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RESUMO

Modelo Canino para Sépsis: Contribuicdo para a classificacado e estratificacdo em
doentes sépticos

A sépsis é uma sindrome grave que pode surgir por diversos motivos, afetando muitos seres
Humanos e animais. Devido a sua elevada prevaléncia e as elevadas taxas de mortalidade
gue lhe podem estar associadas, é importantissimo o seu estudo. A Parvovirose canina
predispbe a ocorréncia de sépsis secundaria a translocacdo bacteriana de origem
gastrointestinal. Estudos com animais naturalmente infetados por Parvovirus podem ser
Uteis no estudo da sépsis, ndo s6 em animais, mas também em seres humanos. O principal
objetivo do estudo foi propor e aplicar um sistema de classificacdo de pacientes sépticos
baseado no modelo PIRO (Predisposition, Insult, Response, Organ failure). Em paralelo,
foram estudadas as diferencas entre dois métodos de avaliagdo de SRIS (Sindrome de
Resposta Inflamatéria Sistémica). Foram avaliados alguns mediadores inflamatérios e a
presenca de DNA bacteriano no sangue de animais com Parvovirose. Os 31 animais da
amostra foram classificados segundo o sistema proposto no que toca a Predisposicéo,
Resposta, e Disfuncdo organica (para o elemento Infecao foi atribuida a todos a mesma
classificagdo). Os dados foram recolhidos a partir de registos clinicos obtidos na UIDI do
HEV-FMV-UL e sujeitos a dois conjuntos de critérios para diagnéstico de SRIS. Em 13
animais foi quantificada a concentracdo de CRP, e em 12 animais a expressdo de mRNA de
IL-6 e TNF-a, em relacdo a animais controlo. Foi investigada a presenca de DNA bacteriano
de E. coli e de Staphylococcus spp. no sangue de 12 animais. As concentracdes de CRP
medidas no sangue de cdes com Parvovirose foram mais elevadas em relagdo as medidas
no sangue de cées do grupo controlo (p<0.001), tendo sido determinado um valor de
concentracdo de CRP (83,8 mg/L) a partir do qual é possivel dizer que esta em curso um
processo de SRIS (AUC=0.85). As diferencas entre a utilizacdo de diferentes conjuntos de
critérios de diagnostico de SRIS, tanto a entrada como as 48h apds internamento,
revelaram-se significativas (p<0,01). N&o houve diferencas entre as classificacdes PIRO no
inicio do internamento e apds 48h (p=0,187). N&o foi verificada uma correlacdo entre o
aumento da concentracdo sérica de CRP e o aumento da classificacdo PIRO (rs=0,187;
p=0,540). Foi detetada expressédo de IL-6 e TNF-a em, respetivamente, 5 e 6 animais com
Parvovirose, apesar de ndo ter sido possivel o estudo das medi¢Ges de IL-6 e TNF-a. Foi
detetado DNA bacteriano em 3 dos caes com Parvovirose. Este trabalho representa uma
contribuigdo para o desenvolvimento de um sistema de classificagdo de doentes sépticos da
espécie canina. Foi possivel estabelecer um valor de uma proteina de fase aguda (CRP) a
partir do qual podemos afirmar que ocorre SRIS. E premente descobrir outros
biomarcadores capazes de monitorizar mais objetivamente pacientes Humanos e animais e
permitir uma intervengdo mais precoce no decurso do agravamento clinico.

Palavras-chave: Parvovirose, sépsis, SRIS, PIRO, CRP, IL-6, TNF-a, bDNA, HEV-FMV-UL.
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ABSTRACT

Canine model for sepsis: a contribution to the classification and stratification
of septic patients

Sepsis is a severe condition that can appear following many other diseases. It affects many
Human beings, as well as animals. Given its high prevalence and mortality rates, the study of
this affection is paramount. Canine Parvovirus is a disease that can be a predisposing cause
of sepsis, because of bacterial translocation of gut origin. Studies involving naturally CPV
infected dogs can be useful regarding the investigation of sepsis mechanisms, not only in
animals but also in human beings.
The main purpose of this work is to propose and implement a sepsis patient scoring and
stratification system based on the PIRO model. In parallel, the differences between different
SIRS diagnostic criteria were evaluated. Another goal was to study a few inflammatory
mediators, as well as the presence of bacterial DNA in dogs prone to sepsis, confronting
those results with the clinical scores.
The 31 animals that composed the experimental group were scored according to several
parameters regarding Predisposition, Response and Organ dysfunction (all the subjects were
attributed an equal Infection score). Data was retrieved from clinical records of the HEV-
FMV-UL Infectious Diseases Unit. The animals were also subjected to slightly different SIRS
diagnostic criteria. CRP concentration as well as IL-6 and TNF-a quantity were measured in
13 and 12 animals, respectively. E. coli and Staphylococcus spp. bacterial DNA presence in
blood samples was also investigated in 13 animals from the experimental group.
Blood CRP measurements were significantly higher in CPV infected dogs when compared to
dogs in the control group (p<0.001). A CRP threshold value for the presumptive diagnosis of
SIRS was found (83.8 mg/L), based on approved Veterinary Medicine SIRS criteria
(AUC=0.85). The differences between the utilization of different SIRS diagnostic criteria, on
hospital admission as well as after 48h, were significant (p<0,01). The differences between
scores obtained on hospital admission and after 48h were not statistically significant
(p=0,187). A correlation between the increase in CRP concentration and the increase in the
PIRO score was not found (rs=0,187; p=0,540). Although IL-6 and TNF-a expression was
detected in 5 and 6 animals, respectively, it was not possible to perform a statistical analysis.
Bacterial DNA was detected in 3 of the 12 animals that composed the experimental group.
This work represents a contribution towards the development of a classification system for
septic canine patients. It is urgent to discover new biomarkers, capable of enabling a more

objective monitorization of both Human and animal septic patients.

Keywords: CPV, Parvovirus, sepsis, SIRS, PIRO, CRP, IL-6, TNF-a, bDNA, HEV-FMV-UL.
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Lista de abreviaturas, simbolos e acrénimos

3,3,5,5-TMB - 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine

ALT — Alanina aminotransferase
APACHE - Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation

ARDS — Acute Respiratory Distress
Syndrome

AUC — Area Under the Curve (ou Area
Under the Receiver Operating
Characteristic)

bDNA — Bacterial deoxyribonucleic acid
bpm — batimentos por minuto

CARS — Compensatory Anti-inflammatory
Response Syndrome

cDNA — Complementary deoxyribonucleic
acid

CID — Coagulacéo Intravascular
Disseminada

COX-2 — Cicloxigenase-2

CPAP — Continuous Positive Airway
Pressure

CPV-2 — Canine Parvovirus 2

CRP — C-reactive protein

Cr — Cycle threshold

DAMPs — Damage-associated Molecular
Patterns

DNA — Deoxyribonucleic acid

dNTP — Deoxynucleotide Triphosphate
DPBS — Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline

EB — Excesso de bases

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA — Enzyme-linked immunoabsorbent
assay

ESICM — European Society of Intensive
Care Medicine

FAS — Fosfatase Alcalina Sérica

FC — Frequéncia cardiaca

FFT — Fast Frugal Trees

FiO, — Fracdo de Oxigénio Inspirado
FPV — Feline Parvovirus

FR — frequéncia respiratéria

g — grama

gDNA — Genomic complementary
deoxyribonucleic acid

HCAS — Health-care associated sepsis
HEV-FMV-UL - Hospital Escolar
Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria

HI — Haemagglutination inhibiting units
HMGB1 — High Mobility Group Box-1
HMWK — High Molecular Weight
Kininogen

IL-1 — Interleukin 1

IL-18 — Interleukin 1 beta

IL-6 — Interleukin 6

IL-8 — Interleukin 8

iINOS — Induceable Nitric Oxide Synthase
kg — quilograma

LPS — Lipoprotein S

LRA — Lesédo Renal Aguda

MDA — Maternally derived antibodies
MEDS — Mortality in Emergency
Department Sepsis

mg/dL — miligrama por decilitro

mg/L — miligrama por litro

MgCl, — Cloreto de Magnésio

MIF — Macrophage Migration Inhibitory
Factor

ml — mililitro

mmHg — milimetros de mercurio

mM — milimole

mmol/L — millimole por litro



MODS — Multiple Organ Dysfunction
Syndrome

NF-kB — Nuclear Factor Kappa B

ng — nanograma

NGAL — Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin

NLR — nucleotide-binding domain, leucine-
rich repeat containing proteins

nm — nanémetro

°C — Grau Celsius

PaO. — Presséo parcial de oxigénio
PCO,— Presséo parcial de CO;

PCR — Polymerase Chain Reaction

PCT — Procalcitonina

PDF — Produtos de Degradacéo da
Fibrina

PEEP — Positive End Expiratory Pressure
PFA — Proteinas de fase aguda

pM — Picomole

PIRO — Predisposition, Insult, Response,
Organ dysfunction/failure

PRR — Pattern recognition receptors
gSOFA — quick SOFA

RNA — Ribonucleic acid

ROC — Receiver Operating Characteristic
RPL27 — Ribosomal Protein L27

rpm — respiragdes por minuto; rotagdes
por minuto

RT-PCR - Real-Time Polymerase Chain
Reaction

RT-gPCR - Real-Time quantitative

Polymerase Chain Reaction

XVi

s — segundo

SACIUCI — Grupo de Estudos de Sépsis
Adquirida na Comunidade em doentes
internados em Cuidados Intensivos
SDMO - Sindrome de Disfuncgéo
Multiorgénica

