RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 06/01/2025.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DA PERFUSAO ABDOMINAL E
BIOMARCADORES PARA DIAGNOSTICO PRECOCE DE
SEPSE E LESAO HEPATICA EM CADELAS COM
PIOMETRA

Beatriz Gasser

Médica Veterinaria

2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DA PERFUSAO ABDOMINAL E
BIOMARCADORES PARA DIAGNOSTICO PRECOCE DE
SEPSE E LESAO HEPATICA EM CADELAS COM
PIOMETRA

Discente: Beatriz Gasser

Orientador: Prof. Dr. Marcus Antdonio Rossi Feliciano

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencéo do titulo de Doutora em Ciéncias
Veterinarias.

2023



Gasser, Beatriz
G251a Avaliacdo da perfusdo abdominal e biomarcadores para diagnéstico
precoce de sepse e lesdo hepatica em cadelas com piometra / Beatriz
Gasser. -- Jaboticabal, 2023

56 p. : il., tabs., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientador: Marcus Antdnio Rossi Feliciano

Coorientador: Ricardo Andrés Ramirez Uscategui

1. Ultrassonografia veterinaria. 2. Faléncia de multiplos 6rgaos. 3.
Choque séptico. 4. Ultrassonografia Doppler. 5. Infecgéo. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™® v "/

CERTIFICADO DE APROVAGAQO

TITULO DA TESE: AVALIAGAO DA PERFUSAO ABDOMINAL E BIOMARCADORES PARA
DIAGNOSTICO PRECOCE DE SEPSE E LESAQ HEPATICA EM CADELAS COM
PIOMETRA

AUTORA: BEATRIZ GASSER
ORIENTADOR: MARCUS ANTONIO ROSSI FELICIANO
COORIENTADOR: RICARDO ANDRES RAMIREZ USCATEGUI

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em Cirurgia Veterinaria,
area: Saude Animal pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. MARCUS ANTONIO ROSSI FELICIANO (Participagao Presencial) /\/\/X\
Diagnostico por Imagem / Universidade de Sao Paulo USP FZEA PirassunungaSP

Profa. Dra. DANUTA PULZ DOICHE (Participagao Presencial) \QLKJO\OL,@ RS s—
Depto. de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV UNESP Jaboticabal

Pesquisadora Dra. EDNA MIREYA GOMES ORTIZ (Participagao Presencial) s &
Médica Veterinaria Auténoma / Jaboticabal/SP G

M
/i ¢
. /R NS
Prof. Dr. CARLOS AUGUSTO ARAUJO VALADAO (Pamdpac@esenciﬁi :
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinéria / FCAV UNESP f ticabal

Prof. Dr. PAULO FERNANDES MARCUSSO (Participagao Presencial) D
Depto. Clinica Veterinéria / FMVZ Unesp Botucatu > °

Jaboticabal, 06 de janeiro de 2023

Faculdade de Cidncias Agrérias & Veisrindrias - Campus de Jabaticabal
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, 9/n , 5, 14884500
hitps//www.fcav.unesp br/#tpos- JCNPJ: 48.0231.918/0012-87.




Impacto esperado: Esta tese aborda a sepse como tema frequente e atual, de
relevancia mundial tanto na medicina quanto na veterinaria e a piometra, uma infeccao
comum na espécie canina. Almeja-se que seus resultados sejam usados para a
deteccdo precoce de altera¢gdes na perfusdo e resposta inflamatoria na sepse, visando

agilizar o tratamento do paciente, reduzindo o risco de sequelas e 06bito.

