UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS E VARIABILIDADE
DA FREQUENCIA CARDIACA EM FEMEAS CANINAS COM
SEPSE DE OCORRENCIA NATURAL DEVIDO A PIOMETRA E
SUAS CORRELAGOES COM VALORES SERICOS DE TNF-
alfa, IL-1beta, IL-6, IL-10 E PROTEINA C REATIVA

Evandro Zacché Pereira

Médico Veterinario

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS E VARIABILIDADE
DA FREQUENCIA CARDIACA EM FEMEAS CANINAS COM
SEPSE DE OCORRENCIA NATURAL DEVIDO A PIOMETRA E
SUAS CORRELAGOES COM VALORES SERICOS DE TNF-
alfa, IL-1beta, IL-6, IL-10 E PROTEINA C REATIVA

MV. MSc. Evandro Zacché Pereira

Orientador: Prof. Dr. Aparecido Antonio Camacho

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus
de Jaboticabal, como parte das exigéncias
para a obtencdo do titulo de Doutor em
Medicina Veterinaria, area: Clinica Médica

Veterinaria.

2015



P436p

Pereira, Evandro Zacché

Parametros ecocardiograficos e variabilidade da frequéncia
cardiaca em fémeas caninas com sepse de ocorréncia natural devido
a piometra e suas correlagdes com valores séricos de TNF-alfa, IL-
1beta, IL-6, IL-10 e proteina c reativa / Evandro Zacché Pereira. — —
Jaboticabal, 2015

xX, 85 p.; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2015

Orientador: Aparecido Antonio Camacho

Banca examinadora: Marlos Gongalves Sousa, Wilter Ricardo
Russiano Vicente, Daniel Paulino Junior, Wagner Luis Ferreira.

Bibliografia

1. Sindrome da resposta inflamatéria sistémica. 2. Cardiomiopatia
séptica. 3. caes. |. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:616.94:636.7

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.






R
unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiITULO: PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS E VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA EM FEMEAS CANINAS COM SEPSE DE OCORRENCIA NATURAL
DEVIDO A PIOMETRA E SUAS CORRELAGOES COM VALORES SERICOS DE TNF-
alfa, IL-1beta, IL-6, IL-10 E PROTEINA C REATIVA

AUTOR: EVANDRO ZACCHE PEREIRA
ORIENTADOR: Prof. Dr. APARECIDO ANTONIO CAMACHO

rte das exigéncias para obtencdo do Titulo de DOUTOR EM MEDICINA
IA, Area™CLINICA MEDICA VETERINARIA, pela Comissdo Examinadora:

\\’ GAM,C-I%J‘

\ -
Prof. Dr. APARECIDO ANTONIO CAMACHO
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de

Jaboticabal

Prof. Dr. MARLOS gALV S SOUSA

Universidade Fedétal do Parané / Curitiba/PR

Prof. Dr. WILTER RICARDO RUSSIANO VICENTE
Departamento den)lledicina Veterinaria Preventiva e Reprodugéo Animal / Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarigs de J4boticabal

Prof. Dr. WAG
Departamento d
Aragatuba

ica e Cirurgia e Reprodugao Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria de

Data da realizagdo: 04 de fevereiro de 2015.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

EVANDRO ZACCHE PEREIRA - nascido em Linhares, Espirito Santo, aos 19
dias do més de julho, filho de José de Almeida Pereira e Rosangela Maria Zacché
Pereira. Graduou-se em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal do Espirito
Santo em agosto de 2006. Durante a graduacéo foi bolsista do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico — CNPq, na modalidade de Iniciagao
Cientifica, sob a orientagdo do Prof. Dr. Marcelo Rezende Luz. Ingressou no programa
de residéncia em clinica médica de pequenos animais na Pontificia Universidade
Catolica do Parana em fevereiro de 2007 e concluiu em fevereiro de 2009. Em margo
de 2009 ingressou no curso de Mestrado em Medicina Veterinaria, area de
concentragao em Clinica Médica Veterinaria, junto a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Aparecido Antonio Camacho, e concluiu em fevereiro de 2011.
Durante o periodo de Mestrado foi bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico — CNPqg. Em margo de 2011 iniciou o curso de Doutorado em
Medicina Veterinaria na mesma instituicido de ensino, também sob a orientacdo do
Prof. Dr. Aparecido Antonio Camacho. Durante o periodo de Doutorado foi bolsista da

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP.



‘Bom mesmo € ir a luta com determinacao,
abracar a vida com paixao, perder com classe
e vencer com ousadia... Pois o triunfo pertence
a quem se atreve”

Charles Chaplin


http://www.frasesfamosas.com.br/de/charles-chaplin.html

A minha mae, por todo amor, dedicac&o e sacrificio.



AGRADECIMENTOS

Gostaria imensamente de agradecer a todos aqueles que, direta ou
indiretamente, colaboraram com a execucao desse trabalho.

Inicialmente ao professor Aparecido Antonio Camacho, ndo s6 pela
orientacdo, mas por todos os ensinamentos, pela parceria, sempre estimulando as
novas ideias e empreitadas, pela preocupacao e também pela amizade.

Aos irmaos do Servico de Cardiologia Fabio Gava, Edna Mireya, Fernando
Rosa, Jorge Filho, Roberto Navarrete, Fabricio Marinho, Felipe Adams, Ana Paula
Araujo, Rafael Camacho pelo companheirismo, amizade e ajuda sempre.

Ao Servico de Obstetricia da instituicdo, mais especificamente ao professor
Wilter Ricardo Russiano Vicente por ter, de forma tao solicita, permitido a utilizacédo
dos animais de sua rotina meédica e proporcionado essa parceria, que sem a qual o
trabalho n&o teria sido realizado. As grandes parceiras e amigas Marina Brito e Ana
Paula Simoes pela participagéo ativa na execug¢ao do projeto, que considero ser tanto
delas quanto meu.

A toda equipe do Laboratério de Patologia Clinica, em especial ao professor
Aureo Evangelista Santana, Mateus e Nathan Cruz pela liberacdo do laboratério e
processamento das amostras.

Aos professores Luciane Batalhdao, Gustavo Gosuen, André Escobar, Daniel
Paulino Jr., Wagner Luis Ferreira, Marlos Gongalves de Sousa e novamente ao
professor Wilter Ricardo Russiano Vicente pelas correcbes e contribuicbes na
redacgao.

A toda a familia do Antro do HV, Vigosa, Fernando Rosa, Tata, Murilo, Tofu,
Dido, Andrezao, Felipe, Bruninho e Sufrido.

Aos proprietarios dos animais que se propuseram a ajudar e tornaram o trabalho
possivel.

A Carolina Toni, pelo amor, dedicac&o e parceria incondicional.

E ao pequeno Benjamin, que ainda nem chegou, mas ja transformou minha vida

de uma maneira indescritivel.



Agradeco a Fundagéao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) pela bolsa de doutorado (processo n° 2011/10361-5) e pelo auxilio
(processo n°® 2012/02247-0) concedidos para esse estudo.



SUMARIO
Pagina
S U1V Xi
= S 3 ¥ X O I Xii
LISTA DE ABREVIATURAS ... ..o eeeessseesensnennnee Xiii
LISTA DE TABELAS ...ttt ssssnsnsnnssnnnnnne XV
LISTA DE FIGURAS ...ttt seessassssassnannssssnnnnsnnnnnnnnnes XViii
1. INTRODUGAO ...ttt te e eeere e 21
2. REVISAO DE LITERATURA .....oootiiieieeee et 22
3. OBUETIVOS ... 29
4, MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 30
4.1. Selegao dos pacientes e critérios de iNClUSA0............coeevvvviiiiiiieeeeeeeeiin. 30
4.2. Avaliagao cardiocirculatoria.............coooiiiiiiiiiii e, 31
4.3. Perfil DIOQUIMICO ......coiiiiiii e 32
4 4. Perfil de citocinas e proteina C reativa............cccooevieiiiiiiiiiiiiieeeeeeen, 33
4.5. Procedimento cirurgico e reavaliaGles...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 33
4.6. Analise estatisStiCa .........coovii i 34
5. RESULTADOS ... 35
5.1. Parametros clinicos, pressao arterial sistélica e avaliagdo hematoldgica ... 35
5.2. AvaliaGa0 CardiaCa .........uuuuiiiii et 39
5.3. Perfil de citocinas e proteina C reativa...........ccooovvviiiiiiiiiiiiiiccce e, 43

5.4. Interacao entre parametros ecocardiograficos e VFC com citocinas e proteina C

(LY 11172 LT 45

5.5. Interagéo entre citocinas e proteina C reativa com valores hematolégicos. 55

B. DISCUSSAOD .. oo 57
7. CONCLUSAO . ..o e et 70
8. REFERENCIAS ... 71

0. APEINDICE S .. oo 85



Campus de Jaboticabal

5;#5 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ARy Lo
u n es p ¥ «JULIO DE MESQUITA FILHO”
‘abolicabal

4

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 02286/14 do trabalho de pesquisa intitulado
“Avaliagdo cardiaca em cadelas com sepse devido ao complexo hiperplasia
cistica endometrial/piometra”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Aparecido
Antonio Camacho esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), em reuniao ordinaria de 11 de margo de 2014.

Jaboticabal, 11 de marco de 2014.

Prof.? Dr.? Paola Castro Moraes
Coor

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/in CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp.br



Xi

PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS E VARIABILIDADE DA FREQUENCIA

CARDIACA EM FEMEAS CANINAS COM SEPSE DE OCORRENCIA NATURAL

DEVIDO A PIOMETRA E SUAS CORRELAGOES COM VALORES SERICOS DE
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 E PROTEINA C REATIVA

RESUMO - Com o objetivo de avaliar a fungdo miocardica e autondmica de caes
com sepse, foram estudadas 17 cadelas com diagndstico de piometra e critérios de
positividade para sindrome da resposta inflamatoéria sistémica. Esses animais foram
submetidos a avaliagdo ecocardiografica e variabilidade da frequéncia cardiaca, além
de avaliagdo hematoldgica, bioquimica sérica, dosagem das concentragdes de TNF-a,
IL-1B8, IL-6, IL-10 e proteina C reativa, no momento do diagndstico (T-0) e 15 (T-15) e
30 (T-30) dias apos a histerectomia. Dentre os parametros ecocardiograficos, foi
observada diminuicdo do tempo de desaceleracédo da onde E do fluxo mitral em T-0 em
relacdo ao T-30 (68,0 £ 49,1 e 111,0 = 63,8; p=0,035) e tempo de relaxamento
isovolumétrico também em T-0 em relacdo ao T-30 (61,5 + 15,6 e 70,0 + 13,6;
p=0,0002). Foi observada também correlagdo negativa significativa entre os indices de
funcao sistdlica, fragdo de encurtamento e fragdo de ejegéo, e a concentragdo sérica
de proteina C reativa (r=-0,324, p=0,02 e r=-0,332, p=0,01, respectivamente). Em
relacdo a avaliacdo do sistema autondémico, foi observada reducdo de todos os
parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca em T-0 em relagdo aos demais
momentos, com p<0,0001 para todos os indices. Assim, nas condi¢gdes do presente
estudo foi possivel concluir que fémeas caninas com sepse de ocorréncia natural
apresentam disfuncao autondémica, refletido pela diminuicdo de todos os parametros da
variabilidade da frequéncia cardiaca e que a proteina C reativa pode desempenhar um
papel na patogénese da progressdo do comprometimento cardiaco.

Palavra-chave: sindrome da resposta inflamatoria sistémica, citocinas, cardiomiopatia
relacionada a sepse, disfungcdo miocardica, disfungdo autondmica,
caes.
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ECHOCARDIOGRAPHIC PARAMETERS AND HEART RATE VARIABILITY IN
BITCHES WITH NATURALLY OCCURRING SEPSIS DUE TO PYOMETRA AND ITS
CORRELATIONS WITH SERUM VALUES OF TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 AND C-
REACTIVE PROTEIN

ABSTRACT - In order to assess myocardial and autonomic function in dogs with
sepsis were studied 17 bitches diagnosed with pyometra and positive criteria for
systemic  inflammatory response syndrome. These animals underwent
echocardiographic and heart rate variability tests, and also hematological evaluation,
serum biochemistry, and serum TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 and C-reactive protein, at
diagnosis (T-0) and 15 (T-15) and 30 (T-30) days after hysterectomy. Among the
echocardiographic parameters were observed decrease in E mitral flow deceleration
time in T-0 relative to the T-30 (68.0 + 49.1 and 111.0 + 63.8; p = 0.035) and
isovolumetric relaxation time in relation to T-0 and T-30 (61.5 + 15.6 and 70.0 £ 13.6, p
= 0.0002). It was also observed a significant negative correlation between indexes of
systolic function, fractional shortening and ejection fraction, and the serum
concentration of C-reactive protein (r = -0.324, p = 0.02 and r = -0.332, p = 0.01,
respectively). Regarding the assessment of the autonomic system, there was a
reduction of all parameters of heart rate variability in T-0 compared to other moments,
with p <0.0001 for all indexes. Thus, under the circumstances of the present study, it
was possible to conclude that female dogs with naturally occurring sepsis present
autonomic dysfunction, reflected by the reduction of all parameters of heart rate
variability, and C-reactive protein may play a pathogenic role in the progression of
cardiac involvement.