SDRA - Sindrome de Dificuldade
Respiratdria Aguda

SIBO — Small Intestinal Bacterial
Overgrowth

SOFA - Sequential/ Sepsis-related Organ
Failure Assessment

SRIS - Sindrome de Resposta
Inflamatdria Sistémica

TAE — Tris-Acetato-EDTA

TC — Tomografia Computorizada

TF — Fator Tissular

TGF- — Tumor Growth Factor 8
TLR — Toll-like receptors

TNF-a — Tumor Necrosis Factor — a
TNM — Tumour, node and metastasis
TP — Tempo de Protrombina

TRC — Tempo de replecao capilar
TTPA — Tempo de Tromboplastina
parcial ativado

UIDI — Unidade de Isolamento de
Doencas Infecciosas

U/L — Unidades por litro

U/pL — Unidades por microlitro

AACy — Double-delta Cr

ML — microlitro

MM — micromole



| - Descrigao das atividades desenvolvidas no estagio curricular

O estégio curricular foi realizado entre 5 de setembro de 2016 e 3 de marco de 2017, tendo
a duracdo de 6 meses, no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa (HEV-FMV-UL). As atividades foram desenvolvidas
em diferentes periodos do dia, abrangendo turnos da noite, fins de semana e feriados, de
acordo com o escalonamento rotativo atribuido a todos os estagiarios, em diferentes areas
(Tabela 1). Todas as atividades foram desenvolvidas sob a supervisdo ou orientagdo do

Médico Veterinario ou Enfermeiro Veterinario responsavel.

Tabela 1: Numero de horas passadas nos diferentes servicos ou unidades do HEV-FMV-UL.

Servigo Numero de horas
Medicina Interna 330
Cirurgia 168
Imagiologia 48
Internamento 276
Unidade de Isolamento de Doencas Infeciosas 222
Total 1044

1. Medicina Interna

No servico de Medicina Interna do HEV-FMV-UL a autora participou em primeiras consultas,
consultas de rotina e de seguimento e em consultas de referéncia nas diversas areas de
especialidade que o HEV-FMV-UL oferece. Nessas consultas foi possivel recolher, de forma
autonoma, a histéria pregressa e anamnese dos animais e realizar um exame fisico
detalhado a cada paciente. Sob a supervisdo do Médico Veterinario responsavel pela
consulta foi possivel participar em varios procedimentos médicos, destacando-se as
colheitas de amostras de sangue, colocacdo de cateteres endovenosos, preparagdo e
administracdo de farmacos por diferentes vias e realiza¢do de exames citologicos atraves de
PAAF ou zaragatoas, entre outros. Com o Médico Veterinario responsavel foi também
possivel discutir cada caso clinico no que a abordagem de diagndéstico e ao tratamento dizia

respeito.

2. Cirurgia

O servico de Cirurgia de Animais de Companhia do HEV-FMV-UL funciona de 22 a 62 feira,
preferencialmente de manha. As atividades desenvolvidas compreenderam a rece¢do dos
animais (confirmando as informacdes de contacto dos donos e o cumprimento do jejum pré-
anestésico), a sua cateterizacdo endovenosa, preparacdo e administracdo dos farmacos
pré-anestésicos, tricotomia e assepsia da zona cirdrgica, a inducdo anestésica, a

monitorizacdo anestésica dos animais e assisténcia durante a cirurgia e, por ultimo, o seu
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acompanhamento pdés-cirdrgico. As cirurgias presenciadas incluem-se principalmente no
campo de Cirurgia de Tecidos Moles, mas também nos campos de Cirurgia Ortopédica, de

Neurocirurgia e de Cirurgia Oftalmoldgica.

3. Imagiologia

Neste servico foi prestado auxilio nas areas de Ecografia (a funcionar entre as 14:00 horas e
as 21:00 horas), Radiografia e Tomografia Axial Computorizada (ambas a funcionar entre as
8:00 horas e as 16:00 horas). As func¢des incluiram o posicionamento correto dos animais, a
sua sedacdo, anestesia e monitorizacdo anestésica. Foi possibilitada a aprendizagem no
qgue toca a interpretagdo das imagens recolhidas e ao seu significado do ponto de vista

clinico.

4. Internamento

O servigo de Internamento compreendeu a realizacdo de turnos de 12 horas, diurnas ou
noturnas, em dias de semana ou em fins de semana e feriados. As responsabilidades
incluiram o acompanhamento dos animais hospitalizados, a sua monitoriza¢éo clinica, a
gestdo da sua alimentacdo e passeios, a limpeza das jaulas, a preparacédo e administracao
da medicacdo prescrita pelo Médico Veterinario responsavel do caso clinico ou do
Internamento e a entrega e explicacdo de notas de alta aos donos. Outros procedimentos
efetuados foram mudancga de pensos, limpeza de feridas, venopuncdo para colocacdo de
cateteres endovenosos ou colheita de amostras de sangue e algaliacoes.

5. Unidade de Isolamento de Doencas Infeciosas

O desenvolvimento de atividades na Unidade de Isolamento de Doencas Infeciosas foi
essencial, uma vez que o presente trabalho incide, principalmente, na caracterizagdo do
guadro clinico apresentado por pacientes com diagnéstico de Parvovirose. As duas Ultimas
horas de cada turno foram passadas na UIDI (Unidade de Isolamento de Doencas
Infeciosas) do HEV-FMV-UL, além dos turnos normalmente atribuidos a todos os
estagiarios. Durante os turnos de Internamento diurnos, noturnos, de fim de semana ou
feriado, esse compromisso traduziu-se na participacdo nas monitorizacdes clinicas e
administracdo de medicacao dos pacientes internados na UIDI.

Foi possivel participar na monitorizacdo, higienizacdo e medicacdo dos animais internados,
aproveitando o potencial da unidade como local de treino tutorado e de aperfeicoamento de
competéncias clinicas, sob a orientacdo da Prof.2 Dr.2 Solange Gil, assistindo também a
algumas das suas consultas de seguimento. Foi possivel, também, acompanhar o curso
clinico dos pacientes, participar na discussdo dos casos clinicos e recolher tanto amostras
como informagdes clinicas, a partir dos registos da UIDI, que foram essenciais para a

realizacao deste trabalho.



Il - Reviséo Bibliografica

1. Sépsis

1.1. Bacteriémia, Endotoxémia, Sépsis e SRIS — conceitos

Antes de referir os mecanismos envolvidos na sépsis, interessa esclarecer alguns conceitos
gue comummente sdo confundidos. De acordo com as mais recentes orientacdes, a sépsis
deve ser definida como a alteracdo grave do funcionamento dos sistemas de 6rgdos que
resulta de uma resposta desregulada do hospedeiro a infecdo (Singer et al., 2016). A
presenca de bactérias viaveis em circulacdo é definida como bacteriémia (tabela 2). Pode
ocorrer bacteriémia devido a qualquer infecdo (como peritonite, pneumonia ou piémetra)
mas a mesma nao tem de estar associada a uma resposta inflamatdéria sistémica (Greiner,
Wolf & Hartmann, 2008; Silverstein & Otto, 2012). Endotoxémia €é a presenca do
componente LPS (Lipoprotein S) da parede celular de bactérias gram-negativas em
circulacao, podendo ou ndo estar associado a bacteriémia (Silverstein & Otto, 2012; Sykes,
2014b).

Tabela 2: Bactérias passiveis de ser isolados através de métodos rotineiros de hemocultura,

a partir da corrente sanguinea de caes e gatos com bacteriémia, segundo Sykes (2014).

Céaes Gatos
e Staphylococcus spp., incluindo S.
pseudintermedius, S. aureus, e _ .
. . e Escherichia coli
staphylococci coagulase-negativos .
Comuns e SHrentococcus s especialmente S e Outras Enterobacteriaceas
(>10% dos P pp pec ' (Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
. canis, mas também organismos do .
isolados) . freundii, Enterobacter cloacae)
complexo S. bovis e, raramente, outros L.
. e Anaerdbios
streptococci
e Escherichia coli
e Enterococcus spp.
¢ Klebsiella pneumoniae, Serratia spp., e Salmonella spp.
Pouco Enterobacter cloacae Bactérias gram-negativas nédo
comuns | e Pasteurella canis e Pasteurella dagmatis Enterobacteriaceas (Pasteurella
(1% a10% | ¢ Pseudomonas aeruginosa multocida, Pseudomonas aeruginosa,
dos e Anaerébios (Clostridium perfringens, Acinetobacter baumannii)
isolados) Prevotella spp., Bacteroides spp., Staphylococci
Fusobacterium spp., Actinomyces spp., Streptococci
Peptostreptococcus spp.)
e Erysipelothrix spp.
e Brucella spp.
e Citrobacter freundii
Raros e Acinetobacter spp.
Salmonella spp.
(£1% dos * ) PP Enterococcus spp.
isolados) | ® Mycobacterium spp.
e Campylobacter spp.
e Outros agentes patogénicos
nosocomiais, por exemplo, Ralstonia
pickettii, Burkholderia cepacia




Em 1991, a medida que se ia tornando cada vez mais clara a relagdo entre sépsis e 0s
mecanismos inflamatorios, € realizada uma reunido de consenso sobre a matéria. Um dos
resultados desta reunido € a definicdo precisa de SRIS (Sindrome de Resposta Inflamatéria
Sistémica) e a sua distincdo de sépsis (Bone et al.,, 1992). SRIS é o conjunto de sinais
clinicos apresentados pelo paciente quando esta em curso uma resposta inflamatéria
sistémica, consequéncia de causas infeciosas ou nao infeciosas (Silverstein & Otto, 2012).
Segundo as mais recentes definicdes, sépsis € a disfuncdo organica potencialmente mortal
gue resulta de uma resposta descontrolada do hospedeiro a infecéao (Singer et al., 2016).

