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Resumo

A sepse € uma disfuncdo organica com risco de vida causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro frente ao agente infeccioso. O choque
séptico € um subgrupo da sepse caracterizado por hipotensdo arterial
persistente com necessidade de uso de vasopressores. As citocinas
inflamatorias liberadas na ocasido da inflamacédo estimulam os hepatdcitos a
produzir proteinas de fase aguda positivas, como a Proteina C Reativa (PCR).
O objetivo geral desse trabalho foi avaliar quantitativamente a proteina C
reativa sérica em caes com sepse e choque séptico. Os objetivos especificos
foram avaliar a sensibilidade e especificidade da PCR para identificar sepse,
correlacionar o resultado da mensuracdo da PCR com a pontuacdo dos
escores SOFA, qSOFA, LgSOFA, AppleFull e AppleFast e avaliar a sua
capacidade como biomarcador progndstico nesses pacientes.Para tanto, foram
selecionados 42 animais, sendo 31 em sepse e 11 saudaveis para compor o
grupo controle. Foram colhidas amostras de sangue para realizacdo dos
exames laboratoriais como: hemograma, bioquimica sérica, hemogasometria
venosa, hemocultura e mensuracdo da PCR. Materiais biolégicos do foco da
infeccdo foram colhidos e enviados ao laboratorio de microbiologia para cultivo.
Para a analise estatistica, as comparacfes foram realizadas utilizando o teste
de Mann-Whitney, subsequentemente, os dados da PCR sérica foram
submetidos a andlise de poder discriminativo por meio de curvas ROC. Com 0s
valores de corte de PCR para mortalidade, a taxa de sobrevivéncia nos animais
acima e abaixo do valor de corte foi comparada pelo método de sobrevivéncia
de Kaplan Meier. Por fim, realizou-se a andlise de correlacdo pelo teste de
Spearman entre 0s niveis séricos de PCR e os valores obtidos nas escalas
SRIS, qSOFA, SOFA, APPLEfast e APPLEfull. A PCR demonstrou alta
sensibilidade e especificidade para diagnostico de sepse em caes suspeitos
que apresentem concentracbes seéricas maiores que 12,5mg/L. Quando
associado as escalas SRIS, qSOFA, LgSOFA, SOFA, APPLEFull e
APPLEFast, as concentracbes de PCR podem ser utilizadas para prever

mortalidade por meio da Sindrome de Multipla Disfuncéo Orgéanica.

Palavras-chave: inflamacéo, SRIS, infec¢éo, canina, SOFA



Abstract

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host
response to an infectious agent. Septic shock is a subgroup of sepsis
characterized by persistent hypotension requiring vasopressors. Inflammatory
cytokines released during inflammation stimulate hepatocytes to produce
positive acute phase proteins, such as C-reactive protein (CRP). The general
objective of this study was to quantitatively evaluate serum C-reactive protein in
dogs with sepsis and septic shock. The specific objectives were to evaluate the
sensitivity and specificity of CRP to identify sepsis, to correlate the CRP
measurement result with the SOFA, gSOFA, LqSOFA, AppleFull and AppleFast
scores and to evaluate its ability as a biomarker to predict these patients. Blood
samples were collected for laboratory tests such as: complete blood count,
serum biochemistry, venous blood gas analysis, blood culture and CRP
measurement. Biological materials from the focus of infection were collected
and sent to the microbiology laboratory for cultivation. For statistical analysis,
comparisons were performed using the Mann-Whitney test, and then serum
CRP data were subjected to discriminative power analysis using ROC curves.
Using the CRP cutoff values for mortality, the survival rate in animals above and
below the cutoff value was compared using the Kaplan Meier survival method.
Finally, a brightness analysis was performed using the Spearman test between
serum CRP levels and the values obtained on the SRIS, qSOFA, SOFA,
APPLEfast, and APPLEfull scales. CRP demonstrates high sensitivity and
specificity for diagnosing sepsis in suspected dogs with serum concentrations
greater than 12.5 mg/L. When associated with the SRIS, qSOFA, LqSOFA,
SOFA, APPLEFull and APPLEFast scales, CRP concentrations can be used to

prevent mortality from Multiple Organ Dysfunction Syndrome

Keywords: inflammation, SIRS, infection, canine, SOFA
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INTRODUCAO
Definida como uma sindrome de anormalidades fisioldgicas, patoldgicas

e bioquimicas induzidas por uma infeccdo, a sepse € uma disfuncdo do
organismo com risco de vida causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro frente ao agente infeccioso. Por outro lado, o choque séptico
corresponde a um subgrupo da sepse, caracterizado por hipotensédo arterial
persistente ap0s a reposicdo volémica com necessidade de uso de
vasopressores para manter a Pressdo Arterial Média (PAM) = 65mmHg e/ou
hiperlactatemia (>3 mg/dL) (Singer et al., 2016).

Na medicina, estudos mostram que esta sindrome é a maior causa de
morte no mundo, levando aproximadamente 11,4 pessoas a Obito por minuto
(W.H.O., 2017). No decorrer da sepse, o sistema imune é estimulado a
responder de forma exagerada, especialmente quando h& envolvimento
bacteriano, pois os lipopolissacarideos (LPS) liberados da parede celular
destes microrganismos (Hagman et al.,, 2009), fazem com que as células
desencadeiem uma resposta inflamatoria por meio dos receptores Toll-like
(TLRs) que induzem a producd@o de citocinas inflamatorias (Kawai e Akira,
2010).

As citocinas liberadas na ocasido da inflamacéo, como Fator de Necrose
Tumoral (TNF), Interferon-y (INF-y), Interleucina-1 (IL-1) e principalmente a
Interleucina-6 (IL-6) (Aninat et al., 2008), estimulam os hepatécitos a
produzirem proteinas de fase aguda, como a Proteina C Reativa (PCR) (Murata
et al., 2004; Ekersall et al., 2010); (Cerdn et al., 2005), pertencente a familia
das pentraxinas, envolvidas com a resposta imune inata (Garrido et al., 2015).

Amplamente utilizada na medicina humana como biomarcador de sepse
(Ventetuolo e Levy, 2008), a PCR apresenta boa estabilidade por nédo sofrer
influéncia medicamentosa, a menos que se trate de farmacos que suspendam
o insulto inflamatdrio e/ou infeccioso e em casos de faléncia hepatica (Pepys e
Hirschfield, 2003; Ho e Lipman, 2009; Vincent et al, 2011). Da mesma maneira,
nao é afetada pelo estresse, como acontece com outros biomarcadores (Paul
et al. 2011; McClure et al 2013). A satisfatéria cinética somada ao baixo custo e
facilidade de mensuracéo, leva a sugerir que a PCR pode demonstrar bons

resultados no contexto de infec¢des e sepse (Ventetuolo e Levy, 2008).
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REVISAO DE LITERATURA
Proteina C Reativa (PCR)

A PCR foi primeiramente descrita em 1930, na ocasiao de uma pesquisa
em pacientes infectados pela bactéria gram-positiva Streptococcus
pneumoniae. A origem do seu nome ocorreu devido a sua capacidade em
reagir com o polissacarideo capsular (C) do Streptococcus (Tillett e Francis,
1930). Trata-se de uma proteina pentamérica que possui cinco subunidades
idénticas unidas por ligacdbes n&o covalentes e peso molecular de
aproximadamente 100kDa (Jasensky et al. 2014).

A PCR é uma proteina de fase aguda sintetizada principalmente pelo
figado, elevando seus valores basais na presenca de infec¢des, traumas ou
danos teciduais sob estimulo de mediadores inflamatoérios, destacando-se a IL-
6, mas também pode aumentar em resposta a IL-1, IL-17 (Eklund, 2009), TNF
e INF-y (Aninat et al. 2008). Sabe-se que, além dos hepatdcitos, outras células
sdo capazes de produzir PCR, como células endoteliais (Pasceri et al. 2000),
midcitos (Calabr6 et al. 2003), células do sistema monocitico fagocitario
(Devaraj et al. 2005), linfécitos e adipdcitos (Calabré et al. 2003), podendo
contribuir para a manutencao do valor basal fisiolégico.