Expected impact: This thesis addresses sepsis as a frequent and current topic,
of worldwide relevance both in medicine and in veterinary medicine, and pyometra, a
common infection in dogs. It is hoped that its results will be used for the early detection
of alterations in perfusion and inflammatory response in sepsis, aiming to speed up

patient treatment, reducing the risk of sequelae and death.
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AVALIACAO DA PERFUSAO ABDOMINAL E BIOMARCADORES PARA
DIAGNOSTICO PRECOCE DE SEPSE E LESAO HEPATICA EM CADELAS COM
PIOMETRA

RESUMO - A sepse ocasiona alta morbimortalidade, principalmente devido ao
desenvolvimento da sindrome de disfuncdo multiorganica (MODS), complicacéo
decorrente principalmente de mé perfuséo tecidual. As técnicas utilizadas atualmente
para o diagndstico precoce destas alteracfes sdo pouco acuradas, invasivas, de alto
risco ou nao tém sido provadas em animais. Por estes motivos, este projeto de
doutorado objetivou avaliar a perfusdo abdominal e intestinal, pelas técnicas de
ultrassonografia contrastada (CEUS) e Doppler, os parametros fisicos, hematoldgicos
e 0s biomarcadores inflamatorios, de funcéo hepatica e renal em cadelas saudaveis e
cadelas com piometra, comparar estas variaveis entre 0s grupos, pacientes em sepse
ou ndo determinada pelos critérios da sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) ou Sequential Organ Failure Assessment (SOFA); correlacionar estas variaveis
com os achados do exame histopatologico hepético; com o intuito de desenvolver
critérios acurados para o diagnostico da sepse, das alteracdes de perfuséo intestinal
e lesdo hepatica na espécie canina. Assim, foram utilizadas 17 cadelas com piometra
de origem espontanea e 10 cadelas saudaveis, em cada uma delas foram avaliados
os parametros de perfusdo abdominal e intestinal, por meio das técnicas CEUS e
Doppler espectral, os parametros fisiologicos e laboratoriais rotineiramente utilizados
para a monitoracdo da sepse, funcdo hepatica e renal, assim como analise
histopatolégica de biopsia hepatica por Trucut. Apds realizar todas estas avaliacdes,
observou-se que a piometra causa reducao no volume do fluxo sanguineo, no pico da
velocidade sistdlica e no indice de resistividade da aorta abdominal avaliados pelo
Doppler espectral; que os pacientes em sepse identificados pelo SOFA apresentaram
apenas menor pressao arterial sistélica (PAS), enquanto que 0s animais em sepse
identificados pelo escore SIRS apresentaram menor PAS, picos de velocidade
sistélica, volume de fluxo sanguineo e indices de resistividade da aorta abdominal,
assim como na avaliagdo CEUS maiores intensidades do pico de contraste em pixels
do parénquima duodenal. As variaveis identificadas como marcadores de sepse
foram: baixa  temperatura, leucocitose, neutrofilia, hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, aumento da fosfatase alcalina, da relacdo creatinina-proteina
urinaria e reducgéo da relacdo PaO2/FiO2, com estas variaveis o critério diagnostico foi
alteracdo de no minimo quatro parametros resultando em sensibilidade de 92%,
especificidade 87%, valor preditivo positivo 85% e valor preditivo negativo 93%, sendo
estes resultados similares aos critérios SIRS com infecgdo confirmada (75%, 93%,
90% e 82%; respetivamente) e superiores a escala SOFA (75%, 100%,100% e 63%;
respetivamente), e a SIRS sem infeccdo confirmada (75%, 33%, 47%, 63%;
respetivamente). Diante disso, determinou-se que a infecgdo e em pior grau a sepse
ocasiona reducéao do fluxo sanguineo abdominal, com aumento da perfuséo intestinal,
adicionalmente que o critério proposto permite a identificacdo acurada da sepse, 0
gue possibilita uma abordagem mais assertiva da sepse na espécie canina.
Palavras-chave: CEUS, disfuncdo organica, Doppler, resposta inflamatoria
ultrassonografia