Key-words: systemic inflammatory response syndrome, cytokines, sepsis-related
cardiomyopathy, myocardial dysfunction, autonomic dysfunction, dogs.
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reativa e os valores dos parametros da variabilidade da
frequéncia cardiaca de fémeas caninas com sepse (n=17)
devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apés o tratamento,
totalizando 51 amostras. SDNN: desvio padrdao de todos
os intervalos RR; SDANN: desvio padrdo das médias dos
intervalos RR obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média
dos desvios-padrao dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre intervalos RR adjacentes; pNNS5O0:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenca
de duragdo maior que 50 ms (T-15 e T-30,
respectivamente). UNESP — Jaboticabal (2015).
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1. INTRODUGAO

A sepse esta entre as principais causas de morte por infecgcdo em todo o mundo.
Estima-se, globalmente, que cerca de 20 a 30 milhdes de pessoas sejam acometidas
todos os anos, com aproximadamente 24 mil Obitos por dia. Mesmo com essas
estatisticas e apesar de pacientes com sepse apresentarem probabilidade de morrer
cinco vezes superior do que pacientes com infarto do miocardio ou acidente vascular
cerebral, a doenga ainda é pouco conhecida e na maioria das vezes n&o é dado a ela o
mesmo carater emergencial dessas outras condicdes (REINHART et al., 2013).

Em um estudo norte americano, foi observada incidéncia de trés casos para
cada 1.000 habitantes nos Estados Unidos, equivalente a 751.000 casos por ano,
superando o numero de casos de sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e dos
principais tipos de cancer (ANGUS et al.,, 2001). No Brasil, estudos mostram
incidéncias de aproximadamente 58 casos de sepse para cada 1.000 pacientes
internados em unidades de terapia intensiva, com taxas de letalidade podendo chegar
a mais de 50%. Além disso, sabe-se que para os pacientes que desenvolvem disfuncao
miocardica como complicagéo da sepse a taxa de mortalidade pode se elevar até 90%
(PARRILLO et al., 1990; SILVA et al., 2004; SALES JUNIOR et al., 2006; SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2011)

Atualmente, diversas entidades mundiais tém focado seus esforgos para reduzir
tanto a incidéncia quanto os indices de mortalidade decorrentes da sepse e também
aumentar a conscientizagdo publica (REINHART et al., 2013). Infelizmente, em
medicina veterinaria o foco ainda se baseia na caracterizacdo do paciente. Embora os
caes tenham sido utilizados como modelos experimentais por muito tempo, pouco se
sabe a respeito do perfil dos animais com sepse de ocorréncia natural. Os dados a
respeito de incidéncia e letalidade sdo escassos e as informagdes sobre a ocorréncia
de disfuncéo organica sao quase inexistentes. Alguns autores sugerem a possibilidade
de disfuncdo miocardica acompanhando a sepse, no entanto, tanto esse quesito
quanto as possiveis alteracbes ecocardiograficas e o comprometimento autonémico
nunca foram criteriosamente investigados (STAATZ et al., 2002; BULMER, 2011).
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2. REVISAO DE LITERATURA

Embora a utilizagdo do termo sepse seja milenar, seu conceito moderno foi
primeiramente definido no inicio da década de 90, em uma conferéncia de consenso
entre o “American College of Chest Physicians” e a “Society of Critical Care Medicine”,
e entdo revisto no ano de 2001, em uma conferéncia internacional sobre o assunto
(BONE et al., 1992; LEVY et al., 2003). Atualmente, o conceito de sepse envolve as
situagbes nas quais ha presenga de sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SRIS) desencadeada por infecgao suspeita ou confirmada (LEVY et al., 2003; FUNK et
al., 2009; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Esse quadro resulta de complexa interagdo entre 0 micro-organismo infectante e
a resposta imune, pro-inflamatoria e pro-coagulante do hospedeiro (HOTCHKISS &
KARL, 2003; HENKIN et al., 2009; REINHART et al., 2012). Do ponto de vista clinico,
essa interagao tem varias possibilidades de manifestagcédo, sendo elas infecgao, SRIS,
sepse, sepse grave, choque séptico e disfungdo multipla de 6érgdos (DMO) (LEVY et al.,
2003; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011). Por muito tempo, a teoria mais prevalente foi
de que a sepse representava uma resposta inflamatéria descontrolada (BONE et al.,
1992; STONE, 1994), no entanto a falha em reduzir a mortalidade na sepse com a
utilizagcado de agentes anti-inflamatorios levaram investigadores a questionar se a morte
nos pacientes sépticos realmente resultava de processo inflamatério ndo controlado
(NATANSON et al.,, 1994; NELSON, 1999). Assim, atualmente acredita-se que a
resposta do hospedeiro e as caracteristicas do organismo infectante sdo as principais
variaveis fisiopatoldgicas da sepse. Desta maneira, ocorre progressao da sindrome
quando o hospedeiro ndo consegue conter a infeccdo primaria por resisténcia a
opsonizagcao, a fagocitose, aos antibidticos e a presenca de superantigenos
(HOTCHKISS & KARL, 2003; REINHART et al., 2012).

Os efeitos generalizados que ocorrem na sepse sao resultados da entrada de
micro-organismos ou endotoxinas na circulagao e posterior interacdo com células do
sistema imune. A resposta imune inata € a responsavel pelo processo inflamatorio
inicial na sepse. Ela é mediada pelos receptores de reconhecimento padrao, que

reconhecem os patdégenos ou seus produtos identificados como padrées moleculares
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associados a patégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns)
(MEDZHITOV & JANEWAY JR., 1998; KORTGEN et al., 2006).

Uma vez ativados, esses receptores desencadeiam uma cascata de eventos
intracelulares que culmina com a translocagao de fatores de transcrigdo que promovem
a expressao génica de moléculas pro-inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1B), e anti-inflamatdrias como a interleucina 10 (IL-10)
(BALDWIN JR, 2001; TAMAYO et al., 2011).

O TNF-a e a IL-13 ativam a resposta imune adaptativa, que é responsavel pela
amplificagdo da resposta imune inata (RUSSEL, 2006). Essas moléculas, por feedback
positivo, também estimulam sua propria liberagao, via células T “helper” tipo 1 (Th1).
Contrabalangando esse mecanismo, as células T “helper” tipo 2 (Th2) secretam
interleucinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) (HENKIN et al., 2009).

As citocinas pro-inflamatdrias anteriormente citadas aumentam a expressao de
moléculas de adesao em leucdcitos e células endoteliais. Estas ultimas, por sua vez,
liberam &xido nitrico (NO), um potente vasodilatador, que tem papel fundamental na
patogénese do choque séptico (RUSSEL, 2006). Por outro lado, a ativagdo dos
monadcitos e macrofagos e a intensa acao dos mediadores iniciais acarretam na sintese
de outras citocinas, como IL-6, IL-8 e IL-10, com varios efeitos sinérgicos e antagdnicos
na resposta inflamatodria. A secrecdo de IL-6 leva a reprogramagédo da expressao
génica hepatica, a chamada “resposta de fase aguda”, caracterizada pela produgéo de
proteinas de fase aguda como a proteina C reativa e a supressao das proteinas
negativas de fase aguda, como a albumina (KORTGEN et al., 2006; TAMAYO et al.,
2011).

Os mediadores liberados na sepse podem induzir febre, hipotensao, disfuncao
pulmonar e anorexia (SILVA et al., 2006; BOLLER & OTTO, 2009). Quando os
pacientes, tanto humanos quanto animais, sdo examinados em fase precoce, 0s sinais
clinicos refletem um estado hiperdindmico e pode ser observado febre, taquicardia,
taquipneia e congestdo de membranas mucosas (PAIXAO, 2005; SILVA et al., 2006).
Com relagdo as analises sanguineas, pode-se observar leucocitose com desvio a
esquerda ou leucopenia, hiperglicemia, aumento do lactato e trombocitopenia. Nesta

fase, a pressdo arterial geralmente apresenta-se normal. A medida que a sepse
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progride para o choque séptico, pode-se encontrar hipotermia, extremidades frias,
mucosas palidas, hipotensdo e fraqueza muscular (PAIXAO, 2005; SILVA et al., 2006;
BOLLER & OTTO, 2009).

Os pacientes em quadro séptico ainda podem apresentar disfungcdo de multiplos
6rgdos como agravante da sindrome (PAIXAO, 2005; FERNANDES JUNIOR et al.,
2006). O coragao é um dos 6rgaos mais afetados pela resposta que ocorre na sepse,
sepse grave e no choque séptico. E sabido, desde a década de 80, que na sepse
ocorre depressado da funcdo miocardica, mesmo nos pacientes com deébito cardiaco
elevado, em face da deterioracdo da performance cardiaca, indicada pela diminuicéo
da fracao de ejecéao e dilatacéo biventricular (RABUEL & MEBAZAA, 2006; ABRAHAM
& SINGER, 2007, ANTONUCCI et al., 2014). Essa disfungdo miocardica € motivada por
diversos fatores relacionados ndo sé as mudancas no ténus vascular, mas também as
alteragdes da funcgao sistdlica e diastdlica dos ventriculos esquerdo e direito, tanto em
humanos quanto em modelos experimentais, e parecem ser consequéncia de multiplas
alteracbes celulares, sob o efeito das citocinas, 6xido nitrico, lisozimas, DNA e RNA
bacterianos (KIMCHI et al., 1984; ELLRODT et al., 1985; COURT et al., 2002; RABUEL
& MEBAZAA, 2006; ABRAHAM & SINGER, 2007, ANTONUCCI et al., 2014).

Numerosos estudos tém mostrado que, quando o TNF-a e a IL-1B sao
administrados ao tecido cardiaco humano ou animal, o resultado é uma depressao da
contratilidade miocardica concentragdo dependente (WEISENSEE et al., 1993; KUMAR
et al., 1996; GU et al., 1998), que pode ocorrer de forma tdo precoce quanto 10 minutos
apos a exposigao as citocinas, ou de forma tardia, iniciando apds horas desde a
exposicao e permanecendo por dias (KUMAR et al., 1996; KUMAR et al., 2001).

O mecanismo da depressdao miocardica na sepse envolve, finalmente, a
atenuacéo reversivel da forga de contragdo dos miofilamentos dos miécitos cardiacos
de forma individual. Fundamentalmente, dois mecanismos respondem por tal
fendbmeno. O primeiro mecanismo atribui a disfungdo a diminuicdo da liberagdo de
célcio no citosol e o segundo, a diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos ao
calcio (TAVERNIER et al., 1998; RUDIGER & SINGER, 2007; MERX & WEBER, 2007).

Jardin et al. (1990) demonstraram que a disfungdo ventricular que ocorre na

sepse pode apresentar-se sob varios graus, desde uma alteragdo latente até uma
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grave insuficiéncia ventricular sistélica. Estudos ecocardiograficos demonstraram que a
diminuicdo da fracdo de ejecdo e a dilatagdo ventricular aguda podem ser bons
preditores da disfungdo ventricular induzida pela sepse (STAHL et al., 1990;
POELAERT et al., 1997). Outros trabalhos demonstraram enchimento ventricular lento
e relaxamento anormal do ventriculo esquerdo, sugerindo que a perda de
complacéncia ventricular também contribui para a depressao miocardica na sepse
(JAFRI et al., 1990; MUNT et al., 1998). Mais recentemente, Torres-rojo et al. (2005)
observaram que, além da fragdo de ejegdo, o indice de performance global é
igualmente eficaz na avaliagao da disfuncdo miocardica na sepse e se relaciona com a
severidade do quadro.

O aumento da frequéncia cardiaca observado na sepse € um fator também ja
atribuido como contribuinte da disfungdo miocardica (RUDIGER & SINGER, 2007). A
taquicardia, uma caracteristica tipica da sepse, ja foi vista como uma resposta ao
subenchimento ventricular e febre, no entanto mais recentemente foi proposto que o
sistema nervoso autbnomo participa ativamente da modulacédo da resposta inflamatéria
e € um dos principais responsaveis pela taquicardia induzida pela sepse, podendo
também estar relacionado a sindrome da disfungao multipla de 6rgédos (RUDIGER &
SINGER, 2007; DE COUCK et al., 2012; JANIG, 2014).

Anatomicamente, as vias eferentes do nervo vago descendem do nucleo
ambiguo e nucleo dorsal do nervo vago no tronco encefalico para diversos 6rgaos
incluindo pulmao, coracao e trato gastrointestinal. A via aferente sensitiva, que termina
no nucleo do trato solitario, transmite uma série de sinais para o cérebro durante
quadro de doenga grave (DE COUCK et al.,, 2012; LUKEWICH et al.,, 2014). Foi
observado em estudo experimental que o nervo vago informa o cérebro a respeito de
inflamagao periférica mediante sinalizagdo com IL-1 (EK et al., 1998). O cérebro
responde mediante a liberagdo de potenciais de agao transmitidos pelo nervo vago,
que culminam na liberagdo de acetilcolina, que interagem com as subunidades sete
dos receptores nicotinicos de acetilcolina (a7nAChR), inibindo a produgéo de citocinas
pro-inflamatérias (DE COUCK et al., 2012), resposta essa chamada de via anti-

inflamatdria colinérgica.
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Acredita-se que durante a sepse ha liberacdo maciga de catecolaminas, que leva
a supressao da via anti-inflamatéria colinérgica e também estimula diretamente a
producao de mediadores pro-inflamatério nas células do sistema imune, principalmente
nos macrofagos (ANNANE et al., 1999; SCHMIDT et al., 2001; SHARSHAR et al.,
2003; DE COUCK et al., 2006).