As concentracbes de PCR dependem da intensidade do estimulo
inflamatorio mediado por interleucinas (Povoa et al. 1998; Takala et al. 2002),
podendo ser notada uma elevacéo rapida e significativa em pouco tempo na
presenca de infec¢cdes, como na endotoxemia por E. coli, com valor maximo
atingido dentro de 24h a 48h (Ceron et al., 2005). A intensidade do aumento da
PCR est4 diretamente relacionada a gravidade do estado patolégico, bem
como da permanéncia da inflamacao (Paul et al., 2011; Schmidt e Eckersall,
2015). Um decréscimo igualmente acelerado € identificado quando o estimulo
inflamatorio e/ou infeccioso cessa (Pepys e Hirschfield 2003).

Nota-se que, mesmo diante da sua inespecificidade, a PCR apresenta
boa estabilidade, sendo afetada em raras situacfes. Dentre elas, destacam-se
0os pacientes com faléncia hepatica, onde o seu valor estara subestimado
(Pepys e Hirschfield 2003). Ross e Ballou (2023), ao avaliarem a confiabilidade
da PCR em pacientes hepatopatas com doenca inflamatoria imunomediada,

descobriram que estes individuos apresentaram niveis séricos de PCR mais
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baixos durante a fase aguda da doenca, podendo ser decorrente da perda de

massa hepatica funcional.

Papel da Proteina C Reativa como biomarcador na sepse
As pesquisas acerca da PCR demonstram resultados favoraveis quando

explorada em condicbes sépticas. Ela possui alta sensibilidade, mas baixa
especificidade quando comparada a outros biomarcadores (Danesh et al.
2004), todavia Godinez-Vidal (2020) e outros sustentam que, em humanos, 0
valor de PCR aumentou significativamente nos pacientes em sepse que
evoluiram a 6bito, demonstrando um resultado médio duas vezes maior nos
individuos que ndo sobreviveram em comparacdo com 0s sobreviventes. Da
mesma forma, um estudo realizado em céaes verificou que a PCR demonstrou
bom valor para monitorar o prognostico de animais em Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SRIS), revelando um aumento significativo nas
primeiras vinte e quatro horas de infeccéao (Ribeiro, 2021).

Para Gebhardt e colaboradores (2009), apesar de néo ter sido possivel
constatar uma diferenca significativa entre sepse e SRIS asséptico, a PCR se
mostrou mais elevada nos caes com sepse. Além disso, alguns dos pacientes
sépticos que permaneceram vivos ao final do prazo do estudo, demonstraram
uma diminuigdo abrupta no valor da PCR, 0 que n&o aconteceu com 0S casos
que evoluiram para 6bito, sugerindo que a medicao seriada da PCR, associada
a parametros hematolégicos e clinicos, pode ser Util na estimativa da sobrevida
dos cées acometidos, bem como na avaliacdo da gravidade do caso (Gebhardt
et al. 2009).

Conforme exposto por Ruggerone e outros (2021) num estudo
retrospectivo que avaliou a importancia da PCR e da enzima Paraoxonase 1
(PON1) na diferenciacdo de cédes em sepse, caes com inflamacéo asséptica e
cées saudaveis, certificaram que a PCR esteve significativamente maior nos
animais em sepse quando comparado aos dois outros grupos. Por outro lado, a
PON1 esteve consideravelmente menor no grupo séptico. Estes resultados
foram ainda mais intensos nos casos que foram a 6bito, demonstrando que a
avaliacdo da PCR e PON1 no momento da admissdo do paciente parece ser
um suporte confiavel para diagnosticar sepse e prever resultados (Ruggerone
et al., 2021).
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N&do ha relatos do desenvolvimento de sepse em cées por agentes
etiolégicos que ndo sejam bactérias. Nota-se que virus e protozoarios também
possuem a capacidade de aumentar a PCR (Paul et al. 2011), assim como
inflamacBes sem envolvimento de microrganismos, legitimando sua baixa
especificidade e destacando que se trata de uma proteina que ndo deve ser
interpretada isoladamente (Malin e Witkowska-Pitaszewicz, 2022), ainda que
seja notado um resultado exorbitante no seu valor em pacientes sépticos
(Anziliero et al. 2013).

Funcédo de um biomarcador
Biomarcadores sdo moléculas, proteinas ou outras substancias

mensuraveis liberadas naturalmente por meio de processos fisiol6gicos ou
patolégicos especificos. Idealmente, espera-se que um bom biomarcador
atenda demandas relacionadas a rapida cinética, alta sensibilidade e
especificidade, possibilidade de ser dosado por tecnologia totalmente
automatizada, tempo curto de resposta, possibilidade de ser empregado no
pronto atendimento e ser financeiramente acessivel (Cohen et al., 2015).

Os marcadores diagnosticos podem apresentar potencial para
diferenciar sepse de doenca critica ndo séptica, possibilitando a diminuicdo no
uso indiscriminado de antibiéticos (Bochud et al., 2001; Bochud et al., 2004).
Por outro lado, os marcadores prognosticos auxiliam na previsédo de resultados
em pacientes com sepse confirmada, atribuindo perfis de risco (Sims et al.,
2016).

Muitos biomarcadores propostos no contexto de sepse na medicina
veterinaria dependem de analises laboratoriais e sdo dispendiosos,
impossibilitando que sejam empregados a beira leito. Percebe-se entdo, uma
urgéncia em buscar uma ferramenta de triagem que permita a geracédo de
resultados rapidos ao mesmo tempo em que possua a capacidade de
identificar individuos em sepse.

A acuracia diagnéstica da PCR a beira leito pela técnica de FIA
(Imunoensaio Fluorescente) em cdes com sepse ainda néo foi testada. Seu
poder progndstico associado a outros parametros igualmente rapidos e faceis

de serem dosados podem ser utilizados na urgéncia e emergéncia com 0
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intuito de facilitar a identificagdo precoce da sepse na espécie canina ao
mesmo tempo em que atende a realidade financeira da populacao.

Escalas de pontuacéo utilizadas no contexto de sepse
Ha anos se discute a necessidade de haver uma padronizacdo no

conceito de sepse (Bone et al. 1992; Levy et al.,, 2003; Singer et al., 2016)
devido a gravidade que o quadro clinico apresenta, sendo uma importante
causa de mortalidade e morbidade em animais e humanos (Silverstein, 2012;
Gotts e Matthay, 2016) e pela necessidade em se estabelecer um meétodo
diagnéstico padrao. Na medicina veterinaria observa-se que, por muito tempo,
a Unica ferramenta utilizada foram os critérios de SRIS (Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica) associado a infec¢do (Machado et al., 2016; Fang et al.,
2017).

O desafio na identificacdo de pacientes em sepse € relatado na literatura
humana (Chamberlain et al., 2015; Smyth et al., 2016). O gSOFA (quick
Sepsis-related Organ Failure Assessment), uma escala composta por trés
parametros clinicos, muito utilizado na medicina em pacientes em permanéncia
prolongada na UTI (Unidade de Terapia Intensiva), no contexto de sepse
confirmada ou suspeita (Sprung et al., 2016), é utilizado na medicina veterinaria
como auxilio na triagem de caes sépticos, mas apresenta baixa sensibilidade,
sendo um bom recurso para identificar individuos com risco de 6bito, mas nao
obrigatoriamente em sepse (Singer et al., 2016). Embora o qSOFA seja mais
especifico que o SRIS, ndo héa validacdo na medicina veterinaria (Castro e
Rabelo, 2017) e se apresenta menos sensivel do que ter dois dos quatro
critérios SRIS para identificacdo precoce de disfuncdo organica induzida por
infecgao (Fernando et al., 2018; Cinel et al., 2020).

Conforme descrito nas Diretrizes Internacionais para o Gerenciamento
de Sepse e Choque Séptico (2021), uma campanha de sobrevivéncia a sepse
em humanos, o clinico intensivista deve conhecer as limitacdes do gSOFA e
recomenda fortemente que o escore ndo seja usado como ferramenta Unica
para triagem. Em vista disso, ainda que no Sepsis-3 o0 lactato ndo tenha
atingido os limites estatisticos para ser incluido, sugeriu-se que a combinacéo

das trés variaveis do qSOFA, somada a concentracao plasmatica de lactato
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(quick Sequential Organ Failure Assessment with lactate — LqSOFA) (Martin-
Rodriguez et al.,, 2020), melhoraria significativamente a capacidade de
identificacdo de pacientes em risco (Kashyap et al., 2021), poderia antecipar o
reconhecimento da sepse e consequentemente reduzir a mortalidade e
morbidade (Gill et al., 2022).