Na Conferéncia previamente mencionada s&o estabelecidos critérios clinicos para o
diagnéstico de SRIS, numa tentativa de melhor selecionar pacientes para ensaios clinicos
gue visavam estudar a eficacia de novos tratamentos contra a sépsis (Bone et al., 1992).
Mais tarde, esses critérios foram adaptados a Medicina Veterinaria (tabela 3), ndo s6 com
esse objetivo mas também numa tentativa de detetar casos de sépsis em fases mais
precoces ou em que os sinais clinicos eram mais subtis (Hauptman, Walshaw & Olivier,
1997).

Tabela 3: Critérios para o diagndstico clinico de SRIS em céo e em gato, segundo Sykes
(2014b).

Pardmetros Céo Gato
Temperatura <37.8 ou >39.4 °C <37.8 ou >39.7 °C

FC >140 bpm <140 ou >225 bpm

FR >30 rpm ou PCO2<32 mmHg >40 rpm

<6000 ou > <5000 ou >

Contagem de ] ]

. 16,000 células/pL, ou >3% neutréfilos 19,500 células/uL, ou >5% neutrdfilos

leucdcitos ] ]
imaturos imaturos

Legenda: °C, graus Celsius; FC, frequéncia cardiaca; bpm, batimentos por minuto; FR, frequéncia
respiratéria; rpm, respiracdes por minuto; PCOz2, pressdo de diéxido de carbono; mmHg, milimetros
de mercdurio; células/uL, células por microlitro.

Segundo estes critérios, SRIS é diagnosticada em cao se o paciente apresentar pelo menos
2 dos 4 critérios: temperatura corporal inferior a 37.8°C ou superior a 39.4°C, frequéncia
cardiaca superior a 140 batimentos por minuto, frequéncia respiratéria superior a 30
respiracbes por minuto ou pressao de CO; inferior a 32 mmHg, e contagem leucocitaria
inferior a 6000 ou superior a 16,000 células/uL. Em gatos € necesséario que se verifiqguem
pelo menos 3 dos 4 critérios (Sykes, 2014b). Em 2001 esses critérios foram atualizados no
campo da medicina humana, de forma a incluir mais parémetros e a aumentar a
especificidade da abordagem (Levy et al., 2003).

De acordo com as mais recentes recomendag¢des em Medicina Humana (Singer et al., 2016)
ndo faz sentido a designagéo de sépsis grave, encontrada em muita da literatura, tanto na
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area da Medicina Humana como na area da Medicina Veterinaria (sépsis resultante em
disfuncéo orgénica ou em hipoperfusdo dos tecidos, com hipotenséo, hiperlactacidémia ou
oliguria antes ou ap6s a adequada administracdo de fluidos). Persiste, em ambas as areas,
a designacdo de choque séptico. No caso de pacientes caninos trata-se de hipotenséo
(presséo sistolica <90mmHg ou pressdo arterial média <70mmHg) que ndo pode ser
resolvida apenas com reposicao de fluidos, sendo necessario tratamento com farmacos
vasopressores (Silverstein & Otto, 2012; Sykes, 2014b).

1.2. Fisiopatologia

Segundo estudos epidemiolégicos de larga-escala na area da Medicina Humana a sépsis é
a principal causa de morte em pacientes criticos. Nao sdo comuns estudos semelhantes na
area da Medicina Veterinaria, mas estima-se que uma grande parte dos animais em estado
critico sofra também de sépsis (Lewis, Chan, Pinheiro, Armitage-Chan & Garden, 2012). Ao
longo das dultimas décadas, muitos foram os esforcos no sentido de esclarecer os
mecanismos complexos que caracterizam a sépsis (Sykes, 2014b).

Estudos efetuados em animais, aos quais eram inoculadas elevadas doses de bactérias
viaveis ou de componentes bacterianos, como LPS, pareciam suportar a teoria de que era a
resposta inflamatéria exagerada, consequéncia da estimulacdo excessiva do sistema
imunitario, a grande culpada pelas elevadas taxas de mortalidade e morbilidade. Em
estudos como estes foi demonstrado que a neutralizagdo de certas citoquinas pro-
inflamatodrias resultava na redugédo da mortalidade apds estimulagdo com LPS ou bactérias
vidveis, inoculadas na corrente sanguinea dos animais. Seguiram-se diversos ensaios
clinicos em pacientes com sépsis grave, desenhados na tentativa de estudar o efeito da
inibicdo destas citoquinas. A auséncia de resultados promissores em quase todos o0s
ensaios clinicos desenhados segundo este modelo fez repensar o papel atribuido a
inflamacéo excessiva como principal causa de mortalidade e morbilidade nestes pacientes
(Anas, Wiersinga, de Vos, & van der Poll, 2010).

1.2.1. PAMPs e DAMPs

A existéncia de recetores capazes de reconhecer moléculas de agentes patogénicos e a sua
presenca ubiqua no organismo sdo 0 que permite ao sistema imunitario uma resposta eficaz
contra esses mesmos agentes. Esses recetores sdo os Pattern Recognition Receptors
(PRR) (Lewis et al., 2012), dos quais s&o exemplos os TLRs (Toll-like Receptors) e os NLRs
(nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat containing proteins).

A cascata de eventos que compdem a sépsis comeca a desenvolver-se quando esses
recetores detetam moléculas provenientes dos microrganismos conhecidas como PAMPs
(Pathogen-associated Molecular Patterns) (Sykes, 2014b). Estas moléculas sdao

exclusivamente produzidas por agentes microbianos, o que possibilita uma discriminacéo
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self e non-self eficiente. Além disso, sdo pouco variaveis e comuns a classes inteiras de
microrganismos, 0 que permite que um numero relativamente pequeno de PRRs consiga
reconhecer um grande numero de agentes potencialmente patogénicos. Por fim, séo
geralmente vitais a patogenicidade ou sobrevivéncia do microrganismo em causa (Lewis et
al., 2012). Exemplos dos mesmos sdo o lipido A do LPS bacteriano, peptidoglicanos,
flagelina, DNA ou RNA de cadeia dupla (Sykes, 2014b).

Os PRRs também reconhecem moléculas libertadas pelas células endégenas em caso de
lesdo: os Damage-associated Molecular Patterns (DAMPSs). Estes tém um papel mais
preponderante no desencadear de SRIS. Sdo conhecidas, na area da Medicina Humana,
importantes DAMPs como a HMGB1 (High Mobility Group Box-1), uma proteina associada a
cromatina, e o DNA celular (Sykes, 2014b).

O facto de os PRRs reconhecerem tanto PAMPs como DAMPs torna possivel a instalagédo
de diversos mecanismos de feedback positivo que, por sua vez, contribuem para a
propagacdo de uma resposta inflamatoria generalizada. A persisténcia de um quadro
inflamatdrio desse tipo faz com que 0s mecanismos originalmente existentes para defender
0 organismo contra agressfes externas levem a uma maior danificagdo dos tecidos,
diminuindo a atividade antimicrobiana e podendo, ainda, permitir a instalacdo de infecbes

oportunistas (Lewis et al., 2012).

1.2.2. As citoquinas na mediacdo da resposta inflamatéria

A ligacdo de PAMPs ou DAMPs aos PRRs desencadeia uma cascata de moléculas
sinalizadoras, culminando na ativacdo do NF-kB (Nuclear Factor Kappa B). Esta molécula
desempenha um papel fundamental na regulacdo da resposta imunitaria a infe¢cdo, uma vez
que ativa a transcricdo de um grande numero de genes, incluindo aqueles que codificam
proteinas de fase aguda, fatores de coagulacdo e citoquinas pro-inflamatérias como TNF-a
(Tumor Necrosis Factor — a) (Lewis et al., 2012) e diversas interleucinas, tais como: IL-1a e
IL-1B, IL-6 ou IL-8 (Silverstein & Otto, 2012).

O macrofago € a principal célula do sistema imunitario a iniciar a resposta a PAMPs e
DAMPs. A resposta inicial dos macréfagos a endotoxina € a libertacdo de citoquinas pro-
inflamatdrias, especialmente IL-18 e TNF-a. O TNF-a é responsavel por diversas funcoes
imunitérias e inflamatorias, tais como estimular os préprios macréfagos a produzir IL-1, I1L-6
e fatores estimuladores de colbnias de macréfagos. Estas citoquinas sdo mediadores
precoces da inflamacdo. Em cées, a sua concentracdo comeca a aumentar 15 minutos apos
a exposi¢do a LPS, atinge o pico 2 horas depois, e volta aos niveis normais cerca de 4
horas depois (Silverstein & Otto, 2012). A sua acao no endotélio compreende estimulacéo
da producdo de iNOS (induceable Nitric Oxide Synthase) e COX-2 (Cicloxigenase-2),
levando a vasodilatacdo e reducgéo do fluxo sanguineo. Além de tudo isto, o0 TNF-a induz a

expressao de proteinas pro-coagulantes como o fator tissular (TF) e reduz a producdo de
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proteinas anticoagulantes como a trombomodulina, contribuindo para a ativacado da cascata
da coagulacéo (Lewis et al., 2012).