EVALUATION OF ABDOMINAL PERFUSION AND BIOMARKERS FOR EARLY
DIAGNOSIS OF SEPSIS AND LIVER INJURY IN BITCHES WITH PIOMETRA

ABSTRACT - Sepsis causes high morbidity and mortality, mainly due to the
development of multiorgan dysfunction syndrome (MODS), a complication mainly due
to poor tissue perfusion. The techniques currently used for the early diagnosis of these
alterations are inaccurate, invasive, high risk or have not been proven in animals. For
these reasons, this doctoral project aimed to evaluate abdominal and intestinal
perfusion by contrast-enhanced ultrasound (CEUS) and Doppler techniques, physical,
hematological parameters and inflammatory biomarkers, liver and kidney function in
healthy bitches and bitches with pyometra, compare these variables between groups,
between patients with sepsis or not determined by the criteria of systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) or Sequential Organ Failure Assessment (SOFA); to
correlate these variables with the findings of the liver histopathological examination;
aiming to develop accurate criteria for the diagnosis of sepsis, alterations in intestinal
perfusion and liver injury in dogs. Thus, 17 bitches with spontaneous pyometra and 10
healthy bitches were used, in each of them the parameters of abdominal and intestinal
perfusion were evaluated using the CEUS and spectral Doppler techniques, the
physiological and laboratory parameters routinely used for monitoring sepsis, liver and
kidney function, as well as histopathological analysis of liver biopsy by Trucut. After
performing all these evaluations, it was observed that pyometra causes a reduction in
blood flow volume, peak systolic velocity and abdominal aorta resistivity index
evaluated by spectral Doppler; that sepsis patients identified by SOFA had only lower
systolic arterial pressure (SAP), while sepsis animals identified by the SIRS score had
lower SAP, peak systolic velocity, blood flow volume and abdominal aorta resistivity
indices, as well as higher peak contrast intensities in pixels in the CEUS evaluation of
duodenal parenchyma. The variables identified as sepsis indicators were: low
temperature, leukocytosis, neutrophilia, hypoalbuminemia, hyperglobulinemia,
increased alkaline phosphatase, urinary creatinine-protein ratio and reduction in the
PaO2/FiO2 ratio, with these variables the diagnostic criterion was a change of at least
four parameters resulting in sensitivity of 92%, specificity 87%, positive predictive value
85% and negative predictive value 93%, these results being similar to the SIRS criteria
with confirmed infection (75%, 93%, 90% and 82%; respectively) and above the SOFA
scale (75%, 100%,100% and 63%; respectively), and the SIRS without confirmed
infection (75%, 33%, 47%, 63%; respectively). In view of this, it was determined that
infection and, to a worse degree, sepsis, causes a reduction in abdominal blood flow,
with an increase in intestinal perfusion, in addition that the proposed criterion allows
the accurate identification of sepsis, which enables a more assertive approach to
sepsis in the canine species.

Keywords: CEUS, Doppler, organ dysfunction, inflammatory response,
ultrasonography



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

Introducao

A sepse é uma condicao clinica que gera alta morbimortalidade em humanos e
animais, sendo sua incidéncia estimada por volta de 6 a 10% na espécie canina, com
taxa de sobrevivéncia entre 25 e 50% (Otto, 2007). Esta afeccdo ocasiona
complicacBes decorrentes principalmente de ma perfuséo tecidual e pode conduzir ao
desenvolvimento da sindrome de disfuncdo multiorganica (MODS) que afeta
aproximadamente 50% dos cées com sepse e aumenta a taxa de mortalidade de 25%
para 70% (Kenney et al., 2010).

Dentre as disfuncdes organicas documentadas em cées, estima-se que a leséo
renal aguda (LRA) ocorra em 12% dos pacientes com sepse, dos quais apenas 14%
sobrevivem; a disfuncdo hepética em 20-49% dos pacientes, com taxa de
sobrevivéncia de 38%; e a disfuncdo gastrintestinal em 59% dos pacientes internados
em estado grave (Bakker et al., 2004; Reintam et al., 2009; Kenney et al., 2010; Keir
e Kellum, 2015), ademais, se reconhece que a sepse compromete a funcao da barreira
intestinal, ocasionando translocagdo bacteriana e piorando significativamente o
quadro clinico (Gatt et al., 2007).