Estudos afirmam que os critérios de SRIS também ndo devem ser
utilizados de forma isolada em pacientes com suspeita de sepse (Evans et al.,
2021). Sabe-se que existe a possibilidade do desenvolvimento de SRIS
asséptico, podendo alterar seus parametros simplesmente devido a um
processo inflamatorio exacerbado. Além disso, 12,5% dos pacientes com
infeccdo e disfuncdo organica ndo chegardo a alterar dois ou mais critérios de
SRIS (Kaukonen et al., 2015; Singer et al., 2016). Todavia, 0 terceiro consenso
internacional para sepse e choque séptico (2016) em humanos, enfatizou que
os critérios SRIS, ainda que ndo mais recomendado na sepse, podem
permanecer Uteis para identificar infeccao.

Na ultima década, assumiu-se que a sepse é responsavel por ativar, de
forma precoce, respostas pré e anti-inflamatérias (Hotchkiss et al., 2013),
gerando danos progressivos no tecido que evoluem para Sindrome da
Disfuncéo de Mdltiplos Orgéos (SDMO) (Tang et al., 2010; Tamayo et al., 2011;
Singer et al., 2016). Em razdo disso, escalas de pontuacdo que avaliam a
funcao de diversos sistemas organicos foram propostas e estudadas.

O escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), pendente de
validacdo em cées, passou a ser usado na UTI por ter apresentado melhor
validade preditiva que os parametros de SRIS (Seymour et al., 2016), mas a
escolha dos métodos para avaliar disfuncdo organica € questionavel. Além
disso, ndo obrigatoriamente uma disfuncdo é decorrente de um processo
infeccioso, visto que varias outras condi¢bes ndo infecciosas cursam com
disfuncéo organica (Fang et al., 2017).

O Logistic Organ Disfunction System (LODS), proposto em 1996 (Le Gall
et al. 1996), semelhantemente ao SOFA, foi estabelecido para avaliar a
gravidade da disfuncéo organica, tendo pontuacdes mais altas ao analisar o
sistema nervoso, cardiaco e renal. No estudo retrospectivo de Li e
colaboradores (2020), em humanos, que analisou a relagdo das pontuacgoes de

gSOFA, SOFA e LODS no prognoéstico de pacientes sépticos, verificaram que
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LODS e SOFA tém maior precisdo para prever o prognéstico dos pacientes
quando comparado ao qSOFA, mas ndo sao indicados em contextos de
emergéncia (Li et al. 2020).

O Royal College of Physicians, com o intuito de estabelecer um padréo,
propés o National Early Warning Score (NEWS), que embora possua sete
parametros clinicos, admitiu-se que muitos outros similarmente importantes
nao foram incluidos, sendo recomendado que sua eficacia seja testada em
novos estudos. Corfield e outros (2012), num estudo retrospectivo com
individuos com suspeita de sepse, demonstrou que um NEWS com pontuacéo
=5 foi 88% sensivel e 29% especifico para prever admissdo na UTI e/ou
mortalidade.

O Modified Early Warning Score (MEWS) utiliza uma metodologia
voltada para identificar pacientes fora da UTI, que eventualmente possam
evoluir para cuidados intensivos e pode, inclusive, sinalizar individuos com
progndstico ruim (Subbe et al.,, 2001). No estudo de Usul e colaboradores
(2021), que objetivaram avaliar se qSOFA e MEWS poderiam ser usados antes
da admissdo hospitalar, no ambiente de atendimento médico e se estes
possuiam a capacidade de prever mortalidade, o qSOFA foi considerado mais
valioso do que o MEWS na determinacdo do progndéstico de sepse antes da
hospitalizagcéo (Usul et al., 2021).

A Pontuacdo de Avaliacdo Fisioldgica e Laboratorial do Paciente Agudo
(APPLE) foi desenvolvida para estimar a taxa de mortalidade de cédes em
sepse com base em variaveis obtidas no momento da admissdo hospitalar.
Dividida em duas escalas, uma completa (APPLEfull), contendo dez variaveis e
outra imediata (APPLEfast), contendo cinco (Hayes et al., 2010). No trabalho
de Pashmakova e outros (2014), que estudaram cdes com SRIS e sepse,
verificou-se que a pontuacdo APPLEfast foi a Unica variavel associada a nao

sobrevivéncia.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
e Avaliar quantitativamente a proteina C reativa sérica em caes com sepse

e choque séptico.

Objetivos especificos
e Avaliar a sensibilidade e especificidade da proteina C reativa para

identificar sepse.
e Correlacionar o resultado da mensuracdo de proteina C reativa com a
pontuacao dos escores SOFA, qSOFA, LqSOFA, AppleFull e AppleFast.
e Avaliar a capacidade da proteina C reativa como biomarcador

progndstico nos pacientes em sepse.

MATERIAL E METODOS
Comissé&o de Etica

Essa pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP
(Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”), Campus Botucatu,
Séo Paulo, sob o protocolo 000.183.
Animais

Animais do Grupos Séptico

Foram selecionados 31 cédes atendidos no Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) na UNESP, Botucatu,
Sao Paulo, machos e fémeas, de 3 meses de idade até 17 anos, que
apresentaram infeccdo clinicamente documentada ou suspeita, somada a
alteracdes clinicas, hematoldgicas, bioguimicas e isolamento microbiolégico
que confirmaram a sepse e/ou choque séptico (GSEP). Os tutores foram
consultados, informados e esclarecidos de todos os detalhes deste estudo e a
concordancia da execucdo das etapas do processo foi firmado por meio da

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice ).
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Animais do Grupo Controle

Foram selecionados 11 cédes higidos do Banco de Sangue Canino do
Laboratério Clinicos Veterinario (LCV), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) na UNESP, Botucatu, S&o Paulo, para serem usados no
Grupo Controle (GCON). Todos os animais passaram por exames fisicos e
clinicos, bem como anamnese, afericdo da pressdo sistélica, afericdo da
temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e avaliacdo do
estado de consciéncia. Para a realizacdo dos exames laboratoriais, bem como
hemograma, bioquimica sérica, hemogasometria venosa e mensuracdo da
proteina C reativa, foi realizado jejum alimentar de oito horas antes da colheita
de sangue. Nenhum individuo passou por privacdo de agua.

Foram excluidos do grupo controle todos os animais com idade inferior a
1 ano e superior a 8 anos, histérico de doencas e 0s que apresentaram
qualguer alteracdo clinica ou em exames laboratoriais. Os tutores foram
consultados, informados e esclarecidos de todos os detalhes deste estudo e a
concordancia da execucdo das etapas do processo foi firmado por meio da

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice ).

Identificacdo dos caes em sepse

Triagem

No momento do atendimento clinico, os animais com suspeita de
infeccdo foram triados por meio do gSOFA (quick Sepsis-related Organ Failure
Assessment), do LgSOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment with
lactate) e dos parametros SRIS (Sindrome da Resposta Inflamatoria
Sistémica). O qSOFA (Tabela 1) é uma escala com trés parametros clinicos
elaborada com o intuito de identificar pacientes em risco de sepse (Churpek et
al. 2017; Seymour et al. 2016), composta por pressao sistolica (PAS
<100mmHg), frequéncia respiratéria (FR = 22 rpm) e alteragao de consciéncia
(Escala do Coma de Glasgow <15). O LQSOFA corresponde ao qSOFA
adicionado de lactato (Tabela 2). Os parametros de SRIS (Tabela 3) avaliam a
temperatura retal (°C) (<38,1 ou >39,2), frequéncia cardiaca (>120bpm),

frequéncia respiratéria (>20rpm), nimero de leucdcitos totais (leucocitos totais
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<6.000/uL ou >16.000/puL e porcentagem de bastonetes (>3%). Resultados =2
tanto no qSOFA, LqSOFA quanto nos critérios de SRIS, foi considerado um
forte indicativo da presenca de sepse, que foi posteriormente confirmada por

meio de isolamento microbiologico positivo.