A IL-1 é uma interleucina co-estimuladora dos linfocitos Th2, estimula a resposta de fase
aguda, e induz a hipertermia (ou febre) entre outros efeitos pré-inflamatérios (Silverstein &
Otto, 2012).

A IL-6, uma das interleucinas mais investigadas no que toca a estudos sobre sépsis ou SRIS
em animais de companhia, também promove a resposta de fase aguda além de exercer
estimulacdo sobre a ativacdo dos leucdcitos e proliferacdo de células percursoras da linha
mieloide (Lewis et al., 2012).

No contexto da resposta anti-inflamatéria a IL-10 é de grande importancia. O seu papel
passa pela inibi¢cdo da libertacdo de TNF-a, IL-13 e IL-6 a partir de macréfagos e mondcitos
e pela indugdo da proteina antagonista dos recetores de IL-1 (Lewis et al., 2012). A sua
importancia no equilibrio entre as respostas proé-inflamatéria e anti-inflamatoéria ja foi muitas
vezes descrita em modelos experimentais. No entanto, animais em sépsis ou SRIS podem
apresentar niveis diminuidos desta interleucina em circulagdo em comparacdo com animais
saudaveis, o que evidencia o desequilibrio entre ambas as respostas nestes casos (DeClue
et al., 2012).

1.2.3. Aresposta de fase aguda

Além da libertagdo de uma grande variedade de citoquinas, a estimulacdo dos PRRs
também promove a libertacdo de uma grande variedade de proteinas de fase aguda (PFA)
por parte dos hepatdcitos. A resposta de fase aguda é caracterizada pela febre, neutrofilia, e
ativacdo das cascatas da coagulagcédo e do complemento. S&o reconhecidos, de forma geral,
dois grupos de PFA: as de tipo I, (como a substancia amiloide A ou a proteina C-reativa),
induzidas pela libertagédo de IL-1a, IL-1B e TNF-q; e as de tipo Il (como a a2-glicoproteina ou
a afl-antitripsina), induzidas pela libertacdo de IL-6 (Moshage, 1997). Como consequéncia
da sobreproducgéo de PFA, as concentracdes de outras proteinas, como albumina, proteina
C, proteina S e antitrombina diminuem (Lewis et al., 2012).

Na area da Medicina Humana muita investigacdo tem incidido sobre duas proteinas: a
procalcitonina e a proteina C-reativa (ou CRP, de C-reactive protein), uma PFA. A CRP é
produzida pelos hepatdcitos e libertada para a corrente sanguinea em resposta ao estimulo
de citoquinas pro-inflamatorias (Kushner & Feldman, 1978). A magnitude das alteracdes da
sua concentracao no curso de um processo infecioso ou inflamatério reflete a progressao da
doenca e a atividade inflamatéria. Podem estar aumentadas em diversos casos, como
sépsis, pancreatite, neoplasia, leptospirose ou leishmaniose. E um indicador muito sensivel
e pouco especifico de inflamacdo (Lewis et al., 2012; McClure, van Schoor, Thompson,
Kjelgaard-Hansen & Goddard, 2013).



1.2.4. Ainflamacéo e a coagulacéo

A elevada prevaléncia de alteracbes da coagulacdo e de CID em doentes com sépsis
sublinha a estreita relacdo entre as vias da inflamacdo e da coagulacéo (Lewis et al., 2012).
A uma escala local, a ativagdo da coagulacao e deposicdo de fibrina podem ser uma medida
preventiva na tentativa de limitar a dispersdo de agentes patogénicos e de mediadores
inflamatorios para além do local da agresséo (Sykes, 2014b).

As diversas citoquinas pro-inflamatérias e PAMPs, como o LPS, induzem a expresséo de
fator tissular (FT) por parte de mondcitos, macréfagos e células parenquimatosas (Lewis et
al., 2012). Desta forma da-se a ativacdo da cascata da coagulacdo através da via
extrinseca. Uma vez que ocorre também a exposi¢cdo de FT, a partir de células endoteliais
danificadas no decurso do processo inflamatério, ocorre o0 aumento da concentragédo do fator
de von Willebrand (Sykes, 2014b).

A trombomodulina é um importante anticoagulante que se liga a trombina, impedindo-a de
clivar o fibrinogénio. O complexo trombomodulina-trombina também ativa a proteina C, que
por sua vez, se liga a proteina S. Num cenério normal, o complexo proteina C-proteina S
inativa os fatores de coagulagdo ativados Va e Vllla, impedido a coagulagdo. A leséo
endotelial promove uma reducdo na expressao de trombomodulina, o que inviabiliza a
ativacdo da proteina C, a sua ligacdo a proteina S e os efeitos anticoagulantes deste
complexo (Sykes, 2014b). Na area da Medicina Humana a utilizacdo de proteina C ativada
recombinante ja foi bastante estudada. Chegou a ser recomendada a sua utilizacdo em
pacientes com sépsis grave, mas os estudos mais recentes nao fornecem evidéncias de que
a sua utilizacédo seja benéfica, quer em pacientes com sépsis grave, quer em pacientes em
choque séptico (Lewis et al., 2012).

Além do papel do FT no despoletar da coagulagédo na presenca de inflamacao, é também de
relevar a importancia do sistema calicreina-cinina ou sistema de contacto. A sua funcéo é
iniciar e participar na resposta a agressodes, principalmente no que toca a inflamacgéo e a
coagulacdo. Neste sistema participam os fatores de coagulacédo Xll (ou fator de Hageman),
a précalicreina (ou fator de Fletcher) e o cininogénio de alto peso molecular (HMWK, de high
molecular weight kininogen). O HMWK € o responsavel pela ligacdo destas moléculas num
complexo e pela ligagdo do mesmo as superficies. Quando h& lesdo endotelial e exposicédo
de colagénio, este ativa o fator XIl. O fator Xlla (fator Xll ativado) promove a ativacdo da
précalicreina, formando-se a calicreina. Depois de formados o fator Xlla e a calicreina o
HMWK é ativado e € libertada bradicinina. Apés ativacdo, o complexo ativa o fator XI, dando
inicio a via intrinseca da coagulacao (Wu, 2015). A lesédo endotelial, as plaquetas ativadas e
as superficies bacterianas ativam este sistema, levando a formacédo de calicreina e de
bradicinina. A calicreina acelera a fibrindlise através da conversdo do plasminogénio em

plasmina, e promove a ativacdo do préprio fator Xll, levando a ativagdo da cascata do



complemento pela via cladssica. A bradicinina promove a vasodilatagdo e o aumento da
permeabilidade vascular, bem como a reducédo da funcéo plaquetéaria (Lewis et al., 2012).

A ativacdo da cascata da coagulacdo, a alteracdo dos elementos anticoagulantes e a
ineficiente fibrindlise levam a um estado protromboético e de hipercoagulabilidade que,
apesar de ser de dificil diagnéstico, pode contribuir para disfuncdo organica através de
mediadores inflamatérios e formacédo de microtrombos, ao mesmo tempo que promove o
consumo dos diversos elementos necessarios a coagulacdo. Estas alteracbes séao

clinicamente reconhecidas como CID (Silverstein & Otto, 2012).

1.2.5. Aresposta anti-inflamatéria compensatéria

Durante o desenvolvimento de uma infecdo ou perante um potente estimulo inflamatorio s&o
reconhecidas moléculas que levam a libertagdo de diversos mediadores pro-inflamatorios. A
reacdo inflamatoria local ou sistémica pode ser benéfica ou deletéria. A resposta inflamatoria
excessiva pode levar a disfungdo orgénica, enquanto que a resposta anti-inflamatéria que
visa regular o processo inflamatério pode fazer com que haja um enfraquecimento do
sistema imunitario (Adib-Conquy & Cavaillon, 2009).

Nos anos 90 é proposto o acronimo CARS (Compensatory Anti-inflammatory Response
Syndrome) para designar a resposta compensatdria contra o0 processo inflamatdrio
excessivo que ocorre na SRIS e na sépsis (Bone, Grodzin & Balk, 1997). Inicialmente, Bone
e colegas postularam que, a dado momento, predominaria a SRIS ou a CARS em
determinado paciente. Outros afirmaram que a SRIS se seguia a CARS. Atualmente
reconhece-se que a sépsis envolve a ativacdo precoce e simultdnea de mecanismos pro e
anti-inflamatorios (Singer et al., 2016). A CARS nao parece ser um fendbmeno generalizado
gue enfraquece todas as fungbes do sistema imunitario, mas sim uma adaptacdo que
produz resultados diferentes conforme as diferentes células ou tecidos, com destaque para
a reprogramacao dos linfocitos. No sentido de diminuir a inflamagé&o séo produzidas diversas
citoquinas anti-inflamatorias, entre as quais a IL-10 e o TGF-B (Tumor Growth Factor f3)
(Adib-Conquy & Cavaillon, 2009).