Atualmente €& possivel conhecer o estado de agdo autondmica em que se
encontra o coragdo mediante utilizacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC),
uma ferramenta do exame eletrocardiografico continuo de 24 horas. A frequéncia
cardiaca varia batimento a batimento como consequéncia das adaptagdes constantes
promovidas pelo sistema nervoso auténomo (SNA), para manter o equilibrio do sistema
cardiovascular. Essas alteragdes podem ser avaliadas por meio das variagdes nos
intervalos entre ondas R do eletrocardiograma, constituindo, assim, a variabilidade da
frequéncia cardiaca (MALIK et al., 1996; MENEZES JUNIOR et al, 2004;
FRONCHETTI et al., 2006).

Os indices de VFC, calculados por meio de métodos estatisticos, podem ser
divididos em duas categorias: indices baseados na medida dos intervalos RR
individualmente (SDNN, SDANN e SDNNIDX) e indices baseados na comparagao
entre dois intervalos RR adjacentes (pNN>50 e rMSSD). Como a estimulagao
parassimpatica resulta numa resposta rapida e de curta duragéo, fazendo-se notar ja
no primeiro ou segundo batimentos subsequentes, indices baseados na comparagao
entre a duragcdo de dois ciclos adjacentes, como pNN>50 e rMSSD refletem
predominantemente o ténus vagal, enquanto os demais refletem a agao conjunta dos
sistemas simpatico e parassimpatico (MALIK et al., 1996; CALVERT, 1998;
VANDERLE!I et al., 2009). Diversos autores tém demonstrado interacdo entre
inflamagao e disfungao autondmica mediante a identificagdo da redugao dos indices da
VFC em pacientes com SRIS, sepse ou DMO (MADSEN et al., 2007; PAPAIOANNOU
et al., 2009; THAYER, 2009).

Apesar de existirem muitas informacdes a respeito da sepse em pacientes
humanos e animais de experimentacdo, pouco se sabe sobre essa sindrome e suas
complicagdes nos caes (BULMER, 2011). Nao se sabe exatamente a porcentagem de

animais que apresentam alteragdes cardiacas que caracterizam disfungao miocardica,



27

tampouco se os pacientes com sepse sem choque apresentam algum tipo de disfungao
cardiaca (BULMER, 2011). O quadro é ainda menos esclarecedor quando se tenta
tragar um perfil da fungdo miocardica ou autonémica de pacientes caninos com sepse
de ocorréncia natural. Nesta espécie, a grande maioria dos esforgos para caracterizar a
disfungdo organica ocorre em pacientes que tiveram a doenca induzida por aplicagao
de interleucinas pro-inflamatérias ou dos antigenos associados aos patdgenos (DOI et
al., 2009; SONG et al., 2013; YANG et al., 2014). No entanto, a ocorréncia natural de
sepse em caes € muito frequente, embora ndo existam dados epidemiolégicos que
expressem sua magnitude. Dentre as condigdes rotineiras que predispdem os caes a
sepse, destaca-se a piometra (LAFORCADE et al., 2003).

A piometra é uma desordem reprodutiva comum que afeta aproximadamente um
quarto de todas as fémeas da espécie canina antes de atingirem 10 anos de idade,
segundo estudo europeu (EGENVALL et al., 2001; VERSTEGEN et al., 2008). A
doencga é definida pelo acumulo de material purulento dentro do lume uterino, que
ocorre durante ou imediatamente apds o periodo de dominédncia da progesterona
(HAGMAN et al., 2006a; PRETZER, 2008; KEMPISTY et al., 2013). A importancia da
progesterona na patogenia da doenca é atribuida principalmente a supressao da
resposta imune, estimulagcdo da secrecao das glandulas endometriais, que fornecem
ambiente adequado para o crescimento bacteriano e fechamento da cérvix, inibindo a
drenagem do exsudato uterino (AUSTAD et al., 1979; VERSTEGEN et al., 2008).
Estudos mais antigos atribuiam a doenga a exposicdo excessiva ou prolongada a
progesterona (DOW et al., 1959), no entanto dados mais recentes sugerem resposta
exagerada a progesterona ao invés de aumento da concentragdo desse hormdnio nos
animais acometidos (DHALIWAL et al., 2002).

A combinagao entre redug¢ao da imunidade local e condi¢cbes uterinas favoraveis
predispde a colonizagao bacteriana (PRETZER, 2008). A bactéria mais comumente
encontrada nos casos de piometra € a Escherichia coli, organismo particularmente
perigoso devido a liberagdo de endotoxinas que podem resultar em sepse ou choque
séptico (MCANULTY, 1983; PRETZER, 2008).

Laforcade et al. (2003), em estudo conduzido para avaliar o quadro hemostatico

de caes com sepse de ocorréncia natural, observaram que a piometra foi uma das
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principais responsaveis pela instalagdo do quadro séptico. Sendo assim, a utilizagao de
cadelas com piometra mostra-se uma excelente escolha para o estudo da sepse de
ocorréncia natural.

Levando em consideracdo as semelhangas entre seres humanos e caes em
relacdo a fisiopatologia dessa sindrome, levante-se a hipotese de que pacientes da
espécie canina com sepse de ocorréncia natural apresentam disfungdo miocardica e
autondmica secundaria a liberacdo de mediadores inflamatérios de forma semelhante
ao que ocorre com pacientes humanos. Portanto, a caracterizacdo adequada dos
pacientes caninos com sepse de ocorréncia natural € relevante tanto para a propria
especie, visto que o melhor entendimento da sindrome possibilitaria tratamento mais
adequado, quanto para o desenvolvimento de um modelo experimental natural valioso
para o estudo de novos métodos terapéuticos, que serve também a pacientes

humanos.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar se fémeas caninas com sepse de
ocorréncia natural apresentam altera¢gdes ecocardiograficas e/ou na variabilidade da
frequéncia cardiaca e se essas supostas alteragcdes se correlacionam com as
concentragdes séricas dos marcadores inflamatérios mensurados (TNF-a, IL-183, IL-6,

IL-10 e proteina C reativa).
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”’, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista,
campus de Jaboticabal, conjuntamente entre os servigos de Cardiologia, Obstetricia e o

laboratério de Patologia Clinica.

4.1. Selecao dos pacientes e critérios de inclusao

Foram inicialmente selecionados para o estudo fémeas da espécie canina,
independente de raga, idade e peso, com diagndstico de piometra, baseado no
histérico, achados de exame fisico, alteracbes hematoldgicas e ultrassonograficas.
Além disso, os animais precisavam apresentar critérios de positividade para a sindrome
da resposta inflamatoéria sistémica, estabelecido pela presenca de dois ou mais dos
seguintes achados: aumento da frequéncia cardiaca (>120 bpm), aumento da
frequéncia respiratéria (>40 mpm), reducdo ou aumento da temperatura corporea
(<38,0°C ou >40,0°C) e do numero de leucécitos totais (>18.000/uL ou <5.000/uL) ou
aumento do numero de neutrofilos imaturos (>10%) (HAUPTMAN et al., 1997,
BARTON, 2005).

Foram mantidos no estudo somente os animais que n&o apresentaram sinais
ecocardiograficos de doencas valvares ou miocardicas primarias que pudessem levar a
ativagdo de mecanismos compensatorios e/ou remodelamento cardiaco, néo
portadores de doencas sistémicas que sabidamente interferem nas concentracoes
séricas de citocinas, que nao apresentaram intercorréncias com a amostra de soro no
momento das dosagens das citocinas e aqueles pacientes que compareceram nas
datas estabelecidas de reavaliacao.

Obedeceram a esses critérios e fizeram parte do estudo 17 animais, com idade
média de 9,3 anos (variando entre seis € 13 anos) e peso médio de 14,5 Kg (variando
de 3,2 a 27 Kg). Esses animais foram submetidos a avaliagbes no momento do

diagndstico (T-0) e entdo 15 e 30 dias apds (T-15 e T-30, respectivamente).
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4.2. Avaliacao cardiocirculatoria

Apods o diagnéstico da afecgao, os animais foram encaminhados para o Servigo
de Cardiologia, onde foram mantidos por 10 minutos em ambiente isolado, tranquilo,
sob temperatura controlada e com a presenga do proprietario objetivando ambientagéo.
Entdo, foram submetidos a avaliagdo da pressdo arterial ndo invasiva pelo método
Doppler vascular (Model 811-B Doppler Ultrasonic Flow Detector, Parks Medical
Electronics), seguindo protocolo padrao recomendado por Brown et al. (2007), ou se€ja,
animais mantidos em decubito lateral, manguito medindo 40% da circunferéncia do
membro toracico e realizacdo de cinco afericdes consecutivas, com exclusdo do
primeiro valor, para a obtengdo da média.

Apos o procedimento anterior, os animais foram submetidos ao exame
ecocardiografico utilizando aparelho Pie Medical, modelo Pandion 300s, com transdutor
multifrequencial 5,0 — 7,5 mHz. As varidveis mensuradas foram diametro interno do
ventriculo esquerdo na sistole (DIVEs) e diastole (DIVEd), obtidos na imagem de eixo
curto, em modo-M, pela janela paraesternal direita, ao nivel das cordas tendineas.
Todas essas mensuracdes foram indexadas pela area de superficie corpérea. Com as
variaveis obtidas foram calculadas a fracdo de encurtamento (FS) e fracdo de ejegao
(EF) pelo método de Teichholz. Ainda em janela paraesternal direita, imagem de eixo
curto, em modo bidimensional, em imagem padrdo ao nivel da base do coragédo —
aorta, foram obtidos o didmetro do atrio esquerdo (AE) e da artéria aorta (Ao) e
calculada a relagao entre ambos (AE/Ao) e também entre DIVEd e Ao.

Em janela paraesternal esquerda, modo bidimensional, foi mensurado o pico de
velocidade do enchimento ventricular esquerdo rapido (onda E) e lento (onda A),
posicionando-se o cursor do Doppler pulsado na extremidade dos folhetos da valva
mitral durante sua abertura, em imagem apical quatro camaras padrdo. Na imagem
apical cinco camaras padrao, obtida pela mesma janela, mensurou-se o pico de
velocidade do fluxo transadrtico (Vmax Ao). O tempo de ejegao ventricular esquerda foi
determinado contornando o envelope do espectro adrtico. Mediante a obtengao destes
fluxos, foi também mensurado o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e tempo

de desaceleragao da onda E do fluxo mitral (TED).
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O posicionamento dos pacientes, a formagao das imagens ecocardiograficas e a
obtencgao dos indices ecocardiograficos foram realizados de acordo com orientagdes de
Boon (2011).

Finalizando o exame ecocardiografico, os animais foram submetidos a avaliagédo
eletrocardiografica ambulatorial (Holter) de uma hora. O exame foi realizado com
sistema de eletrodos de quatro vias e trés canais, posicionados de forma a se
aproximar das derivagdes bipolares |, Il e Ill, e captado com gravador digital
(Cardioflash® digital — Cardios Sistemas — S&o Paulo, Brasil).

Os tragcados eletrocardiograficos de wuma hora foram processados
automaticamente por software especifico (CardioManenger® S540 — Cardios Sistemas
— S&o Paulo, Brasil) e entédo corrigidos manualmente. Foram avaliados o desvio padrao
de todos os intervalos RR (SDNN), o desvio padrdo das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos (SDANN), a média dos desvios-padrao dos intervalos RR a
cada 5 minutos (SDNNIDX), a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas
entre intervalos RR adjacentes (rMSSD) e a percentagem de intervalos RR adjacentes

com diferenga de duragdo maior que 50 ms (pNN>50).

4.3. Perfil bioquimico
Posteriormente a avaliacdo cardiovascular, os animais foram submetidos a

coleta de 15 mL de sangue por venopungéo jugular. Imediatamente apds a obtengéo
da amostra sanguinea, esta foi centrifugada a 1000g durante 20 minutos para
separagao do soro, utilizado tanto para avaliagdo bioquimica sérica quanto para
quantificacdo da concentracdo de citocinas e proteina C reativa. A avaliagao
bioquimica sérica constituiu-se na dosagem de alanina amino transferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina, proteina total e albumina, determinadas por
espectrofotometria semiautomatica Labquest (Bioplus, Sao Paulo, 2000), utilizando kits
Labtest (Lagoa Santa, 2006).
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4.4. Perfil de citocinas e proteina C reativa

O restante da amostra de soro foi armazenado a temperatura de -80°C até o
momento da analise, nunca excedendo periodo de um ano. O material foi entdo
enviado ao laboratorio Génese, localizado na cidade de S&o Paulo, (SP), para as
dosagens. As concentragbes séricas de TNF-q, IL-6 e IL-10 foram simultaneamente
mensuradas por teste multiplex de imunoensaio comercialmente disponivel (CCYTO-
90K Milliplex MAP, Millipore, Massachusetts, EUA), mediante utilizacdo de analisador
automatico ( Luminex 200, Luminex Corporation, Austin, TX, EUA) (KJELGAARD-
HANSENET & JACOBSEN, 2011). Teste ELISA espécie especifico foi utilizado para a
mensuragao da concentracdo sérica da proteina C reativa (PCR - Cat. # CYT296,
Millipore, Massachusetts, EUA) e IL-13 (IL-1 B - Cat. # E90563CA, USCN). Todas as
amostras foram analisadas em duplicata.