Diversos métodos foram propostos na medicina para a identificacdo da sepse
na rotina hospitalar, dentre eles os critérios de sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) e o Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (Evans et al.,
2021). Na medicina veterinaria, o critério SIRS avalia a resposta inflamatéria do
paciente a infeccdo e apresenta alta sensibilidade (97%), mas baixa especificidade
(64%) (Hauptman et al., 1997). Além de pouco especifico, o critério SIRS néao utiliza
marcadores para avaliar disfuncbes organicas. Diante disso, foi proposto o escore
SOFA, que tenta identificar a disfuncéo renal, hepatica, circulatéria, pulmonar, do
sistema nervoso central e da coagulacdo oriundas da sepse. Este escore ja foi
estudado como fator progndstico de cdes em estado critico (Ripanti et al., 2012), no
entanto esta escala ndo avalia a funcao de outros sistemas organicos e 0s estudos na
veterinaria ndo avaliaram sua capacidade para identificar sepse nem lesbes

organicas, na espécie canina.



Neste contexto, considerando a indiscutivel importancia da funcéo intestinal e
a dificuldade de identificacdo de alteracdes neste sistema, a avaliacdo da perfuséo
intestinal por meio da ultrassonografia contrastada (CEUS) tem sido considerada uma
técnica diagndstica promissora, uma vez que permite detectar alteracdes na
vascularizacdo e microcirculacdo, imperceptiveis por outros métodos, de forma néo
invasiva e segura (Girlich et al., 2011). Embora a técnica CEUS ainda se encontre em
fase experimental, estudos preliminares ja descreveram sua acuracia na identificacéo
de afeccdes intestinais em humanos e caninos (Medellin et al., 2018; Linta et al.,
2021), mas nenhum deles em quadros de sepse.

Além disso, a identificacdo precoce das alteragdes organicas na sepse permite
a instituicdo do tratamento mais rapido, melhorando o prognéstico e reduzindo as
taxas de mortalidade (Evans et al., 2021). No entanto, sabe-se que 0s critérios para
diagnoéstico de sepse apresentam limitagdes na medicina veterinaria; por exemplo o
SIRS avalia apenas a resposta inflamatoria e apresenta baixa especificidade por
utilizar parametros subjetivos e que se alteram sob diversas circunstancias, como
frequéncia cardiaca e respiratdria, que podem aumentar simplesmente por estresse
(Hauptman et al., 1997); ja o SOFA, apesar de ter sido estudado com uma escala
adaptada para céaes (Ripanti et al.,, 2012), apresenta aplicabilidade controversa na
avaliacdo da disfungcao organica na sepse, visto que utiliza marcadores tardios e com
baixa sensibilidade nos pacientes em sepse (Cobrin et al., 2013; Bastos et al., 1993;
Schlesinger e Rubin, 1993).

Com estes preceitos, 0 objetivo desta revisdo, foi fazer um levantamento
literario, abordando a avaliacdo da perfusdo abdominal e intestinal na sepse ou
infeccbes consideraveis, a acuracia dos critérios SIRS ou SOFA e as variaveis do
exame fisico, hematoldgico, biomarcadores inflamatérios, de funcéo hepatica e renal,
no diagnostico precoce da sepse na espécie canina, a partir de alteracdes de funcao

organica e resposta inflamatoria.
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Conclusao

A partir da andlise multivariada dos parametros clinicos e laboratoriais
estudados, propbe-se um critério de disfuncdo organica e resposta inflamatoria
(DORI) para diagnéstico precoce de sepse em cées a partir de 6 variaveis de
avaliacdo das funcgdes fisiologicas, hematoldgicas, das proteinas séricas e das
funcBes hepdtica, renal e respiratoria, respectivamente: temperatura retal abaixo de
39,05°C, leucdcitos acima de 10,40x103/UL, neutréfilos acima de 5,93x103/UL,
albumina abaixo de 3,11g/dL, globulinas acima de 3,31g/dL, FA acima de 45U/L,
UPC acima de 0,15 e PaO2/FiO2 abaixo de 445,20mmHg; e determinou-se que a
presenca de no minimo quatro destas alteragbes identificava sepse com uma
acuracia diagnéstica superior aos critérios SIRS e SOFA utilizados atualmente para

este fim.
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