Nalguns pacientes o processo inflamatério exagerado pode rapidamente dar lugar a
imunossupressao, causada pela apoptose de linfécitos B, linfécitos T CD4+ e de células
foliculares dendriticas (Silverstein & Otto, 2012). A apoptose é um fenbmeno que ocorre na
sépsis, embora de forma irregular entre individuos e entre populacbes celulares. Sabe-se
gue afeta maioritariamente linfcitos circulantes e esplénicos, bem como células epiteliais
gastrointestinais, pelo menos, no ser humano (Adib-Conquy & Cavaillon, 2009). O
mecanismo de imunossupressao ndo esta bem esclarecido, mas pensa-se que podera ser

resultado do aumento da producéo de glucocorticoides (Silverstein & Otto, 2012).



1.2.6. A sindrome de disfuncdo multiorganica

Antes de existir um consenso, 0 conjunto de alteracdes dos diversos sistemas de 6rgaos
gue eram verificadas no decurso de sépsis ou SRIS recebia diversas designa¢fes, como
faléncia organica multipla ou faléncia organica sequencial. Em 1991, da mesma conferéncia
em que € esclarecido o conceito de SRIS, resulta um conceito que visa descrever estas
alteracbes: a sindrome de disfun¢cdo multiorganica (SDMO), ou MODS (Multiple Organ
Dysfunction Syndrome). Este novo termo revela-se mais apropriado uma vez que sublinha a
incapacidade dos sistemas de 6rgdos em manter a homeostasia, revelada através de um
conjunto de sinais e sintomas progressivos e relacionados entre si (Bone et al., 1992).

O mecanismo desta sindrome é complexo e ainda ndo esta totalmente esclarecido. Ao longo
das décadas foram descritos trés modelos para explicar o inicio da SDMO. O primeiro, one-
hit model em gque a SDMO ¢é a consequéncia de uma Unica agressao inicial, como a sépsis;
0 segundo, o two-hit model, que propde a existéncia de duas agressdes, sendo o0 segundo
de menor magnitude, como uma infe¢cdo do local de cateterizacdo; por fim, o sustained hit
model descreve a SDMO como uma consequéncia de uma agressao continua que néo so é
causadora, como mantém a disfuncdo. Pensa-se que esta sindrome resulta de uma
combinacdo de diversos mecanismos como hipoxia celular, inducdo de apoptose,
translocacdo microbiana a partir do intestino, desregulacdo do sistema imunitario e
disfuncdo mitocondrial. As mais recentes evidéncias apontam a desregulacdo do sistema
imunitario e a consequente disfun¢cdo mitocondrial como os principais culpados. A disfuncéo
mitocondrial e consequente hipoxia citopatica (ou seja, a deficiente utilizacdo de oxigénio
apesar de adequado fornecimento de oxigénio aos tecidos) promovem a alteracdo das
funcbes celulares ou mesmo morte celular. Apesar das consequéncias clinicas negativas,
esta alteracdo da funcdo mitocondrial pode ser uma adaptacdo a inflamacao prolongada,
gue pode reverter-se aquando a recuperacao. No entanto, danos permanentes podem surgir
se esta resposta se mantiver por demasiado tempo (Osterbur, Mann, Kuroki & DeClue,
2014).

Atualmente considera-se que existe SDMO num animal que sofre de sépsis ou SRIS se
apresenta disfuncéo de 2 ou mais sistemas de 6rgaos, distantes do local de inicio da infe¢do
(Sykes, 2014b). Os sistemas mais comumente envolvidos (além da coagulacdo) sdo o
cardiovascular, respiratorio, renal, gastrointestinal, hepético e microcirculatério (Silverstein &
Otto, 2012).

A disfuncdo cardiovascular resulta, muito provavelmente, da acdo das citoquinas pro-
inflamatorias circulantes, da disfungdo mitocondrial resultante e de alteracdes no calcio
intracelular dos cardiomidcitos. Tudo isto promove aumento da permeabilidade endotelial e
diminuicdo da contratilidade cardiaca, com subsequente diminuicdo do débito cardiaco,
podendo levar a choque séptico (Silverstein & Otto, 2012). Num estudo em que foram

incluidos 16 cdes com disfungdo ventricular esquerda induzida por doenca sistémica grave,
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sem histéria prévia de insuficiéncia cardiaca congestiva, mais de metade sofria de doenca
neoplasica ou de sépsis (Nelson & Thompson, 2006).

A Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda (ou ARDS, do inglés Acute Respiratory
Distress Syndrome) é uma forma grave de lesdo pulmonar aguda que pode ocorrer em
pacientes humanos e animais com sépsis ou SRIS. O impedimento das trocas gasosas
nestes pacientes esta associado a leséo epitelial e endotelial e a alteracdes da composicao,
producdo e funcdo do surfactante pulmonar. Tudo isto acaba por promover a infiltracdo do
espaco intersticial e alveolar por liquido e células inflamatérias, tipicamente reconhecida
através de padrbes radiograficos (Silverstein & Otto, 2012). Em pacientes humanos o
desenvolvimento de SDRA (Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda) esta associado a
um risco de mortalidade hospitalar 4 vezes mais elevado (Mikkelsen et al., 2013). Pensa-se
gque a taxa de mortalidade seja mais elevada em pacientes animais (Osterbur et al., 2014).

A lesdo renal aguda (LRA) é uma sequela comum de sépsis e SRIS em pacientes humanos.
Apesar da falta de estudos sobre a incidéncia de LRA em animais com sépsis ou SRIS,
pensa-se que seja pouco frequente. Nao obstante, esta descrito o tratamento bem-sucedido
de uma cadela com LRA andrica secundaria a SRIS por necrose da parede da vesicula biliar
(Hoareau et al., 2014). A LRA em pacientes sépticos deve-se ndo sO6 a necrose tubular
aguda, consequéncia da isquémia renal promovida pela vasoconstricdo da artéria renal e
pela diminuicdo do débito cardiaco, mas também a lesbes de isquémia e reperfuséo,
ativacdo de macréfagos e neutrofilos, alteragbes do metabolismo do mondxido de azoto,
hipoxia citopética e apoptose (Silverstein & Otto, 2012).

A disfunc@o neuroldgica associada a sépsis esta ainda pouco caracterizada. S&o comuns
sinais de alteragdo do SNC como estupor, coma ou convulsbes em pacientes que sofrem de
choque séptico. A influéncia direta das toxinas produzidas pelos agentes infeciosos, a
reducdo do fluxo sanguineo cerebral ou a alteracdo da barreira hematoencefalica podem
estar na sua génese. A incidéncia desta complicacdo em pacientes animais est4 por
determinar (Silverstein & Otto, 2012).

Os sinais de disfuncdo gastrointestinal em pacientes sépticos podem incluir ileus, vémito,
diarreia com sangue , ulceracdo e melena. Podem estar presentes alteracdes subsequentes
como desequilibrios eletroliticos e SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth). O aumento
da permeabilidade da mucosa intestinal € frequente, predispondo a translocacao bacteriana
para a corrente sanguinea (Silverstein & Otto, 2012). Pensa-se que 0s principais
mecanismos responsaveis pela translocacdo bacteriana sejam a alteracdo da microbiota
intestinal e a quebra fisica da mucosa gastrointestinal. Ap6s um estimulo nocivo grave a
microbiota gastrointestinal é imediatamente destruida, permitindo o crescimento gradual de
bactérias patogénicas. A quebra fisica da barreira da mucosa gastrointestinal é
provavelmente provocada pela elevada libertacdo de mediadores inflamatérios e endotoxina,

bem como reducéo e alteracdes na producado das proteinas das jungdes celulares do epitélio
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intestinal (Osterbur et al., 2014). O efeito das citoquinas pro-inflamatorias, a alteracdo do
metabolismo celular e a apoptose tém, mais uma vez, um papel preponderante (Silverstein
& Otto, 2012).

Devido ao importante papel do figado na defesa do organismo, as alterac6es hepaticas
podem contribuir tanto para o inicio como para a progressao da sépsis. A disfuncdo hepatica
pode levar a libertacdo de substancias provenientes da degradacao de bactérias e dos seus
produtos para a corrente sanguinea. Este € o 6rgdo mais afetado no caso dos caes,
podendo estes pacientes apresentar hipoalbuminémia, coagulopatia, hipoglicémia, ictericia,

alteracéo do estado mental e encefalopatia (Silverstein & Otto, 2012).

1.3. Exame Fisico

Os sinais clinicos de sépsis estdo associados aos sinais de SRIS, previamente descritos,
variando conforme a gravidade da doenca e a existéncia, ou ndo, de disfuncéo
multiorgéanica.

Clinicamente, os cdes podem apresentar-se na fase hiperdindmica ou hipodinamica da
sépsis. A fase hiperdindmica é a fase compensatéria caracterizada por febre, membranas
mucosas hiperémicas, taquicardia e pulso hipercinético. A medida que a SRIS progride a
fase hiperdinamica pode dar lugar & fase hipodinamica, associada a descompensacio. E
caracterizada por bradicardia e hipotensdo, membranas mucosas palidas e hipotermia. A
fase hiperdindmica € tida como uma manifestacdo precoce ou menos grave da reacao
inflamatoria sistémica a infecao, enquanto que a fase hipodindmica representa uma situacéo
de morte iminente. Ao contrario do que acontece com caes, 0s gatos ndo aparentam passar
por uma fase hiperdinamica, sendo a instalacdo de choque séptico muito mais precoce
(DeClue & Spann, 2014). Desconhece-se 0 mecanismo que determina esta diferenca
(Costello, 2015).