As sensibilidades para deteccdao de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, e proteina C
reativa foram 0,7 pg/mL, 58 pg/mL, 1,98 pg/mL, 09 pg/mL e 3,6 pg/mL,
respectivamente. Valores inferiores aos de deteccdo foram tabulados como os valores

minimos de sensibilidade para cada parametro.

4.5. Procedimento cirurgico e reavaliagoes

Apos o término dos procedimentos de avaliacdo, os animais foram
reencaminhados para o Servico de Obstetricia onde foram submetidos a
ovariossalpingohisterectomia, conjuntamente com as demais condutas necessarias,
como fluidoterapia, terapia anti-inflamatdria e antibioticoterapia.

Quinze e 30 dias apds a cirurgia, foi solicitado o retorno dos animais ao Servigo
de Cardiologia, onde foram novamente submetidos as avaliagbes anteriormente

listadas.
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4.6. Analise estatistica

Os resultados dos parametros estudados foram comparados entre os momentos
de avaliagdo T-0, T-15 e T-30. Os resultados dos parametros ecocardiograficos e
variabilidade da frequéncia cardiaca foram também distribuidos e comparados em
relacdo aos intervalos interquartis dos valores das concentragbes séricas de
interleucinas 1B, 6, 10, TNF-a e proteina C reativa. Foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) com posterior teste de Tukey quando os dados apresentaram distribuicdo
paramétrica (Gaussiana) ou teste de Friedman e posterior teste de Dunn quando a
distribuicdo apresentada foi ndo paramétrica, determinada pelo teste de normalidade
dos residuos Cramer-von Mises.

Quando necessario, os dados foram submetidos a transformagao logaritmica ou
por raiz quadrada para adequar a normalidade da distribuicdo dos residuos,
estabelecer a homogeneidade das variancias ou somente reduzir a assimetria
(skewness).

O teste de Spearman foi utilizado para determinar correlagdes entre os
resultados da avaliagdo ecocardiografica e variabilidade da frequéncia cardiaca e os
resultados da avaliagdo bioquimica sérica e das citocinas.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa SAS® (The
SAS system for Windows, versdo 9.0) e GraphPad Prism® (versdo 4 — GraphPad

Software, Inc. 2003), sempre com nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros clinicos, pressao arterial sistolica e avaliagao hematolégica

O aumento da frequéncia cardiaca, contagem global de leucocitos e da
quantidade de formas imaturas de neutréfilos foram os critérios mais prevalentes
utilizados para classificar os pacientes como sépticos. No momento da primeira
avaliagao, os animais apresentavam significativo aumento desses parametros, além do
aumento significativo de linfocitos, mondcitos e FA em relagdo aos momentos
subsequentes de avaliagdo. Apresentaram também redugao significativa nos valores de
pressao arterial sistélica e albumina. Os resultados da avaliagao clinica, hematoldgica e
bioquimica sérica encontram-se detalhados nas Tabelas 1 e 2, e graficamente

representados nas Figuras 1, 2 e 3.

Tabela 1. Parametros clinicos [média £ DP ou mediana (minimo — maximo)] de fémeas
caninas com sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o
tratamento (T-15 e T-30, respectivamente). UNESP — Jaboticabal (2015).

MOMENTO
PARAMETRO T-00 T-15 T-30 p
Freq. cardiaca (bpm) 152 + 217 134 + 30° 123+ 31° 0,0002t
Freq. respir. (mpm) 44 (24-200)* 46 (10-128)" 34 (16-60)" 0,36t
Temperatura ("C) 38,8 (36,7-40,6)" 38,8 (38,3-40,0)* 38,7 (38,0-39,9)* 0,30%
PAS (mmHg) 132 + 15,6° 142 + 12,3%° 144 +10,7° 0,02t

PAS: Presséao arterial sistolica; t: valor de p para a ANOVA de médias repetidas; 1: valor de p para o
teste de Friedman; Médias com letras minuUsculas iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo
teste de Tukey; Medianas com letras mailsculas iguais ndo apresentam diferenga significativa pelo teste
de Dunn.
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Figura 1. Representacédo grafica dos valores médios (frequéncia cardiaca e pressao
arterial sistolica) e medianos (frequéncia respiratéria e temperatura) dos
parametros clinicos de fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra
(T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento (T-15 e T-30, respectivamente). A:
significativamente diferente em relagio ao momento T-15 e T30; O:
significativamente diferente em relacdo ao momento T-30. UNESP -
Jaboticabal (2015).
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos [média £+ DP ou mediana

(minimo — maximo)] de fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra

(T-0) e 15 e 30 dias apo6s o tratamento (T-15 e T-30, respectivamente).
UNESP - Jaboticabal (2015).

MOMENTO
PARAMETRO T-00 T-15 T-30 p
Hematologia
Leuc. totais (x10%/uL) 33,9 (8,1-54,8)" 14,8 (7,7-31,2)° 12,1 (6,6-17,0)° <0,0001%
Hemacias (x10%/uL) 49+1,6° 4,9+1,0° 56+ 1,0° 0,07
Hematdcrito (%) 34,1+11,1° 34,6 + 7,4 39,0 +9,2° 0,06
Plaquetas (x10% L) 168 (29-547)° 381 (177-771)° 402 (103-875)° 0,0001%
Bastonetes (x10% pL) 2,0 (0,36-18,5)" 0 (0-0,81)° 0,09 (0-0,37)° <0,0001%
Linfécitos (x10% pL) 2,6 (1,11-6,40)" 2,1(0,61-4,53)*° 1,6 (0,92-4,71)° 0,04
Mondcitos (x10% pL) 1,06 (0-6,11)" 0,32 (0-3,12)° 0,33 (0-0,73)° 0,0007
Bioquimica sérica
Ureia (mg/dL) 31,1 (7,00-205)* 27,5 (13,8-107)* 35 (16,0-103)" 0,58t
Creatinina (mg/dL) 1,1 (0,5-5,6)" 1,0 (0,5-1,8)" 1,2 (0,6-1,9)" 0,501
ALT (u/mL) 26,1 (15,0-83,8)"  52,3(15,0-151,0)° 47,1 (3,4-131,0)*° 0,008t
FA (u/L) 132 (81,7-240)" 87,0 (33,1-182)*° 58,0 (20,9-248)° 0,001t
Albumina (g/L) 1,83 + 0,44° 2,46 +0,37° 2,67 +0,49° <0,00011
Proteina total (g/L) 7,33 (5,81-10,9* 7,70 (6,30-9,60)" 7,55 (6,29-11,0)* 0,45t
Glicemia (mg/dL) 89,0 + 16,37 96,1 + 9,76° 97,9 +10,6° 0,051
Lactato (mmol/L) 3,95+ 1,10° 4,41+ 0,82° 4,33 +0,76° 0,14t

T: valor de p para a ANOVA de médias repetidas; 1: valor de p para o teste de Friedman; Médias com
letras minusculas iguais ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey; Medianas com letras
maiusculas iguais ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Dunn.
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Figura 2. Representacéo grafica dos valores medianos dos parametros hematolégicos
de fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias
apos o tratamento (T-15 e T-30, respectivamente). A: significativamente
diferente em relagdo ao momento T-15 e T30; ©: significativamente diferente
em relacdo ao momento T-30. UNESP - Jaboticabal (2015).
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Figura 3. Representacdo grafica dos valores medianos (FA e ALT) e médios
(albumina) dos paradmetros bioquimicos séricos de fémeas caninas com
sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apods o tratamento (T-15
e T-30, respectivamente). A: significativamente diferente em relagdo ao
momento T-15 e T30; O: significativamente diferente em relacdo ao
momento T-30. W¥: significativamente diferente em relagdo ao T15. UNESP —
Jaboticabal (2015).

5.2. Avaliagao cardiaca

Os resultados da avaliagdo ecocardiografica encontram-se detalhados na Tabela
3 e graficamente representados na Figura 4. Nessa avaliagao, foi observada reducéo
significativa do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e tempo de desaceleragao
da onda E (TDE) no momento T-0 em relagédo ao T-30 (p = 0,0002 e p = 0,035,
respectivamente). No momento T-0, oito animais (47,05%) apresentaram relagao E/A
negativa, e nos momentos T-15 e T-30 foram sete (41,17%) e seis (35,29%),

respectivamente, sem diferenga significativa pelo teste de Fisher.
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Tabela 3. Parametros ecocardiograficos (média + DP) de fémeas caninas com sepse

(n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento (T-15 e T-
30, respectivamente). UNESP — Jaboticabal (2015).

MOMENTO
PARAMETRO T-00 T-15 T-30 p

indices de tamanho e volume

DIVE gisstole — index (cm/m?) 5,20 + 1,05 5,60 + 1,32° 5,37 + 1,36° 0,65

DIVEqisie — index (cm/m?) 3,09 + 0,74° 3,34 +0,75° 3,26 + 0,94° 0,37

DIVE giastole/ AO 1,77 £0,15° 1,77 £0,18° 1,77 £ 0,26° 0,44

AE/Ao 1,27 +£0,15° 1,23 £0,11° 1,26 +0,19° 0,62
indices de funcéo sistdlica

FS (%) 40,8 +7,42° 40,0 £ 6,14° 39,4 + 6,66° 0,75

EF (%) 72,4 + 8,66° 72,9 +7,49° 70,8 + 8,68° 0,77
indices de funcéo diastolica

E/A 1,00 + 0,217 1,12 £ 0,22° 1,06 + 0,20° 0,09

TRIV (ms) 61,5+ 15,6° 67,8 + 9,22%° 70,0 + 13,6° 0,0002

TDE mitral (ms) 68,0 + 49,1° 82,8 +41,1% 111 + 63,8° 0,035

DIVE: diametro interno do ventriculo esquerdo; AE: atrio esquerdo; Ao: aorta; E/A: relacdo entre o pico
das ondas E e A do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE: tempo de
desaceleragéo da onda E do fluxo transmitral; FS: fragdo de encurtamento; EF: fragcdo de ejecao; p: valor
de p para ANOVA de médias repetidas.
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Figura 4. Representagdao grafica dos valores médios do tempo de relaxamento
isovolumeétrico e tempo de desaceleracao da onde E de fémeas caninas com
sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apods o tratamento (T-15
e T-30, respectivamente). O: significativamente diferente em relagdo ao
momento T-30. UNESP - Jaboticabal (2015).

Todos os parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca testados
apresentaram-se significativamente reduzidos no momento T-0 em comparagdo aos
demais momentos de avaliacdo (p<0,0001 para todos os parametros) (Tabela 4 e

Figura 5).
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Tabela 4. Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca [média + DP ou mediana
(minimo — maximo)] de fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra
(T-0) e 15 e 30 dias apo6s o tratamento (T-15 e T-30, respectivamente).
UNESP - Jaboticabal (2015).

MOMENTO
PARAMETRO T-00 T-15 T-30 p

Dados transformados

SDNN| 4, 1,52+ 0,17° 2,05 +0,21° 2,18 +£0,22° <0,0001

SDANN o, 1,26 + 0,22° 1,72 + 0,24° 1,84 + 0,26° <0,0001

SDNNIDX o 1,39 + 0,21° 1,97 + 0,22° 2,10 £ 0,24° <0,0001

rMSSD,o, 1,30 £ 0,20° 1,96 £ 0,31° 2,15+ 0,32° <0,0001

PNN50g.i, 1,72 £ 1,28° 542+ 1,83° 6,50 + 1,63° <0,0001
Dados néo transformados

SDNN (ms) 32 (16-75) 110 (53-309) 160 (69-431)

SDANN (ms) 17 (8-57) 56 (20-132) 86 (21-199)

SDNNIDX (ms) 29 (7-47) 91 (43-277) 136 (49-380)

rMSSD (ms) 22 (7-51) 88 (27-417) 161 (32-442)

pNN50 (%) 1,66 (0,04-26,13) 27,53 (5,69-70,76) 44,72 (7,47-72,98)

SDNN: desvio padréo de todos os intervalos RR; SDANN: desvio padrao das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média dos desvios-padrdo dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR adjacentes; pNN50:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenga de duragao maior que 50 ms. p: valor de p para
ANOVA de médias repetidas. Médias com letras iguais ndo apresentam diferencga significativa pelo teste
de Tukey.
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Figura 5. Representacao grafica dos valores médios dos parametros da variabilidade
da frequéncia cardiaca de fémeas caninas com sepse (n=17) devido a
piometra (T-0) e 15 e 30 dias apdés o tratamento (T-15 e T-30,
respectivamente). A: significativamente diferente em relagdo ao momento T-
15 e T30. UNESP — Jaboticabal (2015).

