is stable until the expiration date 26 
on the kit box.  27 
 28 
7. NSE Standards (Cat. No. 30231 – 30235) Two sets of five vials each containing human 29 
NSE in a lyophilized bovine serum based matrix with a non-azide, non-mercury based 30 
preservative. Refer to vial for exact concentration for each standard. These reagents 31 
should be stored at 2 – 8°C and are stable until the expiration date on the kit box.  32 
 33 
8. NSE Controls (Cat. No. 30236 – 30237) Two sets of two vials each containing human 34 
NSE in a lyophilized bovine serum based matrix with a non-azide, non-mercury based 35 
preservative. Refer to vials for exact concentration range for each control. Both controls 36 
should be stored at 2 – 8°C and are stable until the expiration date on the kit box.  37 
 38 
SAFETY PRECAUTIONS The reagents must be used in a professional laboratory 39 
environment and are for research use only. Source material of bovine serum was derived in 40 
the contiguous 48 United States. It was obtained only from healthly donor animals maintained 41 
under veterinary supervision and found free of contagious diseases. Wear gloves while 42 
performing this assay and handle these reagents as if they are potentially infectious. Avoid 43 
contact with reagents containing TMB, hydrogen peroxide, or sulfuric acid. TMB may cause 44 
irritation to skin and mucous membranes and cause an allergic skin reaction. TMB is a 45 
suspected carcinogen. Sulfuric acid may cause severe irritation upon contact with skin. Do not 46 
get in eyes, on skin, or on clothing. Do not ingest or inhale fumes. On contact, flush with 47 
copious amounts of water for at least 15 minutes. Use Good Laboratory Practices.  48 
 49 
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MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED 1. Precision single channel pipettes 1 
capable of delivering 10 μl, 50 μl, 100 μl,1000 μl, etc. 2. Repeating dispenser suitable for 2 
delivering 100 μl. 3. Disposable pipette tips suitable for above volume dispensing. 4. 3 
Disposable 12 x 75 mm or 13 x 100 glass or plastic tubes. 5. Disposable plastic 100 ml and 4 
1,000 ml bottle with caps. 6. Aluminum foil. 7. Deionized or distilled water. 8. Plastic 5 
microplate well cover or polyethylene film. 9. ELISA multichannel wash bottle or automatic 6 
(semi-automatic) washing system. 10. Spectrophotometric microplate reader capable of 7 
reading absorbance at 450 nm.  8 
 9 
SPECIMEN COLLECTION Only 20 μl of human serum is required for human NSE 10 
measurement in duplicate. No special preparation of the individual is necessary prior to 11 
specimen collection. Whole blood should be collected by venipuncture and must be allowed 12 
to clot for a minimum of 30 minutes at room temperature before the serum is separated by 13 
centrifugation (850-1500 x g for 10 minutes). The serum should be separated from the clot 14 
within two hours of blood collection and transferred to a clean test tube. Serum samples 15 
should be stored at 2 - 8ºC if the assay is to be performed within 24 hours. Otherwise, samples 16 
should be stored at –20ºC or below until measurement. Avoid any repeated freezing and 17 
thawing of the sample.  18 
 19 
Plasma samples are not recommended for NSE measurement.  20 
 21 
ASSAY PROCEDURE  22 
1. Reagent Preparation  23 

(1) Prior to use allow all reagents to come to room temperature. Regents from different kit 24 
lot numbers should not be combined or interchanged.  25 

(2) Wash Concentrate must be diluted to working strength solution prior to use. Please see 26 
REAGENTS section for details.  27 

(3) Reconstitute all assay standards and controls by adding 0.5 ml of deminerialized water 28 
to each vial. Allow the standards and controls to sit undisturbed for 10 minutes, and 29 
then mix well by inversions or gentle vortexing. One must make sure that all solids are 30 
dissolved completely prior to use. These reconstituted standards and controls 31 
should be stored at 2-8°C for up to 30 days. It is not recommended to freeze the 32 
reconstituted standards and controls.  33 

 34 
 35 
 36 
 37 
 38 
 39 
 40 
 41 
 42 
 43 
 44 
 45 
 46 
 47 
 48 
 49 
 50 
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3. Assay Procedure  1 
(1) Place a sufficient number of streptavidin coated microwell strips in a holder to run 2 

human NSE standards, controls, and unknown samples in duplicate.  3 
(2) Test Configuration  4 
 5 

 6 
 7 

(3) Prepare NSE Tracer Antibody and Capture Antibody working solution by 1:21 fold 8 
dilution of the Tracer Antibody (30239) with the biotinylated Capture Antibody 9 
(30238). For each strip, mix 1 ml of the Capture Antibody with 50 μl of the Tracer 10 
Antibody in a clean test tube.  11 

(4) Add 10 μl of standards, controls, and samples into the designated microwells.  12 
(5) Add 100 μl of above mixture of Tracer Antibody and Capture Antibody solution to 13 

each of the wells.  14 
(6) Cover the plate with the plate sealer and incubate plate at room temperature, shaking at 15 

170 rpm for 1 hour.  16 
(7) Remove plate sealer. Aspirate the contents of each well. Wash each well 5 times by 17 

dispensing 350 μl of working wash solution into each well and then completely 18 
aspirating the contents. Alternatively, an automated microplate washer can be used.  19 

(8) Add 100 μl of HRP Substrate into each of the wells.  20 
(9) Cover the plate with one plate sealer and also with aluminum foil to avoid exposure to 21 

light.  22 
(10)Incubate plate at room temperature for 10 minutes or less.  23 
(11) Remove the aluminum foil and plate sealer. Add 100 μl of Stop Solution into each of 24 

the  wells. Mix gently.  25 
(12) Read the absorbance at 450 nm within 10 minutes in a microplate reader.  26 