1.4. Diagnostico

A suspeita de sépsis € confirmada quando o paciente cumpre os critérios clinicos que
permitem identificar SRIS (acima descritos) e € identificada uma fonte de infecéo (Silverstein
& Otto, 2012). Devem ser realizados exames complementares como: hemograma, painel de

analises bioguimicas séricas, urianalise e provas de coagulacao (Silverstein, 2015a).

1.4.1. Alteragdes laboratoriais

A tabela 4 sumariza algumas das alteracdes analiticas possivelmente existentes em animais
gue sofrem de sépsis. As alteracbes hematolégicas mais comuns incluem anemia,
leucocitose e trombocitopénia. A leucocitose com desvio a esquerda e a evidéncia citolégica
de toxicidade dos neutrdfilos indicam que esta em curso um processo inflamatorio

continuado com libertacéo precoce de leucocitos da medula éssea. A trombocitopénia pode
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resultar de aumento da permeabilidade endotelial, sequestro plaquetario ou CID. A anemia
pode ser resultado de perda de sangue por via gastrointestinal, hemdlise, remocéao
prematura pelo sistema reticuloendotelial ou reducédo da producédo de eritrdcitos (Silverstein
& Otto, 2012).

O desenvolvimento de CID € comum em animais com sépsis. Os testes de coagulacdo
demonstram, primeiro, um estado de hipercoagulabilidade e depois, de hipocoagulabilidade,
a medida que a doenca progride. Este ultimo é mais facil de reconhecer clinicamente e
marca o desenvolvimento de CID.

As alteracdes bioquimicas em animais com sépsis podem resultar da doenca que precedeu
0 guadro de sépsis ou a consequéncias da mesma, tal como SDMO (Silverstein & Otto,
2012). As alteracdes observadas podem incluir azotémia, aumento das transaminases
hepaticas, hiperbilirrubinémia ou desequilibrios eletroliticos. Pode verificar-se hiperglicémia
na fase inicial do choque séptico. Apds agravamento do estado clinico pode existir
hipoglicémia, como resultado de gluconeogénese hepatica reduzida ou aumento do
transporte de glucose ndo regulado pela insulina. Pode existir hipoalbuminémia por
diminuicdo da producdo, por aumento da permeabilidade vascular ou devido a elevada
producdo de proteinas de fase aguda. Caes que sofrem de tromboembolismo ao nivel da
musculatura esquelética podem exibir aumentos marcados da creatinina cinase (Sykes,
2014b). Podem efetuar-se outros testes como gasimetria ou medicdo de lactato. Muitos
pacientes desenvolvem acidose metabdlica, que reflete hipoperfusdo dos tecidos e
hiperlactacidémia (Silverstein, 2015a).
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Tabela 4: Alteracdbes hematoldgicas, bioguimicas e hemostaticas possivelmente

encontradas em pacientes sépticos (Silverstein & Otto, 2012; Silverstein, 2015a).

Alteracdes Hematolbgicas

Anemia, aumento do hematdcrito, leucocitose ou leucopénia,
Sépsis ou SRIS aumento de neutrdéfilos imaturos, neutrdéfilos toxicos,
monocitose, tromocitopénia.

Alteracdes Bioguimicas

Doenca subjacente a Hiperglicémia ou hipoglicémia, hiperbilirrubinémia,

SRIS/sépsis . s o L o
. Np - hipoalbuminémia, hiperlactacidémia, hipocalcémia (calcio
Disfuncéo organica o . .
. ionizado), acidose metabdlica.
progressiva

Alteracdes Hemostaticas

Dimeros D aumentados, PDF (Produtos de Degradacéo da
Fibrina) aumentados, TTPA (Tempo de Tromboplastina parcial
ativado) prolongado, TP (Tempo de Protrombina) prolongado,
Antitrombina diminuida, atividade da proteina C-ativada
diminuida.

Coagulacao Intravascular
Disseminada

A uriandlise pode revelar isostenuria devido a perda de capacidade de concentracao,
proteindria devido a lesdo glomerular ou tubular, glicosuria devido a lesédo tubular ou
hiperglicémia, bacteriuria se estiver um curso uma infe¢éo do trato urinario, pidria, hematuria

e cilindruria secundariamente a LRA (Silverstein, 2015a).

1.4.2. Imagiologia

O estudo imagiolégico do abdémen e do térax deve ser efetuado em todos os pacientes
suspeitos de SRIS ou sépsis, pois pode oferecer valiosas pistas no que toca a detecao de
um foco de infe¢cdo ou inflamacdo que esteja na origem do quadro clinico e de lesdes
organicas consequentes (Silverstein, 2015a). A radiografia toracica pode auxiliar o
diagnostico de pneumonia ou SDRA, bem como a identificacao de alteracdes dos espacos
intervertebrais compativeis com disco-espondilite. A ecografia abdominal pode ajudar a
identificar sequelas possivelmente presentes no animal séptico, como tromboembolismo de

diversos 6rgéos, resultando na alteracdo da sua ecogenicidade (Sykes, 2014b).

1.4.3. Identificac&o da Infecéo

A identificacdo de um foco de infe¢é@o e a recolha de tecido ou fluido para cultura e testes de

sensibilidade aos antibiéticos é de grande importancia, ndo sé para o estabelecimento de

um diagndstico definitivo de infecdo como para a adequacdo da antibioterapia, apesar de

poder tornar-se dificii em pacientes com coagulopatia (Silverstein & Otto, 2012).
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Dependendo da suspeita clinica pode colher-se amostras de sangue, fluido de lavagem
broncoalveolar, endotraqueal ou transtraqueal, liquido cefalorraquidiano, fluido intra-
articular, aspirados de 6rgaos, liquido de derrame peritoneal, liquido de derrame pleural e
urina. Sao frequentemente isolados microrganismos aerébios e anaerébios gram-positivos e
gram-negativos, dependendo do material colhido e do local de colheita. A analise das fezes
deve ser considerada em caso de diarreia hemorragica (Silverstein, 2015a).

Além de tudo isto, pode ser realizada a detecéo de acidos nucleicos bacterianos por PCR no
sangue total. A sua utilizacdo em conjunto com a cultura microbiolégica é promissora,
principalmente na identificacdo de microrganismos de crescimento fastidioso (Silverstein,
2015a).

1.4.4. Biomarcadores

E desejavel o reconhecimento precoce da sépsis, uma vez que a mortalidade esta
associada ao desenvolvimento de disfuncdo orgénica, hipotensdo e hiperlactacidémia. A
inespecificidade dos sinais clinicos mais precoces como a taquipneia ou a taquicardia
remete para a nhecessidade de marcadores mais precoces. Biomarcadores séao
mensuracdes bioguimicas ou celulares de um estado ou processo biolégico. Os
biomarcadores ideais de sépsis permitiiam detetar a presenca de infecdo e monitorizar
temporalmente a sua gravidade e a progressdo de sépsis grave para choque séptico. Ao
mesmo tempo, poderiam ser usados para monitorizar a resposta ao tratamento e formular
um prognéstico (Cho & Choi, 2014).

Podem ser divididos em marcadores de infegdo, como LPS ou DNA bacteriano, marcadores
de resposta celular, como moléculas de adesao intercelular, e produtos de células
inflamatdrias e da resposta humoral, como interleucinas (Silverstein & Otto, 2012).

Tanto o TNF-a como a IL-6 tém sido objeto de estudo, tanto no sentido de perceber os
mecanismos que caracterizam a sépsis e a SRIS, como na busca de melhores técnicas de
detecdo da doenca. Estd demonstrado o aumento das suas concentragbes em pacientes
humanos com sépsis ou choque sético (Pinsky et al., 1993; Oberholzer et al., 2005). Animais
em sépsis ou SRIS apresentam niveis de TNF-a (Fransson et al., 2007; DeClue, Sharp &
Harmon, 2012; Ok et al., 2015) e IL-6 (DeClue et al., 2012) significativamente superiores em
comparacao a animais saudaveis.

Outro alvo de muita investigacdo € a CRP. O facto de aumentar cerca de 100 vezes em
resposta a uma agressao (muito mais do que a maioria das proteinas de fase aguda), a sua
rapida regulacdo e a sua curta meia-vida tornam-na promissora na monitorizacdo da
resposta ao tratamento de infecbes (Young, Gleeson & Cripps, 1991). Apesar da sua
inespecificidade para a sépsis (uma vez que 0s seus niveis aumentam em diversos estados
de inflamagé&o ou infecdo) tem sido bastante usada em Medicina Humana na avaliagdo da

gravidade do estado do paciente e na monitorizacdo da resposta a antibioterapia (Vincent,
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Donadello & Schmit, 2011; P6voa, Teixeira-pinto & Carneiro, 2011). Na area da Medicina
Veterinaria, um estudo sobre sépsis e SRIS em cdes demonstrou uma correlacdo entre
niveis progressivamente inferiores de CRP e a velocidade de recuperacdo dos animais,
sugerindo a sua utilizacdo como marcador de prognostico neste contexto (Gebhardt et al.,
2009). De acordo com o potencial deste biomarcador foi desenvolvido um teste rapido para
a medicao da CRP, cujos resultados se revelaram comparaveis com os obtidos através de
ELISA quantitativo (Plickert, Einspanier, Arndt, Brunnberg & Kohn, 2011).