Tabela 1. Critérios do qSOFA (quick Sepsis-related Organ Failure
Assessment) para a espécie canina

PAS mmHg <100
Frequéncia respiratoria (rpm) >22
Escala do Coma de Glasgow <15
Triagem Positiva >2

Fonte: (Adaptado de Singer et al.; 2016)

Tabela 2 Critérios do LqSOFA (quick Sequential Organ Failure
Assessment with lactate) para a espécie canina

PAS mmHg <100
Frequéncia respiratoria (rpm) >22
Escala do Coma de Glasgow <15
Lactato (mmol/L) >2
Triagem Positiva 22

Fonte: (Martin-Rodriguez et al., 2020)

Tabela 3. Critério SRIS (Sindrome da Resposta Inflamatéria
Sistémica) para a espécie canina

Temperatura (TR °C) < 38,1 0u>39,2
Frequéncia cardiaca (bpm) > 120
Frequéncia respiratdria (rpm) >20
Leucadcitos (x103); %bastonetes <6 o0u>16;>3%
SRIS Positivo >2

Fonte: Costello (2010); Silverstein e Sanotoro-Beer (2012).

Confirmacao da sepse
Foram diagnosticados com sepse os céaes triados por meio do qSOFA e

parametros SRIS que apresentaram um foco infeccioso confirmado por meio de
cultura microbiolégica e/ou Reacdo da Cadeia Polimerase ou clinicamente

suspeito.
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Confirmacao do Choque Séptico
Foram considerados em choque séptico, 0os pacientes em sepse com

hipotensao, que apresentaram ou nao hiperlactatemia (Lactato >3 mmol/L), que
apos a prova de carga (Ringer Lactato em 15mL/kg por 15 minutos), néo

reestabeleceram a pressao normal e precisaram fazer uso de vasopressores.

Disfuncé&o organica oriunda da sepse
Para avaliar a disfuncdo organica causada pela sepse, foram utilizados

0s escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) (Tabela 4) adaptado
para a espécie canina (Ripanti et al. 2012), que consiste no célculo dos
resultados da avaliagdo funcional de seis sistemas organicos, bem como
sistema respiratério (relacdo entre a pressdo parcial arterial de oxigénio e a
fracdo inspirada deste géas), coagulagcdo (contagem de plaquetas no sangue),
hepatico (niveis séricos de bilirrubina total), renal (concentracdo sérica de
creatinina), cardiovascular (pressao arterial sistolica) e sistema nervoso central
(escala do coma de Glasgow). Dois dos seis sistemas néo foram utilizados na
presente pesquisa, sendo a avaliacdo da respiracéo e cardiovascular, pois nao
foram colhidas amostras de sangue arterial e ndo foi aferida a presséo arterial

média.
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Tabela 4. Escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) adaptado a espécie canina
(Ripanti et al., 2012).

Parametros Pontuacao
0 1 2 3 4
Respiracao - - - - -
PaO2/FiO2 (mmHQ)
Coagulacgéo >150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas (x100/ul)
Figado <0,6 0,6- 1,5-50 51-11 >11,1
Bilirrubina total (mg/dl) 1,4
Cardiovascular - - - - -
PAM (mmHg)
SNC 15 13-14 10-12 6-9 <6
Escore de coma Glasgow
Renal <1,4 1,4- 2,0-34 3,549 >5.0
Creatinina (mg/dL) 19

*Com suporte respiratorio; PAS = pressdo arterial sistdlica, quando <65 mmHg; NE= Norepinefrina
(ug/kg/min), EP= Epinefrina, DOB= dobutamina, VP= Vasopressina, agentes vasopressores ou
inotropicos administrados pelo menos uma hora.

Avaliacdo do risco de mortalidade em céaes

Para avaliar o risco de mortalidade nos pacientes em sepse e choque
séptico, foram utilizados os modelos progndésticos Apple Score (Acute Patient
Physiologic and Laboratory Evaluation), sendo o AppleFast e o AppleFull. O
AppleFast é determinado a partir da avaliacdo da glicemia, albumina, lactato,
contagem de plaguetas e alteracdo de consciéncia (Quadro 1). O AppleFull
gera pontuagfes ao avaliar niveis de creatinina, contagem total de leucdcitos,
albumina, SpO2 (saturacdo arterial de oxigénio), bilirrubina total, alteracdo de
consciéncia, frequéncia respiratoria, idade, escore de liquido livre e lactato
(Quadro 2) (Hayes et al., 2010).
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Quadro 1. AppleFast (Acute Patient Physiologic and Laboratory Evaluation

Fast)
Analitos Pontuacéo
Glicose 0 [ g 2 LY
(mg/dL) > 273 <84 84 - 102 1 | 165-273
Albumina 0 2 6 ’ 8
(g/dL) 3,3-35 >35 31-32 | 26-30 <2,6
Lactato 0 8 12
(mmol/L) <2 8-10 >10
Plag u3etas 0 1 3 = 6
(x10%/L) 261-420 | > 420 201 - 260 <151 151 — 200
Nivel de 6 7 14
Consciéncia 2 3 4

Pontuagdo Maxima: 50 pontos

Fonte: Hayes et al., 2010
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Quadro 2. AppleFull (Acute Patient Physiologic and Laboratory Evaluation Full)

Analitos Pontuacéo
Creatinina 0 1 8 9
(mg/dL) 0-062 | 063-1,35 1,36-226 | >2,26
Leucécitos 0 2 3 9
Totais
(x10%L) 51-8,5 8,6 -18 > 18 <51
Albumina 0 2 6 7 9
(g/dL) 3,3-35 >3,5 <26 | 26-30 31-372
Spo2 0 1 4 10
(%) 98-100 | 95-97 90 - 94 <90
Bilirrubina 0 3 4 6
Total
(mg/dL) 0-0,23 > 0,93 0,47 -0,93 0,24 -0,46
Nivel de 5 7 13
Consciéncia 0 1 2 3 4
Frequéncia 0 3 5 6
Respiratéria
rom <25 25 - 36 37 — 48 (ou >60 49 - 60
(rpm)
Idade 0 6 7 8
(anos) 0-2 3-5 >8 6-8
Liquido 3 4
Livre 0 2 1
Lactato 0 2 o 6
(mmolll) | g_19 2,0-7,9 | 80-11,0 >11

Pontuagdo Maxima: 80 pontos

Fonte: Hayes et al., 2010

Exames Clinicos
O exame fisico e anamnese foram realizados seguindo o protocolo

estabelecido pelo Hospital Veterinario da FMVZ, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo
(Apéndice Il), que segue as seguintes referéncias: Chew et al. (2011); Ettinger
et al., (2009); Feitosa (2014); Jeric6 et al., (2014); Nelson e Couto (2015) e
Rabelo (2013).

Afericdo da Presséao Arterial Sistélica - PAS (mmHQ)
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A afericdo da pressdo arterial sistolica (PAS) foi obtida por Doppler
vascular (DV610V®, Medmega, S&o Paulo), posicionado na artéria
metacarpiana e manguito vasoconstritor de tamanho apropriado posicionado no
membro toracico do paciente. Foram realizadas sete afericbes, onde os dois
valores que demonstraram discrepancia (valores altos e baixos) foram
descartados e a pressao arterial sistolica foi definida por meio do calculo médio
das cinco aferi¢cdes restantes, conforme o protocolo estabelecido pelo setor de
Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario (HV) da FMVZ, UNESP, Botucatu,
SP.

Avaliacado do estado de Consciéncia

A avaliagdo do estado de consciéncia utilizada nos escores qSOFA e
SOFA foi obtida mediante a Escala de Coma Glasgow (EGC) adaptada para a
espécie canina (Andrade et al., 2001), elaborada para propor consistente
avaliacdo clinica do nivel de consciéncia dos pacientes com dano cerebral
(Apéndice Ill). A escala foi aplicada para analisar indicadores como: abertura
ocular, melhor resposta associada a vocalizacao e melhor resposta motora.

A avaliacdo do estado mental utilizado pelos escores de pontuacéo
AppleFast e AppleFull foi realizado de acordo com uma pontuacdo de zero a
quatro, que ocorreu no pronto atendimento, antes da administracdo de
analgésicos ou sedacdo. As pontuacdes correspondem as seguintes
alteracdes: 0. estado normal; 1: capacidade de ficar de pé sem ajuda,
responsivo, mas apatico; 2: consegue ficar de pé quando ajudado, €
responsivo, mas apatico; 3: Incapaz de ficar de pé, mas responsivo; 4: incapaz
de ficar de pé, sem resposta.