5.3. Perfil de citocinas e proteina C reativa

Os resultados das concentracdes séricas de IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e proteina
C reativa encontram-se detalhados na Tabela 5 e graficamente representados na
Figura 6. A IL-6 apresentou concentragao sérica significativamente maior no momento
T-0 em relagdo ao T-30 (p=0,003) e A proteina C reativa apresentou concentragéo

sérica maior em T-0 em comparagéo aos demais momentos (p<0,0001).
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Tabela 5. Concentragdes séricas de IL-13, IL-6, IL-10, TNF-a e proteina C reativa

[média £ DP ou mediana (minimo — maximo)] de fémeas caninas com sepse
(n=17) a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apos o tratamento (T-15 e T-30,
respectivamente). UNESP — Jaboticabal (2015).

MOMENTO

PARAMETRO T-00 T-15 T-30 p
Dados transformados
IL-110g 1,05 (0,76-2,54)" 0,76 (0,76-2,22)* 0,76 (0,76-2,23)" 0,91t
IL-6Log 2,39 (1,08-3,40)" 1,42 (0,85-3,84)"® 1,27 (0,81-3,66)° 0,003t
IL-100g 1,33 (0,28-3,62)" 1,16 (0,28-2,43)" 0,97 (0,28-2,09)" 0,361
TNF-Qoq 0,82 (0,75-2,74) 0,75 (0,75-3,05)* 0,75 (0,75-2,97)" 0,68t
Prot. C Reativayq, 1,76 + 0,45 1,20 + 0,47° 0,98 + 0,35° <0,0001%
Dados néo transformados
IL-1 (pg/mL) 11,12 (5,8-345) 5,8 (5,8-165) 5,8 (5,8-171)
IL-6 (pg/mL) 244 (12,15-2.484) 26,38 (7,09-6.998) 17,45 (6,4-4.550)

IL-10 (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)
Prot. C Reativa (ug/mL)

21,3 (1,90-4.128)
6,60 (5,60-554)
39,1 (7,9-270)

14,5 (1,9-269)
5,60 (5,60-1128)
11,6 (3,30-137)

9,27 (1,90-123)
5,60 (5,60-933)
9,07 (2,43-33,0)

T: valor de p para a ANOVA de médias repetidas; 1: valor de p para o teste de Friedman; Médias com
letras minusculas iguais ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey; Medianas com letras
maiusculas iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Dunn.
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Figura 6. Representacado grafica dos valores medianos (IL-6) e médios (proteina C
reativa) dos marcadores inflamatérios de fémeas caninas com sepse (n=17)
devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento (T-15 e T-30,
respectivamente). A: significativamente diferente em relagdo ao momento T-
15 e T30. ©: significativamente diferente em relagdo ao momento T-30.
UNESP - Jaboticabal (2015).

5.4. Interagao entre parametros ecocardiograficos e VFC com citocinas e proteina
C reativa

Os parametros ecocardiograficos ndo apresentaram diferenga significativa quando
comparados em relagdo aos intervalos interquartis dos valores das concentragdes
séricas de IL-6, IL-10 e proteina C reativa (Tabelas 6, 7 e 8). Essas analises nao foram
realizadas com as concentracdes séricas de IL-1B e TNF-a devido ao fato de mais de

um intervalo interquartil ser representado pelo mesmo valor.
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Tabela 6. Parametros ecocardiograficos (média + DP) de acordo com os intervalos

interquartis da concentragao sérica de IL-6 em fémeas caninas com sepse
(n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apos o tratamento, totalizando
51 amostras. UNESP — Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

7 0 30 7
Parametros (até 13,46)  (>13,46-28,14) (>28,14-327) (>327-6998) P
DIVEgissioe — index (cm/m?) 580165 582+ 1,11 524096 464+0,76 0,05
DIVEsjis — index (cm/m?) 342+106  350+076  3,13+0,67 285+053 0,16
FS (%) 413+7,65  398+642  402+813 38,75+4,00 0,81
EF (%) 733+996  715+7,94  716+944 70,3+479 0,84
E/A 1,07+0,23  1,01+022  1,06+020 1,09+022 0,83
TRIV (ms) 66,0 + 11,1 687+975  653+154  659+17,3 0,93
TDE mitral (ms) 91,2+51,5  881+409  917+778 774+436 0,91

DIVE: diametro interno do ventriculo esquerdo; FS: fragdo de encurtamento; EF: fracdo de ejegéo; E/A:
relagdo entre os picos de velocidade das ondas E e A do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleracdo da onde E do fluxo transmitral; INDEX: valor indexado
pela area de superficie corpérea; p: valor de p para a ANOVA.
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Tabela 7. Parametros ecocardiograficos (média + DP) de acordo com os intervalos
interquartis da concentragao sérica de IL-10 em fémeas caninas com sepse
(n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apos o tratamento, totalizando
51 amostras. UNESP — Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

30 0
10 2° (>14,58- (>66,63-
Parametros (ate 1,9)  (>1,9-14,58) 66,63) 4128) p
DIVEgissioe — index (cm/m?) 502+154 514+124 515094 515+095 0,24
DIVEqisis — index (cm/m?) 349+096 302+082 320+069 309+067 0,44
FS (%) 40,7+7,09 41,1+597 3831+7,09 402+656 0,73
EF (%) 72,8+889 730+722 694+871 716%773 067
E/A 1,09£0,19  1,13+0,15 1,06+021 096+0,27 0,25
TRIV (ms) 637+125 655+13,7 683+11,9 696+168 0,69
TDE mitral (ms) 82,0t441 111,9+495 753+364 711+489 0,18

DIVE: didametro interno do ventriculo esquerdo; FS: fragdo de encurtamento; EF: fracdo de ejegéo; E/A:
relacéo entre os picos de velocidade das ondas E e A do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleracdo da onde E do fluxo transmitral; INDEX: valor indexado
pela area de superficie corpérea; p: valor de p para a ANOVA.
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Tabela 8. Parametros ecocardiograficos (média + DP) de acordo com os intervalos
interquartis da concentragao sérica de proteina C reativa em fémeas caninas
com sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento,
totalizando 51 amostras. UNESP — Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

10 20 30 40
Parametros (até 7,78)  (>7,78-21,75) (>21,75-39,10) (>39,10-270,8)  p
DIVEgasoe — index (cm/m?)  515+1,02 581 %1,76 534 £ 0,94 524+107 0,55

DIVEgistoie — index (cm/m?) 2,94 + 0,69 3,43 +0,98 3,20 + 0,65 3,35+0,85 0,43
FS (%) 43,0+ 5,19 40,4 + 6,21 39,9+7,65 36,6 + 6,54 0,12
EF (%) 74,9 + 591 72,7+7,70 71,6 £9,76 67,3+7,82 0,12
E/A 1,06 £ 0,27 1,06 £0,17 1,16 £ 0,17 0,97 + 0,21 0,18
TRIV (ms) 71,5+12,8 69,4+12,4 60,4 +9,72 64,5+ 16,8 0,14
TDE mitral (ms) 85,0 + 36,1 87,9+45,8 82,6 + 56,8 76,3+44,5 0,93

DIVE: diametro interno do ventriculo esquerdo; FS: fracdo de encurtamento; EF: fracdo de ejecéo; E/A:
relagdo entre os picos de velocidade das ondas E e A do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleracdo da onde E do fluxo transmitral; INDEX: valor indexado
pela area de superficie corpérea; p: valor de p para a ANOVA.

Ja os parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca apresentaram-se, na
sua totalidade, significativamente menores nas concentragdes do 3° intervalo
interquartil de IL-6 e nas maiores concentra¢des de proteina C reativa (Tabelas 9, 10 e
11).
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Tabela 9. Distribuicdo do logaritmo natural da variabilidade da frequéncia cardiaca

(média + DP) de acordo com os intervalos interquartis da concentragao
sérica de IL-6 em fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra e
15 e 30 dias apds o tratamento, totalizando 51 amostras. UNESP —
Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

10 2° 3° 4°

Parametros (até 13,46) (>13,46-28,14) (>28,14-327) (>327-6998) p
SDNN_q 2,06 + 0,337 2,04 + 0,20° 1,66 0,31 1,91 £ 0,40% 0,01
SDANN |, 1,78 + 0,31° 1,72+ 0,26° 1,38 + 0,30° 1,56 + 0,38% 0,01
SDANNIDX o 1,96 + 0,35 1,94 + 0,22° 1,53 £ 0,36" 1,84 £0,42*° 0,009
rMSSDy4, 1,97 % 0,45 1,96 + 0,31° 1,45+ 0,38° 1,84 + 0,52%° 0,01
PNN50g.;, 5,31 + 2,39° 5,78 +2,12° 2,44 +1,90° 4,67 +2,77%° 0,003

SDNN: desvio padréo de todos os intervalos RR; SDANN: desvio padrao das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média dos desvios-padrdo dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR adjacentes; pNN50:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenga de duragao maior que 50 ms; p: valor de p para
ANOVA. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey.

Tabela 10. Distribuicdo do logaritmo natural da variabilidade da frequéncia cardiaca

(média £ DP) de acordo com os intervalos interquartis da concentragéo
sérica de IL-10 em fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra (T-
0) e 15 e 30 dias apos o tratamento, totalizando 51 amostras. UNESP —
Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

7 o 30 70
Parametros (até 7,78) (>7,78-21,75)  (>21,75-39,10)  (>39,10-270,8) P
SDNN\ o 1,96 £ 0,37 1,97 £ 0,36 1,99 £ 0,35 1,74 £ 0,27 0,26
SDANN| o 1,69 £ 0,34 1,65+ 0,38 1,67 £0,33 1,41+ 0,30 0,16
SDANNIDX 1,85 + 0,41 1,89 £ 0,39 1,90 + 0,36 1,62 £ 0,32 0,24
rMSSD 1,89 + 0,48 1,81+ 0,48 1,90 + 0,48 1,59 + 0,35 0,30
PNN50g,, 4,94 £ 2,74 4,81+2,71 4,98 2,73 3,34 + 2,01 0,33

SDNN: desvio padrao de todos os intervalos RR; SDANN: desvio padrdo das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média dos desvios-padréo dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR adjacentes; pNN50:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenca de duragdo maior que 50 ms; p: valor de p para

ANOVA.
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Tabela 11. Distribuicdo do logaritmo natural da variabilidade da frequéncia cardiaca

(média + DP) de acordo com os intervalos interquartis da concentragao

sérica de proteina C reativa em fémeas caninas com sepse (n=17) devido a

piometra (T-0) e 15 e 30 dias apos o tratamento, totalizando 51 amostras.
UNESP - Jaboticabal (2015).

Intervalos interquartis

10 2° 3° 4°

Parametros (até 7,78) (>7,78-21,75)  (>21,75-39,10)  (>39,10-270,8) p
SDNN_q 2,10 +0,23° 2,02 +0,38° 1,86 + 0,40% 1,67 +0,19° 0,007
SDANN o, 1,75 + 0,30° 1,76 + 0,31° 1,56 + 0,35% 1,36 + 0,29° 0,008
SDANNIDX o 2,03 £0,23° 1,90 £ 0,46% 1,77 £ 0,43% 1,55+ 0,16° 0,01
rMSSDy4, 2,07 +£0,27° 1,92 + 0,52° 1,74 + 0,55 1,47 +0,15° 0,005
PNN50g.;, 5,97 + 1,46° 5,40 + 2,95 3,94 + 2,99% 2,74 +1,30° 0,005

SDNN: desvio padréo de todos os intervalos RR; SDANN: desvio padrao das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média dos desvios-padrdo dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR adjacentes; pNN50:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenga de duragao maior que 50 ms; p: valor de p para

ANOVA. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey.

N&o houve correlagao entre a concentragdo sérica da maioria das citocinas e os

parametros ecocardiograficos avaliados. No entanto, houve correlagdo negativa entre
IL-10.0g € E/A (r =-0,289 e p = 0,03), entre 0 DIVEjiastole-index e IL-614 (r = -0,286 e p=
0,04) e TNF-a (r = -0,308 e p = 0,02) e entre Proteina C reativa e a fragao de
encurtamento (r = -0,324 e p = 0,02) e fragdo de ejegao (r = -0,332 e p = 0,01). Os

coeficientes de correlagdo encontram-se na Tabela 12 e na Figura 7.
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Tabela 12. Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros
ecocardiograficos e IL-1BLog, IL-6L0g, IL-10L0g, TNF-a o € Proteina C
reativa,g em fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra (T-0)
e 15 e 30 dias apos o tratamento, totalizando 51 amostras. UNESP —
Jaboticabal (2015).