NOTE: to reduce           the background, one can set the instrument to dual wavelength 27 
measurement at 450 nm with background wavelength correction set at 595 nm or 620 28 
nm or 630 nm.  29 

 30 
PROCEDURAL NOTES  31 

1. It is recommended that all standards, controls, and unknown samples be assayed in 32 
duplicate. The average absorbance reading of each duplicate should be used for data 33 
reduction and the calculation of results.  34 

2. Keep light sensitive reagents in the original amber bottles.  35 
3. Store any unused streptavidin coated strips in the foil zipper bag with desiccant to 36 

protect from moisture.  37 
4. Careful technique and use of properly calibrated pipetting devices are necessary to 38 

ensure reproducibility of the test.  39 
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5. Incubation times or temperatures other than those stated in this insert may affect the 1 
results.  2 

6. Avoid air bubbles in the microwell as this could result in lower binding efficiency and 3 
higher CV% of duplicate reading  4 

7. All reagents should be mixed gently and thoroughly prior to use. Avoid foaming.  5 
 6 
INTERPRETATION OF RESULTS  7 

1. Calculate the average absorbance for each pair of duplicate test results.  8 
2. Subtract the average absorbance of the STD 1 (0 ng/ml) from the average absorbance of 9 

all other readings to obtain the corrected absorbance.  10 
3. The standard curve is generated by the corrected absorbance of all standard levels on 11 

the ordinate against the standard concentration on the abscissa using point-to-point or 12 
log-log paper. Appropriate computer assisted data reduction programs may also be 13 
used for the calculation of results. We recommend using Point-to-Point curve fit.  14 

 15 
The human NSE concentrations for the controls and samples are read directly from the 16 
standard curve using their respective corrected absorbance.  17 
 18 
EXAMPLE DATA AND STANDARD CURVE  19 
A typical absorbance data and the resulting standard curve from human NSE ELISA are 20 
represented. This curve should not be used in lieu of a standard curve run with each assay. 21 
 22 

 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 

 33 
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Human NSE ELISA 1 

  2 
Human NSE Standards (ng/ml)OD 450 nm  3 

 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
EXPECTED VALUES  11 
One hundred seventy two normal adult sera were measured with this human NSE ELISA. The 12 
normal range was found to be less than 15 ng/ml. It is highly recommend that each laboratory 13 
should establish its own normal cut-off level.  14 
 15 
Although a serum NSE level above 15 ng/ml would be an aid in research, it is recommended 16 
to establish a baseline level of NSE for each individual for monitoring individuals with cancer 17 
after surgery. A clear surge of NSE level would indicate an increase in cancer cell activity.  18 
 19 
LIMITATION OF THE PROCEDURE  20 

1. Since there is no Gold Standard concentration available for human NSE measurement, 21 
the values of assay standards were established by correlation to a highly purified NSE 22 
standard.  23 

2. When sample values read higher than the highest standard, it is recommend to dilute the 24 
samples and assay again.  25 

3. Bacterial or fungal contamination of serum specimens or reagents, or cross 26 
contamination between reagents, may cause erroneous results.  27 

4. Water deionized with polyester resins may inactive the horseradish peroxidase enzyme.  28 
 29 
QUALITY CONTROL  30 
To assure the validity of the results each assay should include adequate controls with known 31 
NSE levels. We recommend that all assays include the laboratory’s own or commercial NSE 32 
controls in addition to those provided with this kit.  33 
 34 
PERFORMANCE CHARACTERISTICS  35 
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Sensitivity  1 
The sensitivity of the human NSE ELISA as determined by the 95% confidence limit on 20 2 
duplicate determinations of zero standard is approximately 1.2 ng/ml.  3 
 4 
High Dose “hook” effect  5 
This assay has showed that it does not have any high dose “hook” effect up to 20,000 ng/ml.  6 
 7 
Precision  8 
The intra-assay precision is validated by measuring two controls samples in a single assay 9 
with 20 replicate determinations. 10 
 11 

Mean NSE Value (ng/ml)  CV (%)  

11.24  4.0  
132.16  3.5  

  

 12 
The inter-assay precision is validated by measuring two control samples in duplicate in 12 13 
individual assays. 14 
 15 

Mean NSE Value (ng/ml)  CV (%)  

11.37  5.99  
144.98  4.85  

 16 
 17 
 18 
Linearity  19 
Two human serum samples were diluted with assay buffer and assayed. The results in the 20 
value of ng/ml are as follows: 21 
 22 

 23 
Recovery  24 
Two serum samples were spiked with various amounts of human NSE (1 vol. + 1 vol. mixture) and 25 
assayed. The results in the value of ng/ml are as follows: 26 

 27 
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Short Assay Procedure:  33 

 34 
1. Add 10 μl of standards, controls, and serum samples into the designated microwell.  35 
2. Add 100 μl of the tracer/capture antibody mixture to each well.  36 
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3. Cover with a plate sealer and incubate the plate at room temperature, shaking at 170 rpm 1 
for 1 hour.  2 

4. Wash each well 5 times.  3 
5. Add 100 μl of HRP Substrate to each of the wells.  4 
6. Cover with a plate sealer and aluminum foil and incubate plate at room temperature for 5 

10 minutes or less.  6 
7. Add 100 μl of Stop Solution to each of the wells.  7 
8. Read the absorbance at 450 nm within 10 minutes.  8 

 9 