Avaliacdo de Liquido Livre

O escore de liquido livre foi realizado por meio de avaliacédo
ultrassonogréfica, apresentando pontuacédo de 0 a 2. Sendo 0: Nenhum liquido
livre abdominal, toracico ou pericéardico identificado; 1: Liquido livre abdominal,
toracico ou pericardico identificado; 2: Dois ou mais fluidos livres abdominais,

toracicos e pericardicos identificados.
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Exames Laboratoriais
Exames Hematoldgicos

Os exames laboratoriais foram realizados seguindo o protocolo
estabelecido pelo Laboratério Clinico Veterinario (LCV) da FMVZ, UNESP,
Botucatu, Sdo Paulo, que segue as seguintes referéncias: Thrall et al., (2015);
Stockham e Scott (2011); Meyer e Harvey (2004); Cowell et al., (2008);
Feldman et al., (2000); Jain (1993).

Hemogasometria Venosa

Foi colhida uma amostra de 1mL de sangue obtido por punc¢édo da veia
jugular com auxilio de uma agulha 30x7 acoplada a uma seringa contendo
heparina de litio com célcio balanceado em proporcdo de 50 Ul de heparina por
mL de sangue, a fim de realizar a hemogasometria venosa: pressao parcial de
oxigénio e dioxido de carbono (PaO2 e PaCO2 mmHg), pH, concentracéo
venosa de bicarbonato (CaHCO3 mEg/L), porcentagem de saturacdo de
oxigénio (SO2), anion gap (mmol/L), cloro (Cl- mmol/L), potéssio (K+ mmol/L),
sédio (Na+ mmol/L), célcio ionizado (iCa mmol/L) e Lactato (mmol/L). As
analises foram realizadas por meio do analisador automatico de gases

sanguineos (OMNI C®, Roche Diagnostics GmbH, Alemanha).

Hemograma

Foi colhida uma amostra de 0,5mL de sangue obtido por puncdo da veia
cefélica com auxilio de uma agulha 30x7 acoplada a uma seringa, que
posteriormente foi transferido para um tubo contendo EDTA K3
(ethylenediamine tetraacetic acid) para realizar o eritrograma, leucograma e
trombograma. Utilizou-se, como auxilio, o analisador hematologico automatico
(ABX Micros ESV 60, Horiba® Medical, S&o Paulo).

Bioguimica Sérica
Foi colhida uma amostra de 2mL de sangue obtido por punc¢éo da veia
cefalica com auxilio de uma agulha 30x7 acoplada a uma seringa, que

posteriormente foi transferido para um tubo sem anticoagulante e centrifugado

a 3.000rpm por 10 minutos para a obtencdo do soro sanguineo. Assim sendo,
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foi realizada a mensuracdo da bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina
indireta, proteinas totais, albumina, globulina, ALT (alanina aminotransferase),
FA (fosfatase alcalina), GGT (gama glutamil transferase), creatinina, ureia,
fésforo, triglicérides, colesterol total, ferro, frutosamina e magnésio. As analises
foram realizadas por meio de um espectrofotbmetro automatico (Cobas Mira
Plus® da Roche), utilizando kits comerciais de reagentes (Bioclin® e
LaborLab®) obedecendo as orientacdes do fabricante e seguindo o protocolo
estabelecido pelo Laboratério Clinico Veterinario (LCV), da FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP.

Glicemia

A mensuracdo de glicose de cada paciente ocorreu no pronto
atendimento por meio do glicosimetro e tiras de teste Accu-Chek® Active. O
equipamento apresenta uma faixa de medicao entre 10 a 600mg/dL de glicose
e a quantidade de amostra necessaria utilizada (sangue total) foi de

aproximadamente 1 a 2uL (1 gota).

Deteccédo quantitativa da Proteina C Reativa
Parte do soro obtido para realizar a bioquimica sérica foi separado em

eppendorf e congelado a -80°C, tanto dos caes em sepse quanto dos animais
do grupo controle, para mensurar a PCR. O equipamento utilizado para a
deteccdo quantitativa da PCR foi o VCHECK V200, que emprega o método de
Imunoensaio Fluorescente (FIA).

O teste possui sensibilidade para detectar uma concentracdo minima de
proteina C reativa de 10mg/L e maxima de 200mg/L. O aparelho passou por
uma etapa de calibracdo usando padrdes e materiais de controle de qualidade
fornecidos pelo fabricante previamente ao inicio a mensuracdo da PCR. O
exame foi realizado no Laboratério Clinico Veterinario (LCV) da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Botucatu, Sdo Paulo.

Uma aliquota de 5L de soro de cada animal foi coletado com auxilio de
uma micropipeta devidamente calibrada. Posteriormente, transferiu-se a

amostra para um frasco contendo o tampao diluente e essa solucdo foi
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homogeneizada. Uma amostra de 100uL dessa solugédo foi pipetada e
transferida para a cavidade de amostra do equipamento e logo em seguida
procedeu-se o inicio a leitura. O resultado da mensuracdo de PCR foi
disponibilizado na tela do aparelho apds cinco minutos da amostra ter sido

inserida.

Exames microbiol6gicos

Os exames microbiolégicos foram realizados seguindo o protocolo
estabelecido pelo Laboratério de Diagndstico Microbiologico da FMVZ, UNESP,
Botucatu, S&do Paulo, que segue as seguintes referéncias: Andrade (2008);
Manual Técnico do MAPA (PNCEBT 2020); Corréa e Corréa (1992); Sykes
(2022); Jerico et al., (2015); Mandell et al., (2005); Tizard (2004).

Hemocultura

O sangue colhido previamente para realizar a hemogasometria, foi
reaproveitado para a hemocultura. Em todos os pacientes triados para sepse,
deu-se preferéncia para a colheita de sangue no pico febril. Antes da colheita, o
local passou por prévia tricotomia e antissepsia realizada com alcool a 70%, de
quatro a cinco vezes, até ser possivel visualizar limpa, a gaze utilizada nesse
processo.

A amostra foi levada para o laborat6rio de microbiologia imediatamente
apos a realizacdo da hemogasometria, em caixas isotérmicas contendo gelo
seco, cuja temperatura se manteve, aproximadamente, entre 4°C a 8°.

As etapas do processamento da amostra foram realizadas conforme o
que foi descrito por Chiari et al. (1979) e Luz et al. (1994).

Cultivo Microbiolégico e Antibiograma

Foram cultivados materiais biolégicos dos animais em sepse, colhidos
do local de suspeita da infeccado, transferidas para um recipiente estéril, e
transportadas até o laboratorio de microbiologia no prazo maximo de 48 horas
pos-colheita, em caixas isotérmicas contendo gelo seco, cuja temperatura se
manteve aproximadamente entre 4°C a 8°C. Para as amostras de urina e

feridas, utilizaram-se meios de cultura Stuart.
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No laboratério, as amostras foram cultivadas em meios convencionais
(agar sangue) e seletivos (agar MacConkey) em condicbes de aerobiose,
microaerofilia ou anaerobiose, mantidos em diferentes temperaturas e tempos
de incubacéo, conforme a suspeita diagnoéstica.

Todos os isolados de origem bacteriana foram submetidos a testes de
sensibilidade in vitro (difusdo com discos e em fitas) diante de diferentes
antimicrobianos, com base em metodologias padrdao (CLSI, EUCAST,
BrCAST).

Reacéo da Cadeia Polimerase

Para os cdes em sepse, cuja doenca etiolégica suspeita foi a
parvovirose, foram colhidas amostras de fezes frescas, diretamente do reto
com auxilio de um swab estéril sem conservante, para realizar a Reacao da
Cadeia Polimerase, permitindo a deteccdo de acidos nucleicos (DNA) do
parvovirus canino e a quantificacdo dos mesmos, seguindo o que foi descrito

por Navarro et al. 2020.

Anélise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prism

(Verséo 8.0.1). Inicialmente foram comparados os valores da concentragdo
sérica de PCR entre cdes saudaveis (GCON) e diagnosticados com sepse
(GSEP). Posteriormente, entre os animais em sepse (GSEP) e aqueles com
choque séptico (GCHOQ). Por fim, foi realizada uma comparacdo entre os
animais que receberam alta e os que morreram nos 60 dias de avaliagdo. Estas
comparacdes foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney.
Subsequentemente, os dados da PCR sérica foram submetidos a analise de
poder discriminativo (GCON vs. GSEP; GSEP vs. GCHOQ; sobreviventes vs.
Obito) por meio de curvas ROC (caracteristica operativa del receptor), calculado
o valor de corte (VC), sensibilidade e especificidade, utilizando o modelo de
regressao logistica. Posteriormente, com os valores de corte de PCR para
mortalidade, a taxa de sobrevivéncia nos animais acima e abaixo do valor de
corte foram comparadas pelo método de sobrevivéncia de Kaplan Meier.