IL-110g IL-610g IL-1010g TNF-ap,  Prot. C Reat.q
DIVE giastole — index (cm/m?) NS -0,356* NS -0,308* NS
DIVEgisioe — index (cm/m?) NS NS NS NS NS
FS (%) NS NS NS NS -0,324*
EF (%) NS NS NS NS -0,332*
E/A NS NS -0,289* NS NS
TRIV (ms) NS NS NS NS NS
TDE mitral (ms) NS NS NS NS NS

DIVE: diametro interno do ventriculo esquerdo; FS: fragcdo de encurtamento; EF: fragdo de ejegéo; E/A:
relacdo entre os picos de velocidade das ondas E e A do fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento
isovolumétrico; TDE: tempo de desaceleragédo da onde E do fluxo transmitral; INDEX: valor indexado
pela area de superficie corpérea; NS: nio significativo; *: p<0,05.
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Figura 7. Representagéo grafica da correlagdo de Spearman entre o logaritmo natural
da concentragdao sérica de proteina C reativa e os valores da fragcdo de
encurtamento (a) e fracdo de ejecao (b) de fémeas caninas com sepse (n=17)
devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apés o tratamento (T-15 e T-30,
respectivamente), totalizando 51 amostras. FS: fracdo de encurtamento; FE:
fracao de ejegdo. UNESP — Jaboticabal (2015).
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Houve correlagdo negativa entre IL-6,,4 € proteina C reativa,.g € praticamente
todas as variaveis da variabilidade da frequéncia cardiaca. Os coeficientes de

correlagcdo encontram-se na Tabela 13 e Figura 8.

Tabela 13. Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros da
variabilidade da frequéncia cardiaca e IL-1BLog, IL-6Log, IL-10L0g, TNF-OLog
e Proteina C reativa,,g em fémeas caninas com sepse (n=17) devido a
piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento, totalizando 51 amostras.
UNESP - Jaboticabal (2015).

IL-1,0q IL-60 IL-10,0g TNF-aL04 Prot. C Reat.(
SDNNig NS -0,304* NS NS 20,501
SDANNq NS -0,351* -0,302* NS -0,429**
SDNNIDXoq NS -0,283* NS NS -0,526***
rMSSD6q NS -0,308* NS NS -0,524***
PNN50,.., NS NS NS NS -0,474**

SDNN: desvio padrao de todos os intervalos RR; SDANN: desvio padrao das médias dos intervalos RR
obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX: média dos desvios-padrdo dos intervalos RR a cada 5 minutos;
rMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR adjacentes; pNN50:
percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenga de duragdo maior que 50 ms; NS: néo
significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 8. Representagao grafica da correlagdo de Spearman entre o logaritmo natural
da concentracao sérica de proteina C reativa e os valores dos paradmetros da
variabilidade da frequéncia cardiaca de fémeas caninas com sepse (n=17)
devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias apds o tratamento, totalizando 51
amostras. SDNN: desvio padrao de todos os intervalos RR; SDANN: desvio
padrao das médias dos intervalos RR obtidos a cada 5 minutos; SDNNIDX:
média dos desvios-padrao dos intervalos RR a cada 5 minutos; rMSSD: raiz
quadrada da meédia do quadrado das diferencas entre intervalos RR
adjacentes; pNN50: percentagem de intervalos RR adjacentes com diferenca
de duragdo maior que 50 ms (T-15 e T-30, respectivamente). UNESP —

Jaboticabal (2015).
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5.5. Interagao entre citocinas e proteina C reativa com valores hematolégicos

Houve correlagéo significativa entre IL-6,,4 € proteina C reativa,g € a maioria

dos parametros hematoldgicos avaliados (Tabela 14).

Tabela 14. Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros hematologicos

e IL-1BLog, IL-6Log, IL-1010g, TNF-a0q € Proteina C reativa,,q em fémeas

caninas com sepse (n=17) devido a piometra e 15 e 30 dias apds o
tratamento, totalizando 51 amostras. UNESP — Jaboticabal (2015).

IL-1BLog IL-6L0g IL-10,0g TNF-0Log Prot. C Reat o4

Leucocitos NS 0,377* NS NS 0,535***
Hemécias NS NS NS NS NS
Hematdcrito NS NS NS NS NS
Plaquetas NS NS NS NS -0,326*
Bastonetes NS 0,361** NS NS 0,567***
Linfocitos NS 0,285* NS NS 0,319*
Mondécitos NS NS NS NS 0,398**

NS: néo significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

A correlacao entre os parametros da analise bioquimica sérica e citocinas

analisadas encontram-se descritos na Tabela 15.
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Tabela 15. Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros bioquimicos
séricos e IL-1BLog, IL-6Log, IL-10L0g, TNF-0og € Proteina C reativa,g em
fémeas caninas com sepse (n=17) devido a piometra (T-0) e 15 e 30 dias

apos o tratamento, totalizando 51 amostras. UNESP — Jaboticabal (2015).

IL-1BLog IL-6L0g IL-10,0g TNF-0Log Prot. C Reat o4
Ureia NS NS NS NS -0,346*
Creatinina NS NS NS NS NS
ALT NS NS NS NS NS
FA NS 0,509*** NS 0,362** 0,425*
Albumina NS NS NS NS -0,313*
Proteinas totais NS NS NS NS NS
Glicemia -0,281* NS NS NS NS
Lactato -0,480** NS NS 0,304* NS

NS: nao significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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6. DISCUSSAO

Com o presente estudo foi possivel demostrar que os animais avaliados
apresentaram, no momento do diagnodstico em relagdo as avaliagdes subsequentes,
disfuncdo autonémica, refletida pela diminuicdo dos indices da variabilidade da
frequéncia cardiaca e correlagao inversa entre as variaveis de funcao sistdlica e as
concentragbes séricas de proteina C reativa. Embora ndo tenha sido o principal
objetivo desse estudo, também foi possivel tragar um perfil clinico e hematolégico que
certamente auxilia no entendimento da sindrome e do comprometimento cardiaco em
caes com sepse de ocorréncia natural.

Em 1997, Hauptman et al. elaboraram critérios diagndsticos de sepse para caes,
semelhantes aos criados e utilizados para paciente humanos em 1991 (BONE et al.,
1992), que continuam sendo os mais empregados até os dias atuais. Estes critérios
foram os adotados no estudo em questdo para a identificacdo do quadro inflamatdrio
sisttmico e por esse motivo ha grande concordancia entre os dois estudos.
Leucocitose e desvio a esquerda foram os principais fatores determinantes para o
diagndstico de inflamagdo sistémica tanto no trabalho em tela quanto naquele
apresentado por Hauptman et al. (1997). Embora todos os parametros clinicos de
diagndstico da sepse, ou seja, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria e
temperatura corpérea, tenham sido utilizados em algum momento para determinagao
da inflamagao sistémica, o aumento da frequéncia cardiaca foi o mais empregado, ao
passo que a temperatura corporea foi o parametros utilizado em menor numero de
casos.

Embora nesse estudo o critério clinico mais utilizado para o diagndstico da
inflamacéao sistémica tenha sido a elevacado da frequéncia cardiaca, Hauptman et al.
(1997) também citaram a temperatura retal e a frequéncia respiratéria como fatores
importantes. Outros autores também observaram a temperatura corpérea e a
frequéncia respiratéria como fatores relevantes para o diagnéstico da inflamagao
sistémica em caes e isso reflete a variabilidade desses parametros frente a diferentes
condigdes, nem sempre patolégicas, como por exemplo, estresse e condicdes
climaticas (LAFORCADE et al., 2003; HAGMAN et al., 2006b; KARLSSON et al., 2012).
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E possivel observar na Tabela 1 que os valores medianos da frequéncia respiratéria e
temperatura corpérea nao se alteraram significativamente ao longo do estudo, e até o
momento T-15, os valores da frequéncia respiratoria encontraram-se acima dos limites
de classificacdo da SRIS, o que deixa claro que esse parametro deve ser utilizado com
cautela na determinagao do quadro inflamatério sistémico, principalmente em regides
com condig¢des climaticas peculiares como essa onde foi realizado o estudo.

Essa mesma observagdo referente a variagdo dos achados clinicos ja foi
levantada como um ponto complicador no diagnostico da sepse em pacientes humanos
por mais de duas décadas e uma solugao proposta tem sido aumentar o foco nos
parametros laboratoriais e a criagdo de um sistema de escore hematoldgico
(RODWELL & TUDEHOPE, 1988; LEVY et al.,, 2003; MAKKAR et al., 2013).
Recentemente, Makkar et al. (2013) sugeriram um esquema de pontuagdo para o
diagnostico da sepse em criangas recém-nascidas no qual a presenga de achados
como a alteragdo do numero de leucdcitos totais, de polimorfonucleares (PMN) totais,
de PMN imaturos, da relagdo entre PMN imaturos e totais, da relagdo entre PMN
imaturos e maduros, da contagem plaquetaria e presengca de PMN com granulagbes
toxicas receberia individualmente um ponto. Os autores identificaram relagcao direta
entre a pontuacao total do escore e a chance do diagndstico de sepse. Apesar desse
esquema apresentar sensibilidade e especificidade satisfatérias, ser facilmente
acessivel e de baixo custo, os autores sugerem simplificagdo e melhor padronizagao do
metodo antes da aplicagao na pratica médica. No entanto, iniciativa semelhante nunca
foi testada ou validada para caes.

A questao do diagndstico e classificagdo da sepse €, de fato, um ponto sensivel
até os dias atuais. Na ultima década, a compreensao da inflamacéao e a interacéo entre
patdégeno e hospedeiro aumentou consideravelmente, assim como o desenvolvimento
de terapias inovadoras para o tratamento da sindrome (CHRISTAKI et al., 2011), no
entanto o diagndéstico ainda hoje, mesmo em pacientes humanos, se baseia, como
mencionado, em alteracdes ndo especificas, como aumento da temperatura corporea,
frequéncia cardiaca e respiratoria (REINHART et al., 2012). Essa disparidade entre as
inovacoes referentes ao tratamento e a estagnacao diagndstica fez com que Nathan

(2002) criticasse dizendo “ndo faz sentido a utilizagdo de tecnologia do século 21 para
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o desenvolvimento de drogas direcionadas a infecgdes especificas cujo diagnéstico se
baseia em métodos do século 19”.

A observacao cuidadosa das Tabelas 2 e 5 permite atestar essas deficiéncias.
Nestas tabelas € possivel identificar pacientes com diferentes graus de lesdo organica
remota (enzimas hepaticas normais ou aumentas, por exemplo) e inflamagao sistémica
(concentragdes de proteina C reativa e IL-6 baixas ou severamente aumentadas, por
exemplo), evidenciando a incapacidade dos critérios diagndsticos atuais em selecionar
pacientes com perfis distintos de acometimento sistémico. Nesse contexto, Dal-Pizzol e
Ritter (2012) confirmam a importancia e necessidade de diagndstico e estratificagcao
mais precisos, com ferramentas mais acuradas como, por exemplo, biomarcadores, e
ainda vislumbram a possibilidade de, no futuro, transformar a sindrome clinica em uma
ou mais doencas distintas passiveis de tratamento especifico.

Apesar da diminuicdo da contagem plaquetaria ndo ser um dos critérios de
diagndstico sugeridos por Hauptman et al. (1997), no presente estudo foi observada
reducdo significativa desse parametro no momento do diagnéstico, assim como em
outro estudo avaliando o quadro hemostatico de cadelas com piometra (PLAVEC et al.,
2006). Embora a leucocitose seja classicamente tida como uma resposta a ativacao de
mecanismos de defesa frente a um quadro inflamatdrio, os fatores que levam a
trombocitopenia ndo estdo totalmente elucidados (RITTIRSCH et al., 2008). Apesar das
trombocitopenias graves estarem mais comumente associadas a presenga de
coagulagao intravascular disseminada (em casos de sepse), acredita-se que os casos
mais brandos estejam relacionados a interagao entre as bactérias ou endotoxinas e as
plaquetas ou até mesmo dano imunoldégico a esses componentes, visto que ja foi
observado elevagédo plasmatica de IgG associado a plaqueta em pacientes sépticos
trombocitopénicos (MAMMEN, 1998; LEVY, et al.,, 2003; RITTIRSCH et al., 2008;
MAKKAR et al., 2013).

Embora a avaliagdo hematoldgica seriada ndo tenha sido o foco deste estudo,
sua principal utilidade foi avaliar se o tempo de acompanhamento empregado (30 dias),
arbitrariamente acolhido, foi adequado. Como pode ser observado na Tabela 2, aos 30
dias apods o diagndstico e consequente intervengao cirdrgica, os animais apresentavam

valores médios ou medianos dentro do intervalo de normalidade para praticamente
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todos os parametros avaliados, o0 que valida os testes estatisticos tanto em relagao as
analises de correlagdo quanto a comparagao entre os momentos.