A procalcitonina (PCT) é um precursor da calcitonina, que € secretada na glandula tiréide
em individuos saudaveis para regulacédo da concentracdo plasmatica de calcio. Em caso de
infecio a PCT é secretada de diversos tecidos, como o pulmonar, hepético, renal,
pancreatico, esplénico ou adiposo (Cho & Choi, 2014). Num estudo de meta-analise
relativamente recente a PCT revelou-se Util na distincdo entre sépsis e SRIS de origem ndo
infeciosa (Wacker, Prkno, Brunkhorst, & Schlattmann, 2013). A sua utilidade na area da
Medicina Veterinaria esta, ainda, pouco estudada (Silverstein & Otto, 2012).

Outros mediadores da resposta inflamatéria, mais tardios, sdo o HMGBl1 e o MIF
(Macrophage Migration Inhibitory Factor). Ambos se verificaram aumentados em pacientes
humanos com sépsis ou choque séptico (Bozza et al., 2004; Sundén-Cullberg et al., 2005),

podendo fornecer informacgdes relevantes quanto ao prognéstico (Cho & Choi, 2014).

1.5. Tratamento
O estado clinico de pacientes com SRIS ou sépsis pode mudar rapidamente. Como tal,
podem ser necessarios ajustes frequentes do tratamento. A monitorizagdo deve ser muito

frequente (Silverstein, 2015b).

1.5.1. Fluidoterapia

Pacientes com SRIS ou sépsis sofrem frequentemente de hipoperfusdo sistémica. A
otimizacdo da funcéo cardiovascular através de fluidoterapia adequada promove a reposicéo
da perfuséo dos tecidos e minimiza sequelas decorrentes da isquémia (tabela 5). Embora a
fluidoterapia agressiva seja essencial ao aumento do débito cardiaco é necesséario adequar
a mesma as necessidades do paciente, por forma a evitar os danos causados por
sobrecarga de fluidos. Os fluidos a ser utilizados podem ser cristaloides isotonicos,
cristaloides hipertonicos, coloides sintéticos ou componentes sanguineos (Silverstein,
2015b).
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Tabela 5: Tipos de fluidos usados para a reposi¢do e manutencdo da circulacdo sanguinea,
segundo Silverstein & Otto (2012) e Silverstein (2015b).

Tipo de Fluido

Cristal6ides

isoténicos

Cristal6ides

hiperténicos

Coloides

sintéticos

Albumina

humana

Albumina
canina
Plasma fresco

congelado

Concentrado de

eritrocitos

Sangue total

Dose

Céo: até 90 ml/kg, em bolus
repetidos de 20 ml/kg

Gato: até 60 ml/kg, em bolus
repetidos de 10 ml/kg

3-5 ml/kg, a uma velocidade
nao superior a 1 ml/kg/minuto
Cao: 5-20 ml/kg, em bolus
repetidos de 5 ml/kg

Gato: 5-10 ml/kg, em bolus
repetidos de 3-5 ml/kg
Calcular défice de albumina
(em g):

10 x (concentracdo desejada
de albumina - concentracéo
de albumina do paciente) x

peso-vivo(kg) x 0.3
1-2 g/kg/dia

10-15 mil/kg a medida do

necessario

10-15 ml/kg

20 — 25 ml/kg

Recomendacdes

Para reposicdo do volume intravascular e
intersticial. Pode causar edema em animais com
aumento de permeabilidade capilar ou baixa
pressado oncotica.

N&o repetir a administracdo, devido a risco de

hipernatrémia.

Para reposicdo do volume vascular e presséo
oncética. Particularmente benéficos em caso de
hipoproteinémia. Podem provocar coagulopatias,
hemodiluicdo e LRA.

Para  hipoalbuminémia  grave.  Monitorizar
frequentemente devido a possibilidade de reagéo
imediata ou retardada. Administrar uma Unica

vez.

Poucos estudos. Usar com precaucao.

Para colmatar deficiéncias em fatores de
coagulacdo e aumentar pressdo oncética.

Utilizar se perda de sangue grave, hemdlise ou
anemia. Para promover elevacao do hematocrito
em 10-15%.

Para tratamento de anemia, trombocitopénia,
deficiéncias fatores de

em coagulacdo e

aumentar pressao oncotica.

1.5.2. Utilizac&o de farmacos vasopressores e inotropicos positivos

Pacientes com SRIS ou sépsis podem apresentar hipotensdo apesar da fluidoterapia de

reposicdo de volume. Nestes casos, 0 paciente pode beneficiar de terapéutica com

vasopressores. A decisdo de iniciar a terapéutica é tomada se os défices de volume

estimados ja tiverem sido repostos, se mantiver vasodilatacdo (membranas mucosas

hiperémicas e extremidades quentes), se o exame ecocardiograficos confirmar volumes

intraventriculares adequados e se houver normalizagdo da pressdo venosa central
(Silverstein, 2015b).
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A maioria dos farmacos vasopressores € administrada em infusdo continua. Inicialmente, é
frequentemente usada a dose minima recomendada, com reajustes a cada 15 a 30 minutos
consoante a resposta do paciente. Pretende-se uma pressao arterial média de 65 a 70
mmHg. Alguns exemplos destes farmacos sao a dopamina, a dobutamina, a norepinefrina e

a vasopressina (Silverstein, 2015b).

1.5.3. Antibioterapia

A antibioterapia é um dos pilares do tratamento da sépsis, a par do tratamento de suporte,
pois permite o tratamento da sua causa subjacente, ou seja, a infecdo. Em cées esta
demonstrado que a antibioterapia empirica é benéfica (Silverstein, 2015b). Num estudo que
incluia cdes com sépsis de origem abdominal demonstrou-se que a existéncia e aplicacdo
precoce de um protocolo de antibioterapia adequado resultam no aumento da taxa de
sobrevivéncia em 10% (Abelson, Buckley, & Rozanski, 2013). Uma vez colhidas amostras
dos locais suspeitos de infecdo, e enquanto ndo se obtém os resultados de testes de
sensibilidade, deve iniciar-se antibioterapia de largo espectro. A antibioterapia empirica deve
ser eficaz contra microrganismos gram-positivos, gram-negativos e anaerébios. Alguns
exemplos de combinacdes de antibidticos sdo: Ampicilina e Enrofloxacina, Ampicilina e

Amicacina, Clindamicina e Cefotaxime, e Clindamicina e Enrofloxacina (Silverstein, 2015b).

1.5.4. Protecéo gastrointestinal

E comum ocorrer disfuncdo e hemorragia gastrointestinal secundariamente a SRIS ou
sépsis. A diminui¢do da perfusdo da mucosa gastrointestinal pode resultar em hipersecre¢éo
de &cido gastrico, secrecao insuficiente de muco e ulceragdo. Para minimizar estes efeitos
esta recomendada a utilizacdo de antieméticos (como Ondasetron ou Maropitant), antidcidos
(como Omeprazol ou Famotidina) e pro-cinéticos (como a Metoclopramida), bem como
implementacédo de nutricdo parenteral precoce (Silverstein, 2015b).

1.5.5. Cuidados pés-estabilizacdo

Uma vez estabilizado o estado clinico do paciente, devem ser abordadas as suas
necessidades nutricionais. A nutricdo entérica deve ser instituida, se for bem tolerada, para
a saude das vilosidades gastrointestinais, diminuicdo da translocacdo bacteriana e
estimulacdo da motilidade. Deve considerar-se a nutricdo parenteral se a anterior resultar

em vomito, nausea, diarreia ou dor abdominal (Silverstein, 2015b).

1.6. Progndstico
O prognéstico é, na maioria das vezes, reservado. Depende do tipo de doenca subjacente a
sépsis ou SRIS, do sucesso no tratamento dessa doenga e da resposta do paciente a

terapéutica (Silverstein, 2015b). A taxa de mortalidade descrita € bastante elevada, mesmo
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com cuidados intensivos (Burkitt, Haskins, Nelson & Kass, 2007; Bentley, Otto & Shofer,
2007). A taxa de mortalidade € maior quanto mais grave e extensa for a disfuncéo organica
(Kenney et al., 2010). A manutencdo de pressao arterial e das concentracdes de albumina
em niveis adequados esta associada a melhor prognéstico. (Bentley et al., 2007). As causas
mais comuns do agravamento do quadro clinico, independentemente da intensidade do
tratamento instituido, sdo alteracdes de coagulacdo, SDMO e lesdo pulmonar aguda
(Silverstein, 2015b).

A investigacgéo cientifica tende a caminhar para a descoberta de novos testes de diagndstico
e novas opcdes terapéuticas, tendo em vista o aumento das hip6teses de sobrevivéncia

destes pacientes (Silverstein & Otto, 2012).
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2. Parvovirose canina

2.1. A Parvovirose como modelo natural de sépsis

Ao longo de décadas tém sido usados modelos animais para melhor compreender os
mecanismos da sépsis. Os primeiros foram modelos de endotoxémia, geralmente provocada
pela inoculagdo intravenosa de LPS. Originalmente desenhados para estudar a
fisiopatologia, foram depois utilizados para estudos preliminares de novas terapéuticas. No
entanto, apesar de muitos deles terem apresentado resultados promissores, 0s mesmos
resultados néo se verificaram em ensaios clinicos de tratamento de pacientes humanos com
sépsis (Otto, 2007). Quando comparados com modelos de infecdo natural ndo se
demonstraram bons modelos por ndo mimetizarem adequadamente as alteragbes que
ocorrem em pacientes sépticos (Remick & Ward, 2005).