Finalmente, realizou-se a andlise de correlacdo entre os niveis séricos de PCR
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e os valores obtidos nas escalas SRIS, gSOFA, SOFA, APPLEfast e APPLEfull
pelo teste de Spearman. O coeficiente de correlagéo (r) foi considerado para
determinar a forca de correlacdo, sendo classificada como muito fraca (r =0 a
0,19), fraca (r = 0,2 a 0,39), moderada (r= 0,4 a 0,59), forte (r = 0,6 a 0,79) e
muito forte (r = 0,8 a 1,0). A significancia foi fixada para todos os testes como
p<0,05 e os dados se apresentam como a mediana = o intervalo interquartil

(IQR), proporcdes ou relagdes.
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RESULTADOS

Uma analise post-hoc do poder estatistico alcancado foi realizada em
todos os grupos com o tamanho de amostra coletado para a diferenciacdo da
PCR entre animais saudaveis e em sepse, obtendo um poder de 98%, com
uma significancia objetiva de 95% e a possibilidade de diferenciar valores de
+10mg/L.

Os animais saudaveis apresentaram idade de 7,3+5,1 anos, enquanto 0s
animais em sepse apresentaram de 5,6+1,3 anos. Conforme mostra o quadro
3, as principais causas que levaram ao desenvolvimento da sepse foram:
piometra (11/31), gastroenterites (6/31), causas desconhecidas (4/31), feridas
infectadas (3/31), cistite (3/31 10%), peritonite (1/31), doencas respiratdrias
(1/31), doenca periodontal (1/31) e pancreatite (1//31).

Quadro 3. Resultados da porcentagem das etiologias, os agentes isolados e 0s
meétodos diagndsticos utilizados na identificacdo das infec¢cdes dos animais em
sepse e choque séptico.

Etiologia % Agente Etiolégico = Método diagndstico para confirmar a infecgéo

Escherichia coli
(12/31) Klebsiella Cultivo Microbioldgico
35,5% pneumoniae Positivo
Streptococcus spp

Piometra

Cultivo Microbioldgico

Gastroenterite (6/31) Parvovirus Positivo Reacdo da Cadeia
19,4% Salmonella Polimerase Positiva
: (4/31) ) Diagndstico Clinico, laboratorial e exames de
Desconhecida 12.9% imagem
Morganella
Feridas (3/31) morganii, Cultivo Microbiolbgico
9,7% Staphylococcus spp Positivo
Pseudomonas
Cistite (3/31) Escherichia coli Cultivo Microbiolégico
9,7% Proteus mirabilis Positivo
Peritonite (3%/23;0) - Coloracdo de Gram de liquido cavitario
Doengas (1/31) Cultivo Microbiolégico
respiratorias 3,2% Pasteurella Positivo
Doenca (1/31) . o -~ -
Periodontal 3,.2% - Diagnostico Clinico e hematolégico
Pancreatite (3}/23;0) - Exames de imagem e hematologia

Traco (-) significa que nao houve agente etiologico isolado.
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Por meio de isolamento microbiolégico, Reagdo da Cadeia Polimerase e
coloracao de gram, foi possivel confirmar infeccdo em 80,6% (25/31) dos pacientes,
sendo 92% (23/25) por cultivo microbiologico, 4% (1/25) por Reag¢do da Cadeia
Polimerase e 4% (1/25) por coloragcdo de Gram. Nos demais pacientes (6/31), a
infeccéo foi determinada por meio da avaliagdo clinica apos evidéncias de lesbes e/ou
feridas ulceradas, secrecdes purulentas (apesar de a cultura ndo apresentar
crescimento in-vitro) e por meio de exames complementares, como a radiografia e
ultrassonografia, indicando por vezes, pneumonia e pancreatite. Ainda que houvesse
isolamento do agente etioldégico, todos 0s pacientes apresentaram hemocultura
negativa.

Dos doentes, 19,4% (6/31) foram identificados com choque séptico. A taxa de
Obito geral (incluindo pacientes saudaveis e doentes) foi de 36%. Por outro lado, a
taxa de mortalidade dos pacientes em sepse e choque séptico, alcancou uma
porcentagem de 44% e 67% respectivamente.

A concentragdo sérica de PCR foi maior (P<0,001) em pacientes em sepse
(172+76,0 mg/L) do que nos animais saudaveis (10,0 £1,00 mg/L) e também maior
(P=0.4062) nos animais classificados com choque séptico (198 + 57.0 mg/L; Figura 1).
Estatisticamente, um valor de PCR >12,5mg/L se mostrou util (P<0.0001) para a
identificacdo da sepse nesses caes, podendo indicar que um paciente esta em sepse

com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 91% (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo grafica da concentracdo sérica de PCR (mg/L) em 11 animais
saudaveis que comportaram o grupo controle e em 31 animais em sepse (gréafico da esquerda),
em 25 animais em sepse e 6 classificados como em choque séptico (grafico do meio) e em 27
animais que receberam alta finalizando o experimento e em 15 animais que foram a ébito
durante o experimento (grafico da direita). Os pontos cinza representam cada uma das
mensuracdes efetuadas, a linha horizontal mais grossa a mediana e, as barras, o intervalo
interquartil.
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Comparando a PCR entre pacientes que sobreviveram ao seu processo de
enfermidade (105+ 190mg/L) e aqueles que foram a oObito (172 + 128 mg/L), os valores
se mostraram estatisticamente similares (P=0,0979), ndo sendo a PCR um
biomarcador preditivo de mortalidade nos pacientes deste estudo (P=0.1036). Desse
modo, o valor de corte para mortalidade resultante dessa analise, que corresponde a
PCR >163mg/L, se relaciona com a mortalidade com baixa sensibilidade (53%) e
especificidade (63%). Comparando as taxas de mortalidade entre aqueles animais que
superaram os 163mg/L de PCR (44%) e os que ndo chegaram nesse valor (29%),

estes resultados se consideram estatisticamente similares (P = 0,3801; Figura 2).
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Figura 2. Curvas ROC (Caracteristica de Operacao do Receptor) que comparam a
sensibilidade preditiva e a especificidade em % da concentra¢éo sérica de PCR (mg/L) para
determinacéo de sepse (esquerda), a mortalidade (meio), e curva de sobrevivéncia de Kaplan
Meyer, indicando a porcentagem de animais que sobreviveram com uma concentracdo de PCR
<163 mg/L ou >163 mg/L.

Finalmente, ao correlacionar os valores séricos de PCR com os valores
obtidos nas escalas utilizadas para a identificacdo e/ou classificacdo da
gravidade da sepse nos pacientes estudados, observou-se correlacéo
significativa e positiva para todas elas: SRIS (P<0,0001 r= 0,6005), gSOFA (P<
0,0001 r= 0,6938), LqSOFA (P<0,0001 r= 0,7580), SOFA (P<0,0001 r=
0,5882), APPLEfast (P<0,0001 r= 0,6084) e APPLEfull (P<0,0001 r= 0,7189;
Figura 3).
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Figura 3. Gréficos de regressao linear, representando a relacéo existente entre o niveis séricos
de PCR (mg/L) e as escalas: SRIS (P<0,0001 r= 0,6005), gSOFA (P< 0,0001 r= 0,6938),
LgSOFA (P<0,0001 r= 0,7580), SOFA (P<0,0001 r= 0,5882), APPLEfast (P<0,0001 r= 0,6084)
e APPLEfull (P<0,0001 r= 0,7189), utilizadas para a identificacdo e/ou classificacéo da
gravidade da sepse (correcdo de Spearman).

DISCUSSAO

Nesse estudo, as principais etiologias observadas na ocorréncia de
sepse espontanea foi piometra (35,4%) e gastroenterites (19,3%) (Quadro 3). A
piometra € amplamente vista na literatura como modelo de sepse espontanea
(Jitpean et al. 2014; Gasser 2019) e também foi a principal doenca identificada
para o desenvolvimento da sindrome em cades em outro trabalho (Silveira et al.
2018). Da mesma forma, sabe-se que o parvovirus, agente responsavel por
grande parte das gastroenterites em caes, possui potencial para evoluir para
um quadro séptico devido a possibilidade de translocacdo de bactérias gram-
negativas anaerobicas do lumen intestinal para o sangue (Mylonakis, 2016;
Krentz e Allen, 2017).