Além de alteracbes no hemograma, foram também observadas no presente
estudo anormalidades na avaliagao bioquimica sérica referentes ao comprometimento
hepatico. Durante a sepse, a disfungao hepatica € um dos componentes da sindrome
da disfungdo multipla de 6rgaos e geralmente esta associada a piores prognosticos
(SPAPEN, 2008; NESSELER et al., 2012). Como o figado é responsavel por atividades
metabdlicas, homeostaticas e de defesa, acreditava-se que a disfuncdo hepatica era
uma consequéncia simples do choque séptico e hipoperfusdo tecidual. No entanto,
atualmente assume-se que o figado é um fator importante na amplificagao da disfungao
multipla de orgdos (NESSELER et al., 2012). Durante o curso da sepse, os hepatdcitos
alteram suas vias metabdlicas e intensificam a sintese de proteinas de fase aguda, em
resposta a determinadas interleucinas, principalmente a IL-6 (VARY & KIMBALL, 1992),
e como consequéncia ha reducdo da produgao hepatica de albumina, transferrina e
antitrombina. Além disso, as células de Kupffer, apdés interagdo com
lipopolissacarideos, desempenham papel importante tanto na amplificacdo da resposta
inflamatdria, mediante liberacdo de TNF-a, quanto na hepatotoxicidade, mediante
liberacao de IL-18 e posterior secrec¢ao de interferon-y (FONG et al., 1990; TSUTSUI et
al.,, 1997). Embora nédo existam estudos que estabelegam critérios claros para o
diagndstico da lesdo hepatica aguda relacionada a sepse em pacientes caninos, ja foi
demonstrado em humanos que a avaliagdo da bilirrubina, albumina, ALT, AST, FA e
tempo de protrombina podem ser utilizados tanto como marcadores diagndsticos
quanto prognésticos (MARSHALL et al., 1995; BAKKER et al., 2004).

A observacao das Tabelas 2 e 5 permite identificar a presenca de leucocitose,
hipoalbuminemia e aumento da IL-6, proteina C reativa e fosfatase alcalina. Estes
resultados possibilitam a confirmacado do estado inflamatério sistémico dos animais
incluidos no estudo e também atestam o envolvimento hepatico tanto em relacédo a
alteracdo de vias metabdlicas quanto em relacdo a hepatotoxicidade, de forma
semelhante ao que acontece em humanos com sepse. Frente a isso, fica claro que
caes com sepse de ocorréncia natural apresentam envolvimento hepatico, e este ndo

estd obrigatoriamente associado a hipotensdo, uma vez que nao foram avaliados
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animais com choque séptico. No entanto, o grau de disfungdo, os parametros que
melhor definem essa disfungdo e a relevancia clinica e prognéstica desses dados
precisam ser estudados de forma mais especifica, visto que informagdes a respeito
desse assunto em cdes com sepse de ocorréncia natural sdo praticamente inexistentes
(NESSELER, 2012; OSTERBUR et al., 2014).

Talvez um dos resultados mais expressivos desse estudo tenha sido a
confirmacdo da interacdo entre sistema nervoso autbnomo e sistema inflamatério nos
pacientes avaliados. Esta interacédo tem recebido especial atencdo nas ultimas décadas
como um potencial marcador do acometimento sistémico e importante fator
prognostico, visto que recentemente tem sido proposto que o SNA participa da
fisiopatogenia de diversas afecgdes, incluindo céancer, doengas cardiovasculares e
sepse (MIKSA et al., 2005; DE COUCK, 2012).

A identificacdo da influéncia autonédmica sobre o sistema imune nao é recente,
desde a década de 60 ja se sabe que adrenalina e noradrenalina inibem a secregao de
histamina pelos mastdcitos (MANNAIONI et al., 1964). Posteriormente se descobriu
uma comunicacao bidirecional entre o sistema nervoso central e o sistema imune,
sendo que o sistema imune influencia o sistema nervoso central tanto pela estimulagao
direta de terminais nervosos que projetam aferentes para a medula, que possuem
receptores para citocinas (TNF-a e IL-1), quanto pela ativacdo periférica indireta de
fibras nociceptivas via substancia P (BESEDOVSKY et al., 1986; ELENKOQOV et al.,
2000; WAPNIR & TEICHBERG, 2002). Ja o cérebro influencia o sistema imune tanto
pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal quanto pelas vias parassimpatica e simpatica,
mediadas pela acetilcolina e noradrenalina, respectivamente (LABORIT, 1976;
BESEDOVSKY et al., 1986; MIKSA et al., 2005).

Foi observado em estudo experimental que o nervo vago informa o cérebro a
respeito de inflamacao periférica mediante sinalizagédo com IL-1 (EK et al., 1998). O
cérebro responde mediante a liberagao de potenciais de agao transmitidos pelo nervo
vago, que culminam na liberagcdo de acetilcolina. Essa, por sua vez, interage com as
subunidades sete dos receptores nicotinicos de acetilcolina (a7nAChR), inibindo a
producao de citocinas pro-inflamatdrias, resposta essa chamada de via anti-inflamatéria
colinérgica (DE COUCK et al., 2012).
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Diversos autores mostram que niveis elevados de noradrenalina, presentes tanto
em estagios iniciais quanto tardios da sepse, sao responsaveis pela potencializagao da
resposta pré-inflamatéria e inibicdo da via anti-inflamatéria colinérgica (HAHN et al.,
1995; YANG et al., 2000). Segundo Miksa et al. (2005), a diminuicdo da atividade
parassimpatica e consequente supressdo da via anti-inflamatéria colinérgica ocorre
como resultado da hiperativagao do sistema nervoso simpatico. Atualmente acredita-se
que o intestino seja a principal fonte da elevagéo sustentada de noradrenalina durante
a sepse e o principal fator responsavel por isso € o0 aumento da expressao e liberacio
de tirosina hidroxilase (TH) pelas fibras nervosas entéricas, que converte,
sequencialmente, a tirosina em noradrenalina (YANG et al., 2000; ZHOU et al., 2004).

No estudo em questdo, as variaveis da VFC se apresentaram reduzidas de
forma semelhante ao observado por outros autores em estudos com seres humanos e
animais de laboratério (GRIFFIN et al., 2005; GRIFFIN et al., 2006; MOORMAN et al.,
2006; PANCOTO et al.,, 2008). Esses resultados confirmam, de forma indireta, a
elevacdo dos niveis de catecolaminas e reducdo da atividade parassimpatica nos
animais avaliados. Sabe-se que as alteragdes das medidas diretas da VFC (SDNN,
SDANN e SDNNIDX), evidenciadas no presente estudo, representam anormalidades
na atividade simpatica e/ou parassimpatica, nao permitindo distinguir quando essas
alteracbes sao devidas ao aumento do tbnus simpatico ou reducdo do tdnus
parassimpatico (CALVERT, 1998; VANDERLEI et al., 2009). J& as alteragdes nos
indices derivados da diferenca entre os intervalos RR adjacentes (RMSSD e pNN>50)
refletem as alteragdes curtas e rapidas do ciclo cardiaco, que sao produzidas pela agao
parassimpatica. Assim, fica evidente que ha reducao da atividade parassimpatica e é
possivel inferir que esse estado se deva a liberacdo macica de noradrenalina na
circulagdo devido tanto a hiperexpressao de TH quanto ao aumento dos niveis de
sintaxina 1 e reducao de transportadores de noradrenalina, que aumentam a sintese e
liberacdo e reduzem a recaptacdo de noradrenalina, respectivamente, com sugerem
Kushima et al. (1995), Masson et al. (1999), Baltazar et al. (2003) e Sung et al. (2003).

Os efeitos pro-inflamatoérios da noradrenalina na sepse se devem a regulacao da
producado de TNF-a e IL-1B via receptores adrenérgicos alfa-2 nas células de Kupffer,

que ocorre devido ao aumento da concentracdo portal de catecolaminas derivadas do
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intestino e tal evento contribui de forma significativa para o aumento dos niveis
circulantes de outras citocinas pré-inflamatérias como, por exemplo, a IL-6 (YANG et
al., 2000; YANG et al., 2001; ZHOU et al., 2005). A relacao indireta entre catecolaminas
e citocinas pro-inflamatérias pdde também ser observada no presente estudo, que
evidenciou correlagdo inversa significativa entre a VFC e IL-6, concordando com
estudos anteriores que mostram que a atividade vagal se correlaciona inversamente
com o grau de inflamacédo (JANSZKY et al., 2004). Segundos dados da Tabela 9,
concentracgdes séricas de IL-6 entre 28 e 327 pg/mL influenciaram significativamente na
reducao dos parametros da VFC. Godin e Buchman (1996) acreditam que esse quadro
de disfuncdo autonémica leve a sindrome da DMO em consequéncia de um
desacoplamento da interagao organica neuralmente mediada.

Ainda em relagéo a avaliagao autonémica, pdde-se observar correlagdo negativa
significativa entre todos esses parametros e a concentracdo sérica de proteina C
reativa. A observacao da Tabela 11 permite constatar que valores da proteina C reativa
maiores que 39 pg/mL influenciam significativamente na redugédo da VFC. Outros
autores ja identificaram a reducdo da VFC em pacientes em sepse, demonstrando,
inclusive, correlagdo com proteinas de fase aguda e interleucinas. Em experimento
com injecdo de lipopolissacarideos em ratos, Fairchild et al. (2009) demonstram
discreta reducéo e posterior normalizagdo da VFC logo apds a expressao de TNF-q, e
depressdo maxima da VFC apds o inicio de expressdo de outras citocinas. Segundo
Madsen et al. (2007) e Haarala et al. (2011) quanto maior a concentragao sérica de
proteina C reativa, menor os parametros da VFC, confirmando, assim, a relacéo entre
inflamagédo e sistema autonémico. No entanto, o exato mecanismo ligando essa
proteina de fase aguda a VFC nao é explicado por esses autores. Assim, levando em
consideracao a relagao causal entre IL-6 e proteina C reativa, € possivel especular que
o aumento da atividade simpatica (pelo aumento da noradrenalina derivada do
intestino), que sera refletido pela diminuigdo da VFC, leva ao aumento da produgéo de
TNF-a e IL-1B pelas células de Kupffer que, por sua vez, estimulardo a producio de
outras citocinas pro-inflamatérias, em especial a IL-6, que estimula a sintese e

producao hepatica de proteina C reativa.
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Sajadieh et al. (2006) demonstraram que a interagcdo sinérgica entre a baixa
variabilidade da frequéncia cardiaca e a alta concentragdo de proteina C reativa
contribuem para morte futura e infarto do miocardio em pacientes humanos. Embora a
metodologia utilizada no presente estudo ndo permita a estratificacdo de progndstico
tampouco a avaliagdo da possibilidade de doencgas tardias, os dados permitem
concordar com diversos autores que afirmam que a analise da VFC pode servir como
um “fisiomarcador” para processos desencadeados pela sepse, inclusive a progressao
para a sindrome da disfungdo de multiplos érgédos, como afirma Mizock (2009)
(FAIRCHILD & O'SHEA, 2010; PAPAIOANNOU et al., 2013).

Nesse contexto, € possivel imaginar a avaliacdo da VFC como uma ferramenta
de rotina para a estratificacao de severidade em pacientes com sepse, por se tratar de
uma analise rapida, relativamente barata e com alta correlacdo com a concentracao
sérica de proteina C reativa. Além disso, cria-se um modelo natural para o estudo da
disfungdo autonémica na sepse com possibilidade de se testar condutas que visam a
atenuacdo da inflamagéo pela estimulacdo vagal, como ja tem sido realizado, com
sucesso, em modelos experimentais de diversas doengas (MIHAYLOVA et al., 2012;
YAMAKAWA et al., 2013; SABBAH, 2013), ou pela administracdo de substancias
simpatoplégicas, como a grelina, por exemplo (MATSUMURA et al., 2002). Porém,
mesmo com esses potenciais, estudos futuros sobre a sensibilidade e especificidade
da VFC na detecgéo da sepse e seu valor prognostico se fazem necessarios devido as
multiplas causas potenciais de alteragdes nos resultados dessa analise.

Os resultados desse estudo permitem a identificagdo de uma dessas causas
potenciais de alteragcao da VFC. Além da clara influéncia da proteina C reativa no tdnus
autondmico, é possivel observar que no mesmo momento em que ha reducido da
variabilidade da frequéncia cardiaca (T-0), também ha redugdo da pressao arterial,
levantando a possibilidade de que as anormalidades volémicas, inerentes ao estado
séptico, também podem ter contribuido para a reducao dos indices testados.

A proteina C reativa também se mostrou importante em relagao a avaliagao
ecocardiografica, com a qual foi possivel observar correlagéo negativa significativa com
os indices de fungéo sistdlica. A proteina C reativa € uma proteina predominantemente

secretada pelo figado em resposta as citocinas pré-inflamatérias, fatores do
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complemento e hormdnios, e € amplamente utilizada como um marcador de inflamagao
em pacientes humanos (SZALAI & MCCRORY, 2002). A concentragdo dessa proteina
também esta elevada em pacientes caninos em varias condigbes como ja observado
(NAKAMURA et al., 2008). No entanto, a questdo se essa proteina funciona apenas
como um marcador ou se ela desempenha algum fator causal na disfungdo miocardica
tem sido discutida (SCHULZ & HEUSCH, 2011).

Nagai et al. (2011) mostraram que ratos super expressando o gene da proteina
C reativa apresentam remodelamento cardiaco acelerado e, como no presente estudo,
diminuicdo da funcdo contrati demonstrada pela diminuicdo da fracdo de
encurtamento, sugerindo que a proteina C reativa seja um fator determinante para a
disfuncdo miocardica. Acredita-se que os efeitos da proteina C reativa no coragao
ocorram devido a sua capacidade de se ligar e ativar receptores Fcy, resultando na
producdo de citocinas pro-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio, que
contribuem para a progressao da lesdo miocardica mediante oxidagdo dos
miofilamentos e apoptose dos cardiomiécitos (HEUSCH et al., 2010; NAGAI et al.,
2011; SCHULZ & HEUSCH, 2011).

Mesmo com a correlacdo negativa entre a proteina C reativa e os indices de
funcao sistdlica, nao foi admitido que os animais do presente estudo apresentassem
disfungdo miocardica. Nelson e Thompson (2006) apresentaram um estudo
retrospectivo com 16 caes com doencga sistémica severa e disfuncdo miocardica,
definida por esses autores pela fragdo de encurtamento menor que 26% e/ou fragao de
ejecao menor que 46%. Em 2010, Kenney et al, diagnosticaram disfungédo miocardica
em 17,5% dos caes com sepse estudados. Os autores classificaram a disfungao
miocardica de acordo com critérios mais atuais, que enquadram no grau de disfungao
cardiaca induzida pela sepse os pacientes com hipotensdo que necessitam de
intervengdo medicamentosa. No entanto, Antonucci et al. (2014) mostram que por nao
existir critério universal que defina a disfuncdo miocardica na sepse, a maioria dos
autores utilizam como marcador a redugao da fragao de ejegéo.

No presente estudo nao foram introduzidos pacientes com pressao arterial
menor que 90 mmHg, da mesma forma que nao foram observadas fragdo de

encurtamento ou de ejecdo compativeis com quadro de disfungédo sistdlica. Sendo
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assim, mesmo com valores de fragdo de encurtamento mais baixos nos animais com
concentragdes séricas de proteina C reativa mais elevadas, considerou-se que os caes
estudados ndo apresentavam disfuncao sistdlica, visto que ndo se enquadravam nos
critérios previamente adotados para caes, tampouco naqueles adotados para humanos.

Apesar dos estudos sobre o envolvimento cardiaco na sepse nao serem
recentes, muita confusao e controvérsia ainda existe a respeito da disfuncao sistdlica e
dilatacdo ventricular nesses pacientes (HUANG et al., 2013; REPESSE et al., 2013).
Em um dos estudos mais criteriosos sobre esse assunto, uma meta-analise com mais
de 700 pacientes, Huang et al. (2013) ndo encontraram evidencias que suportam a
relacdo entre disfungcdo miocardica e progndstico. Nesse mesmo estudo, os autores
afirmam que parte da grande discrepancia entre as pesquisas a respeito da presenca
ou ndo de disfungcdo miocardica se deve ao emprego de técnicas de avaliagdo que sao
altamente dependentes da pré-carga e pdés-carga, € nao refletem exclusivamente a
contratilidade intrinseca (ROBOTHAM et al., 1991; REPESSE et al., 2013). E crucial se
lembrar do envolvimento vascular ou microvascular que ocorre no pacientes com sepse
e nesses casos, a funcdo sistélica do ventriculo esquerdo, avaliado
ecocardiograficamente, pode refletir mais o tébnus arterial que a fungcao contratil
intrinseca (ROBOTHAM et al., 1991; HUANG et al., 2013).

Sendo assim, embora a avaliagdo das Tabelas 9 e 12 permita especular que o
estudo de animais com quadros mais severos de inflamagao, e consequentemente
valores mais elevados de proteina C reativa, provavelmente evidenciaria valores mais
baixos da fragdo de encurtamento e fracdo de ejecao, € fundamental a introducao de
técnicas que consigam avaliar a fungado miocardica de forma menos dependente da pré
e pos carga como, por exemplo, o Doppler tecidual e a avaliagdo da deformacao
miocardica por “speckle tracking”.

Outro achado relevante foi auséncia de dilatacdo ventricular como tem sido
relatado desde a década de 70 e defendido por alguns autores mais recentemente
(WEISEL et al., 1977; PARKER et al., 1984; PULIDO et al., 2012; WENG et al., 2012).
Huang et al. (2013) também n&o encontram evidencias que suportam a relagdo entre
dilatagdo ventricular e progndstico. Em 1993, Parrillo desenvolveu o conceito de

“‘adaptacdo de pré-carga” que dizia que os pacientes que sobreviviam ao choque
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séptico assim o faziam porque o ventriculo esquerdo sofria dilatagcdo aguda para
corrigir a diminuigao da fracdo de ejecao. No entanto, posteriormente essa teoria néo
foi confirmada, e Vieillard-Baron et al. (2001) afirmam que quando se corrige o estado
hipovolémico dos pacientes com sepse o volume ventricular permanece dentro dos
limites de normalidade. Como os pacientes do estudo em tela ndo apresentavam
quadro hipovolémico significativo, € de se esperar, de fato, que nao apresentassem
dilatacao ventricular, de acordo com Vieillard-Baron et al., (2001).

Embora a maioria dos autores concorde que os pacientes com choque séptico
apresentem maiores graus de disfuncao diastélica e que a severidade dessa disfungao
esta diretamente relacionada a sobrevida (OMAR et al., 2012), ja foi demonstrado que
pacientes com sepse, mesmo sem choque, podem apresentar alteracdes nas fases de
relaxamento ventricular (JAFRI et al., 1990). Munt et al. (1998) relataram
anormalidades nos parametros diastolicos derivados do Doppler, principalmente no
tempo de desaceleragdo da onda E, parametro que apresenta forte correlagdo com a
rigidez ventricular (OHNO et al., 1994; LITTLE & OHNO, 2009). Outros estudos
ecocardiograficos em humanos demonstram enchimento ventricular lento e
anormalidade de relaxamento em pacientes com sepse, e 0s autores sugerem
contribuicdo importante da diminuicdo da complacéncia ventricular na disfungao
miocardica relacionada a sepse (JAFRI et al., 1990; POELART et al., 1997; MUNT et
al., 1998).

Mesmo que o presente estudo tenha evidenciado diferenga significativa nos
parametros supracitados em relagcdo aos momentos de analise, os valores encontrados
se situavam dentro dos intervalos de normalidade sugeridos em outras pesquisas
(SCHOBER et al.,, 2010; BOON, 2011). Levando em consideragdo que os critérios
diagnodsticos para disfuncdo diastélica, sugeridos tanto pela “American Society of
Echocardiography” quanto por livros texto (NAGUEH et al., 2009; BOON, 2011),
incluem alteracdes da relagcao E/A, TRIV e TDE, nao foi considerado que os animais
estudados, no momento do diagnostico, apresentavam disfuncao diastélica.

Ao contrario de estudos mais recentes que utilizaram a técnica de imagem por
Doppler tecidual para diagnosticar disfungdo diastélica (BROWN et al., 2012;
LANDESBERG et al., 2012), no presente trabalho foi utilizado o Doppler de fluxo, cujas
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variaveis sao dependentes da pré-carga e podem ter sua utilidade reduzida em em
altas frequéncias cardiacas (BOON, 2011). Assim, a metodologia empregada né&o
permite confirmar ou descartar de forma definitiva a presenca de disfuncao diastdlica
em caes com sepse.

Embora autores concordem que as alteragcdes miocardicas induzidas pela sepse
ocorram devido as agdes da IL-1 B e TNF-a (KUMAR et al., 1996; KUMAR et al., 2001),
no presente estudo ndo houve correlacdo entre nenhum dos parametros
ecocardiograficos e IL-1 e TNF- a. Uma possivel explicagdo para esse achado pode ser
o carater bifasico da liberagdo de mediadores inflamatérios na sepse. Estudos com
modelos experimentais mostram que a liberagcdo de IL-1 e TNF- a ocorrem de forma
mais predominante na fase inicial da sepse e, em fases mais tardias, essas citocinas
dao lugar a outras secretadas por monécitos e macréfagos ativados e também por
células de tecido necrotico (CASEY 2000; MIKSA et al., 2005). Embora n&o se tenha o
momento exato do inicio do quadro séptico dos animais incluidos no estudo, a maioria,
se nado a totalidade, apresentavam sinais compativeis ha mais de um dia, o que
sustenta tal possibilidade. No entanto, ndo é possivel descartar a possibilidade de que
essa falta de correlagdo esteja relacionada a metodologia de analise dessas duas
citocinas. Embora a plataforma multiplex utilizada seja uma técnica validada para caes
e amplamente utilizada na atualidade (KJIELGAARD-HANSEN et al., 2011; NIKOLIC
NIELSEN et al., 2013), concentragdes baixas ou ndo detectaveis de TNF-a foram
relatadas em outros estudos utilizando a mesma metodologia (ZOIS et al., 2012).

Tendo em vista que foram obedecidos criteriosamente os procedimentos de
coleta, manuseio e armazenamento das amostras, a falha na mensuracdo pode, de
fato, ser devido a baixa sensibilidade do teste (KIELGAARD-HANSEN et al., 2011;
ZOIS et al., 2012). Declue et al. (2009) também observaram concentragdes baixas ou
nao detectaveis de IL-1B em gatos submetidos a infusdo de endotoxinas e sugeriram
que tal problema pode estar relacionado a baixa sensibilidade do ensaio por ELISA
para a deteccao dessa citocina.

Dentre as principais limitagdes do estudo se destaca a dificuldade em selecionar
uma populagdo uniforme de animais com sepse de ocorréncia natural. O carater

heterogéneo da idade, raca e peso pode deixar duvida a respeito dos resultados
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referentes ao tamanho do coragao e frequéncia cardiaca obtidos nesse estudo. Porém
ja foi demonstrado que a idade é um fator determinante no intervalo normal da
frequéncia cardiaca somente em caes com menos de 12 meses (FERASIN et al., 2010)
e Huang et al. (2013) afirmam que a relagédo entre o peso corporeo e o tamanho do
coracdo pode ser drasticamente minimizadas com a indexagdo dos valores
ecocardiograficos.

A determinacdo da severidade da sepse nos pacientes estudados também foi
um importante fator limitante. Em pacientes humanos, definicdes especificas de sepse,
choque séptico e sepse grave foram estabelecidas para melhor categorizar esses
pacientes e facilitar a comparacao entre estudos. Porém, tal critério de classificagao
nunca foi devidamente estabelecido para caes com sepse e assim a severidade da
doenga ainda € um critério predominantemente subjetivo. Outra limitagdo importante foi
nao ter utilizado técnica mais especifica para a caracterizagdo da disfungao diastélica,
como o Doppler tecidual. Os parametros diastolicos derivados do Doppler de fluxo
podem sofrer influéncia da frequéncia cardiaca e pré-carga e assim causar um ponto
de confusao em relacao ao real quadro de relaxamento e complacéncia miocardica no
momento do diagndstico.

Embora este seja um estudo pioneiro na avaliagao ecocardiografica de pacientes
caninos com sepse de ocorréncia natural, outros trabalhos avaliando o quadro
hematoldgico ja foram realizados e obtiveram resultados semelhantes aos da presente
pesquisa, no entanto o carater de gravidade ou a possibilidade de sindrome de DMO
nao foi levantada por nenhum deles (PRETZER, 2008; DABROWSKI, 2013). Dessa
forma, o trabalho em questdo €& relevante nao s6 pela caracterizacdo do
comprometimento autonédmico e SDMO em pacientes com doencas rotineiras, como a
piometra, destacando assim a necessidade e possibilidade de mais estudos sobre o

assunto.
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7. CONCLUSAO

A analise dos resultados do presente estudo permite concluir que:

Os animais avaliados em estado séptico ndo apresentaram remodelamento
cardiaco ou disfungdo miocardica, no entanto demonstraram disfungéo
autondmica, refletida pela reducao de todos os indices da VFC;

As alteragbes do tdbnus autonémico se correlacionam com as concentragdes
séricas da proteina C reativa;

A VFC obtida pela avaliagdo Holter de uma hora se faz adequada para a
identificacdo da disfuncdo autonédmica em céaes com sepse;

A proteina C reativa pode desempenhar um papel na patogénese da progressao

do comprometimento cardiaco na sepse.
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9. APENDICES

Valores de referéncia para parametros hematolégicos em caes

Parametro Unidade Intervalo
Hemacias x10%/uL 50-7,9
Hematdcrito % 35-57
Leucdcitos totais x10%/uL 5,0 - 14,1
Bastonetes x10%/uL 0-0,45
Linfécitos x1 03/pL 0,4-29
Mondcitos x10%/uL 0,1-1,4
Plaquetas x10%/uL 211 - 621

Adaptado de BONAGURA, J. D.; TWEDT, D. C. Kirk’s current veterinary therapy XIV. St Louis: Saunders.
2009. 1388 p.

Valores de referéncia para parametros bioquimicos séricos em caes

Parametro Unidade Intervalo
Ureia mg/dL 0-24
Creatinina mg/L 0,7-14
ALT u/mL 4 -90
FA u/L 3-70
Albumina g/L 26-4,0
Proteina total g/L 54-8,0

Adaptado de BONAGURA, J. D.; TWEDT, D. C. Kirk’s current veterinary therapy XIV. St Louis: Saunders.
2009. 1388 p.

Valores de referéncia para parametros clinicos em caes

Parametro Unidade Intervalo
Frequéncia cardiaca bpm 60 - 160
Frequéncia respiratoria mpm 24 - 36
Temperatura corpérea °C 38,5 -39,2

Adaptado de RADOSTITS, O. M.; MAYHEW, I. G. J.; HOUSTON, D. M. Exame clinico e diagndstico em
veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2002. p. 81.