Houve discordancia entre os resultados da hemocultura e dos
isolamentos microbiologicos de outro tecido do mesmo animal, indicando que a
cultura do sangue ndo foi util para reconhecer a presenca de agentes

microbiolégicos em condicbes sépticas, pois ainda que tenha ocorrido
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isolamento microbiologico, todas as hemoculturas foram negativas. Sabe-se
que a deteccdo de patdogenos continua sendo o padrdo ouro no
estabelecimento da causa da infeccdo, mas as hemoculturas sao apenas
positivas em 30% a 40% dos casos de sepse. Em um terco dos casos de sepse
clinicamente definidos, todas as culturas sdo estéreis (Bochud et al., 2001;
Bochud et al., 2004). Além disso, a metodologia empregada nas hemoculturas

€ pouco sensivel (Heilmann et al., 2013).

Na literatura, as taxas de sobrevivéncia em cées com sepse se
mostraram mais altas do que a desta pesquisa. No trabalho de Ortolani e Bellis
(2021) e de Arias e outros (2017), estas foram de 71,4% e 66,67%
respectivamente. Os resultados mostram que apenas 54% dos pacientes
conseguiram se reestabelecer ap0s a enfermidade, sendo ainda pior no choque
séptico, onde somente 33% mantiveram-se vivos. A melhor sobrevida
demonstrada por outros autores pode possivelmente ser atribuida ao menor
tempo decorrido entre o instante em que o individuo entrou em sepse até a
admissédo no pronto atendimento, mas isso ndao pode ser afirmado, pois nem
neste trabalho nem nos citados, o quadro séptico foi induzido. Ainda assim,
presume-se que esse tempo tenha sido superior em nossa pesquisa em razéo
da condicao socioecondémica dos tutores, pois estes esperam mais para dirirgir-

se ao Hospital Veterinario exatamente devido a sua limitacao financeira.

Valores >125mg/L de PCR demonstraram-se satisfatorios para
identificar sepse nos caes deste estudo com alta sensibilidade e especificidade.
Ainda assim, isso evidencia que a PCR néo deve ser usada isoladamente para
o diagndstico de sepse, como ja visto em outro trabalho (Malin e Pilaszewicz,
2022), pois é conhecido o seu aumento de 100 a 1000 vezes aos valores
basais quando h& estimulacdo por meio de citocinas (Eckersall e Bell, 2010).
Além disso, h& evidéncias de elevagdo de PCR em situacOes extra sépticas,
como pos-cirdrgicas (Mg 49,9mg/L), poés-traumaticas (Mg 81,8mg/L) e pos
envenenamentos (Mg 73,6mg/L) (Christensen et al. 2014). Em vista disso, o0s
autores deste trabalho reforcam a necessidade desse resultado ser

interpretado com cautela.
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As escalas SRIS, gSOFA e LgSOFA foram introduzidas para auxiliar na
triagem dos cées, unindo a ferramenta de selecdo tradicional proposta pelo
Sepsis-1 (Bone et al. 1992), a sugestdo do Sepsis-3 para uma rapida
identificacdo de risco de Obito e disfuncdo orgéanica (Singer et al., 2016) e a
adicao do lactato para ampliar a sensibilidade do gSOFA (Martin-Rodriguez et
al., 2020). Dessas trés, o LQSOFA apresentou maior forca de correlacdo com a
PCR. O lactato foi considerado um biomarcador progndéstico independente na
sepse humana, uma vez que se concluiu que quanto menor o seu valor, melhor
a taxa de sobrevivéncia, sendo, inclusive, superior ao gSOFA para predizer
mortalidade (Liu et al. 2019).

No estudo de Ortolani e Bellis (2021), embora a pontuagédo do LQSOFA
nao tenha se apresentado um preditor util de mortalidade em céaes gravemente
doentes, o gSOFA provou ser um teste de triagem ruim para a previsao de
sobrevivéncia. Diante desse fato e somado a evidéncia da forte correlacéo
positiva entre a PCR e o0 LQSOFA no presente trabalho, pode-se sugerir que a
escala adicionada de lactato provavelmente seja a melhor escolha para se
empregar no pronto atendimento quando comparado ao qSOFA, ainda que o
lactato ndo tenha atingido os limites estatisticos para ser incluido no

diagnéstico de sepse conforme descrito no Sepsis-3 (Singer et al., 2016).

Constatou-se que quanto mais alta a PCR, maior a pontuacdo do SOFA
e, consequentemente, mais notdria a disfuncdo organica do paciente.
Determinados parametros utilizados nessa escala podem sofrer interferéncias
além da condicao séptica, sendo uma observacdo que deve ser considerada,
uma vez que possui potencial para subestimar e/ou superestimar a pontuacao
do SOFA, como azotemia pré e pés-renal, que eleva os valores de creatinina
(Thrall et al, 2012), pseudotrombocitopenia, que ocasiona uma falsa diminuigédo
de plaguetas (Takahira, 2003), e incidéncia de luz solar e/ou artificial sobre a
amostra sanguinea, podendo depurar cerca de 6,48% da bilirrubina a cada
hora (Deo et al., 2016). Por isso, o célculo da avaliagéo renal e da coagulagéo
pode gerar um SOFA positivo sem necessariamente possuir comprometimento

funcional em érgaos.
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Utilizou-se as escalas APPLEFast e APPLEFull para avaliar o risco de
mortalidade, apresentando correlagéo positiva forte com a PCR. Todavia, ainda
gue tenha sido notado que pacientes em choque séptico, assim como 0s que
evoluiram para o6bito, apresentaram PCR superior aos demais, altos valores de
PCR ndo estiveram relacionados com o Obito, apresentando-se
estatisticamente similares entre os individuos que sobreviveram e os que
morreram. Esse resultado foi igualmente constatado por Gommeren e
colaboradores (2018), onde a proteina também ndo se mostrou confiavel para
predizer a sobrevivéncia dos cdes em SRIS. Por outro lado, no estudo de Koozi
e outros (2020), com humanos em sepse, ndo s6 puderam afirmar que ela
esteve associada a mortalidade, como certificaram que se trata de um

marcador precoce para tal.

Supostamente, a divergéncia no resultado entre o estudo em humanos e
0 nosso, conforme acima citado, pode ser atribuida a sensibilidade do teste
utilizado, uma vez que valores de PCR acima de 200mg/L ndo puderam ser
detectados. Aparentemente, a técnica empregada na medicina possui maior
acuracia, tendo em vista que os niveis de PCR variaram entre 0,6 a 695mg/L,
mas a metodologia n&o foi descrita (Koozi et al. 2020). A dosagem de PCR néo
€ uma realidade na rotina hospitalar veterinaria, o que impede que esses
resultados sejam consultados de prontuarios médicos, como visto em trabalhos
desenvolvidos na medicina (Godinez-Vidal et al. 2020; Stringer et al. 2021;
Tonduangu et al. 2021), o que obriga a aquisicdo de maquinas por meio de
recursos financeiros disponibilizados para a pesquisa, que sédo, muitas vezes,

escassos, e resulta na obtencéo de equipamentos restritos.

Mesmo diante do fato acima, a PCR pode ser um biomarcador util para
identificar a sindrome no pronto atendimento quando associada a outros
parametros, como as escalas de pontuagdo aqui aplicadas. Adicionalmente, a
dosagem de PCR por meio da técnica de FIA, utilizada na metodologia deste
estudo, possui vantagens por possuir baixo custo, facilidade no manuseio e
rapida mensuragéo, podendo ser facilmente empregada na rotina hospitalar e

auxiliar na conduta clinica, apesar de suas limitaces.
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CONCLUSOES

A PCR demonstrou alta sensibilidade e especificidade para diagnéstico
de sepse em cées suspeitos que apresentem concentracdes séricas maiores
que 12,5mg/L. Quando associado as escalas SRIS, qSOFA, LgSOFA, SOFA,
APPLEFull e APPLEFast, as concentracfes de PCR podem ser utilizadas para

prever mortalidade por meio da Sindrome de Multipla Disfuncdo Orgéanica.
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Apéndices
Apéndice | - Termo de consentimento livre e esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
ESTUDOS CLINICOS (PROTOCOLO INDIVIDUAL)

Eu, declaro autorizar a inclusdo do mew animal , Espécie
, no Projeto de Pesquisa infitulado “Proteina © reativa como biomarcador a beira leito de sepse

espontinea em cdes”, que sera desenvolvido pela Pesquisadora Laura Scares Magalhdes, sob orientacao do
Prof. Dr. Paulo Fernandes Marcusso, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu — FMVZE —
UMESP.

O objetivo do estudo & mensurar a Proteina C reativa em animais em sepse e choque sépfico. Para
isso, serdo selecionados cdes da rofina do Hospital Veteringrio da FMVZ com infeccdo suspeita ocu
confirmada. Os animais selecicnados passardo por uma avaliagdo fisica para verificar nivel de consciéncia,
frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca, temperatura retal e pressio arterial sistolica. Se os parametros
citados estiverem alterados, apds o exame fisico sera colhido sangue do paciente para realizar exames
laboratoriais comao hemograma, bioguimica sérica, hemogasometria & a mensuracdo da proteina C reativa.

O projeto apresenta beneficios para a comunidade cientifica, uma vez que contribuira com mais
pesguisas acerca da sepse, um gquadro clinico grave, de evolugdo rapida e pouco esclarecida, onde a
maionia dos desfechos resultam em obito. Assim sendo, nofa-se uma urgéncia em buscar novos critérios ou
marcadores que viabilizem um diagnostico preciso acerca da sepse na medicina veterinaria.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos e riscos
decorrentes do estudo:
Quando ¢ animal chegar ao Hospital Veterinario, ele passara por uma avaliagdo do veterinario para

ver o nivel de consciéncia dele, entdo ele vai verificar se o cdo consegue abrir os olhos normalmente, se ele
responde quando o tutor chama por ele, se ele consegue levantar a cabeca sozinho e se ele consegue
caminhar. O veterinario também ird medir a pressao, ver se ele esta com febre, se o coracdo esta batendo
direito € se ele esta respirando bem. Se ndo tiver, precisa coletar um pouguinho de sangue dele para fazer
alguns exames para descobrir que doenca ele tem. A quantidade de sangue que sera firada & bem pegquena,
cerca de 3mL. O veterinario vai tirar o sangue com uma agulha e seringa. Mormalmente essa retirada de
sangue nae causa dor, mas ele pode sentir um pegueno desconforto porgue guando a agulha entrar na veia,
ele pode sentir como se fivesse recebendo uma picada de formiga, mas a colheita de sangue € rapida e o
desconforte & momentaneo. A coleta de sangue ndo oferece gualguer risco para a saldde do animal.

Declaro ter sido informado que, em caso de dividas, devo entrar em contato com Laura Soares Magalhes,
telefone e/ou email (o) ¥ xooo-xoo [ E-mail: Iz.magalhaes@unesp.br

Ma gualidade de responsavel pelo animal acima mencionado, estou ciente e auforizo que os pesquisadores
aqui citados realizem o estudo descrito, sendo que os resultados desse estudo poderdo ser publicados em
revistas cientificas, sem no entanto, que minha identidade seja revelada.

Botucatu, [ )

Pesquisadaor Proprietario

Pasquisador. Laura Soares Magalhdes Orientador: Prof. Or. Paulo Femandes Martusso



Apéndice Il - Protocolo de Exame Clinico estabelecido pelo Hospital Veterinario
(HV) da FMVZ, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo

A comunicag¢&o com o tutor deve ocorrer de maneira informal

Anamnese
Queixa principal Avaliar ingestdo de agua, alimentos, episodios de émese e diarreia, aspecto, volume e frequéncia
urinaria
Aparéncia Geral Avaliar Escore de Condigdo Corporal (ECC 1/9), EMM (0/3), nivel de consciéncia (alerta, deprimido,

apatico, semicomatoso, comatoso).

Conduto auditivo, Avaliar presenca de secrecdo, prurido, lesdo e hiperemia de mucosas.
ocular, nasal e oral

Osteomuscular Avaliar presenca de claudicagao, déficit motor, edema de membros, histérico de fraturas, traumas,
atropelamento, fragueza muscular.

Avaliar a existéncia de convulso, head tilt, head pressing, andar em circulos, andar compulsivo,

Neurolégico nistagmo, ataxia, alteracdo de comportamento, nivel de consciéncia, postura e marcha.
Avaliar a presenca de tosse, sincope, cianose de lingua, cansaco facil, perda progressiva de peso,
Cardiovascular ascite, edema de membros, viagem a praia/represa
Respiratério Avaliar a presenca de dispneia, secrecdo nasal, espirros, tosse e epistaxe.
Verificar se o animal é castrado ou nédo, ultimo cio, nulipara ou multipara (distocia), uso de
Genitourinéario anticoncepcionais, avaliar a urina (cor, odor, aspecto, volume e frequéncia), disuria, hematuria,

ingestao de dgua (hormodipsia, oligodipsia ou polidipsia).

Verificar se 0 animal esta ingerindo alimento (normorexia, hiporexia ou anorexia), apetite
Gastrointestinal caprichoso, émese (coloragdo, numero de episddios, tipo de conteudo), diarreia, melena,
hematoquezia, possibilidade de ingestdo de corpo estranho, troca de dieta recente.

Presenca de ectoparasitas (ixodidiose/puliciose), controle de ectoparasitas (principio ativo utilizado
Pele e medicac8es e frequéncia), alopecia, prurido, lesdes dermatoldgicas, nddulos, uso de medicagdes anteriores
(recentes e continuas)

Alimentacéo Nome da ragéo utilizada (a granel ou pacote fechado), quantidade e nimero de por¢des. No caso
de comida caseira, especificar o tipo de alimento e frequéncia.

Vacinagéo Se a vacinacgédo ocorreu de forma ética ou ndo, Ultima dose, tipo de vacina.
Vermifugacéo Data da ultima dose e nhome do vermifugo
Contactantes NuUmero de contactantes, espécie e se sdo higidos
Doencas Anteriores Histdrico completo de doencas e medicacdes utilizadas

Exame Fisico

Antes do exame fisico, todos os profissionais envolvidos com o paciente deveréo calcar luvas de procedimento que serao
devidamente descartadas ap6s 0 uso.
e Inspecao
o Avaliagéo do estado de consciéncia, padréo respiratdrio, locomocao, escore de condi¢&o corporal, pelagem
e les@es de pele, acuidade da visao e audigéo.
e Avaliacdo de mucosas
o Avaliacdo da integridade, coloracao, brilho, umidade e tempo de repreenchimento capilar.
e Palpacédo
o Avaliar sensibilidade ao toque, temperatura, simetria, elasticidade cutdnea e aumento de linfonodos.
e Ausculta Cardiaca
o Avaliag&o do ritmo, frequéncia, bulhas e sopro.
e Percusséo
o Avaliar a presenca de sons timpanicos, macico e claro.
e  Temperatura retal
o Avaliar a temperatura retal do paciente (°C) para descartar ou confirmar hipertermia/hipotermia.
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Apéndice Ill — Escola de coma Glasgow

Escore

Nota

Abertura Ocular

Espontanea

4

Estimulo verbal/Comando

Estimulo verbal/comando/ao grito

Estimulo doloroso

Sem abertura

RN W W

Melhor resposta a vocalizacdo

Latido/Rosnado

Choramingo irritado

Choramingo a dor

Ganido a dor

Sem resposta)

R IN W &~O1

Melhor resposta motora

Movimento espontaneo e normal

Reacdo ao toque

Reagdo a dor

Flexdao anormal - decorticagdo

Extensdo anormal - descerebracdo

Nenhuma

RINWA~oT|O

Total:

Nivel de gravidade:
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AVA

AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp o " JULIO DE MESQUITA FILHO"

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacdo sérica da Proteina C Reativa em cées com
sepse espontanea, registrada com o n° 000.183, sob a responsabilidade de LAURA SOARES
MAGALHAES e do(a) Prof(a). Dr(a) Paulo Fernandes Marcusso - que envolve a produgo,
manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos
dalLe n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - Concea, e
foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, em reuni&o de 20/08/2024.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigénciada Autorizagdo 29/07/2024 a 21/02/2025
Espécie/linhagem/raca Céo (Todas)

NUmero de animais 38

Sexo Indefinido

Origem Animais atendidos narotinado HV
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Sl Agnoi Porslden

Fabio Sossal Possebon
Presidente da CEUA
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Botucatu

UNESP
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia
Secéo Técnica Académica

Emitido em: 13/03/2025 12:30