A técnica de laqueacéo e perfuracdo do ceco em ratinhos é considerada a mais correta para
a investigacdo em sépsis. No entanto, tem limitacdes relevantes, como o tamanho pequeno
dos animais, a sua reduzida esperanca média de vida, a falta de diversidade de idade e de
género (uma vez que sao quase exclusivamente usados machos jovens) e a elevada
semelhanga genética entre animais (Fink, 2014).

Os modelos caninos espontaneos de sépsis tém alguns aspetos em comum com o modelo
humano. Entre eles, o facto de a sépsis poder ter origens muito diversas e o facto de a
inflamacdo resultar em alteracbes metabodlicas e hemodindmicas complexas. O trato
gastrointestinal € uma das fontes mais comuns de infecdo (Nguyen et al., 2006), a
semelhanca do que acontece no caso do céo (Laforcade et al., 2003). Este animal exibe a
resposta inicial hiperdindmica, a semelhanca dos seres humanos (Natanson et al., 1986).
Finalmente, a populagcdo de cdes que sdo hospitalizados por doencas associadas a
ocorréncia de sépsis apresenta diversidade genética e de género, e o objetivo da
intervencdo médica é a sobrevivéncia (Otto, 2007).

A Parvovirose canina € uma doenca que predispde a ocorréncia de sépsis de origem
gastrointestinal. Apesar da natureza viral do insulto inicial, a mortalidade da doenca esta
associada a perda de integridade da mucosa intestinal, translocacdo bacteriana, sépsis e
choque (Mylokanis et al., 2016). Estudos com animais naturalmente infetados com CPV
poderiam fornecer informacdo acerca de casos de sépsis com origem na perda de
integridade da mucosa intestinal. E uma doenca de diagnostico facil, o que se torna
vantajoso tendo em vista um ensaio clinico (Otto, 2007).

E reconhecido o papel da predisposicdo genética em pacientes humanos (Villar et al., 2004;
Maio, Torres, & Reeves, 2005) e essa predisposicdo pode aplicar-se aos caes, ja que
algumas ragas podem ser mais gravemente afetadas pelo CPV (Glickman et al., 1985;
Houston et al., 1996).

O estado de hipercoagulabilidade que é caracteristico do quadro clinico de sépsis, como

esclarecido anteriormente, pode ser comparavel ao que acontece em caes com Parvovirose.
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Num estudo prospetivo, 100% dos céaes com Parvovirose exibiam sinais de
hipercoagulabilidade (Otto, Rieser, Brooks & Russell, 2000).

Também parecem existir semelhancas entre cdes com Parvovirose e pacientes humanos
com sépsis no que toca as alteracdes na producdo de mediadores inflamatérios e na sua

importancia na progresséo da doenca.

2.2. Etiologia e Epidemiologia

2.2.1. Histéria e Subtipos

A Parvovirose canina € a gastroenterite de transmissdo viral mais comum e uma das
doencas infeciosas mais frequentes em cachorros. Estdo descritas infe¢cbes naturais em
cades domésticos (Canis familiaris), no cao-do-mato (Speothos venaticus), no coiote (Canis
latrans), no lobo (Canis lupus), na raposa caranguejeira (Cerdocyon thous) e no lobo-de-
crina (Chrysocyon brachyurus) (Greene & Decaro, 2012).

E causada por variantes do Parvovirus canino-2 (CPV-2, de Canine Parvovirus-2),
pertencentes ao género Parvovirus, familia Parvoviridae. Os Parvovirus sdo virus de
pequena dimensdo, sem envelope, com o0 seu material genético na forma de uma cadeia
simples de DNA (Sykes, 2014a). O CPV-2 emergiu pela primeira vez em 1978, nos Estados
Unidos e na Australia. A sua origem nado esta bem esclarecida mas pensa-se que tera tido
origem a partir de mutacdes sofridas por um virus antigenicamente semelhante proveniente
de um carnivoro silvestre (Goddard & Leisewitz, 2010). Devido & sua semelhanca com o
FPV (Parvovirus Felino) pensa-se que possa ser uma variante do mesmo, adaptada a
diferentes hospedeiros. Em meados dos anos 70 e 80, o virus CPV-2 foi rapidamente
substituido pelas suas variantes CPV-2a e CPV-2b (Yesilbag, Yilmaz, Ozkul, & Pratelli,
2007). Na década de 2000 foi identificada uma nova variante, o CPV-2c, que esta
disseminada em alguns paises europeus, homeadamente Portugal, Itdlia e Alemanha. O
virus continua a sofrer mutacfes e tém sido descritos diversos virus mutantes (Zhou, Zeng,
Zhang & Li, 2017).

Em Portugal ndo foi detetada a variante CPV-2a mas as variantes CPV-2b e CPV-2c
revelaram-se igualmente distribuidas (Decaro et al., 2007).

Apesar de existirem dlvidas quanto a sua origem, espalhou-se muito rapidamente pelo
mundo inteiro (Carmichael, 2005). Tem o seu material genético conservado na forma de
DNA mas, apesar disso, o CPV tem uma elevada taxa de mutacdo genética tornando-o,
nesse aspeto, muito semelhante a um virus RNA (Shackelton, Parrish, Truyen & Holmes,
2005).

2.2.2. Persisténcia no Meio Ambiente
O CPV-2 é um virus extremamente contagioso, ubiquitario e extremamente resistente no

meio-ambiente, podendo permanecer infetante por 5-7 meses (Pollock & Coyne, 1993). A
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maioria das infe¢des resulta do contacto com fezes contaminadas presentes no ambiente.
Insetos e roedores podem atuar como vetores, da mesma forma que diversos objetos ou
equipamentos incorretamente higienizados depois da sua utilizacdo (usados em tratamentos
médico-veterinarios ou tosquias) podem atuar como fomites, uma vez que o0 virus pode

sobreviver no pélo durante longos periodos de tempo (Greene & Decaro, 2012).

2.3. Suscetibilidade

Entre animais suscetiveis € bastante comum o desenvolvimento de doenca grave, com
elevadas taxas de mortalidade (Greene & Decaro, 2012). Apesar de bastante estudados, os
fatores que afetam a predisposi¢cdo dos cées para o desenvolvimento de doenca causada
pelo CPV ainda ndo estdo bem esclarecidos e séo, alguns deles, algo controversos. A
replicacdo celular é essencial para a replicacdo viral. Por este motivo, 0 virus tem um
elevado tropismo para tecidos em que as células se repliquem muito rapidamente, como 0s
enterdcitos. Deste modo sdo maioritariamente afetados cdes muito jovens (Lamm &
Rezabek, 2008), quase exclusivamente entre as 6 semanas e 0s 6 meses de idade.

Os animais tornam-se muito mais suscetiveis a partir do momento em que 0s anticorpos
maternos (MDA, Maternally Derived Antibodies) deixam de estar presentes em titulos
capazes de conferir protecéo (Pollock & Coyne, 1993). A idade em que os MDA deixam de
conferir prote¢cdo € muito varidvel, podendo ocorrer cerca das 6 semanas em cachorros
filhos de cadelas com baixos titulos de anticorpos anti-CPV-2 ou muito mais tarde em
cachorros cujas maes exibem titulos elevados de anticorpos (Greene & Decaro, 2012). Os
MDA constituem a principal e mais precoce protecdo contra o virus, apesar de poderem
interferir com os protocolos de vacinagdo por vezes empregues (Vila Nova & Gil, 2017).
Apesar de ser improvavel a manifestacdo de sinais clinicos de Parvovirose em animais com
titulos de MDA superiores a 80 unidades HI (haemagglutination inhibiting ou inibicdo de
hemaglutinagédo) esta demonstrado que cées com titulos de MDA entre 80 e 160 unidades
HI podem sofrer infecdo sem sinais clinicos evidentes da doenca, com replicagdo viral ao
nivel dos enterdcitos, ocorrendo excrecdo do virus infetante nas fezes (Decaro, Campolo &
Desario, 2005).

O estado vacinal dos animais é preponderante. Houston, Ribble, & Head (1996)
documentam que a probabilidade de infecdo € 12.5 vezes superior em caes nado vacinados.
No mesmo estudo verificaram que apos os 6 meses de idade o risco de desenvolvimento de
Parvovirose foi duas vezes superior em relagéo a fémeas inteiras.

A influéncia do género na predisposicao a infecao pelo virus € algo controversa, bem como
a influéncia da raca. Existem estudos que documentam uma maior prevaléncia da infecéo
em caes de raca, mas nunca foi solidamente demonstrada uma maior prevaléncia numa
raca em particular (Kalli et al., 2010). E sugerida uma maior predisposicdo em Rottweilers,

Doberman Pinschers, Malamutes do Alaska, American Pit Bull Terriers, Labrador Retrievers,
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American Staffordshire Terriers e Pastores Alemdes, e uma menor predisposicdo no
Caniche Toy e em Cocker Spaniels, quando comparados com cdes de raca indefinida
(Houston et al., 1996; Glickman, Domanski, Patronek, & Visintainer, 1985). No entanto, esta
relacdo € muitas vezes apontada como o resultado de uma sobrerepresentacdo destas
racas (nomeadamente Rottweilers e Doberman Pinschers) em estudos norte-americanos.
Da mesma forma, a aparente dete¢cdo de um maior nimero de casos de Parvovirose em
caes de raca pode dever-se as condicbes de sobrepopulacdo a que estes sao, por vezes,
sujeitos antes de serem adotados, em relacdo a maioria dos cées de raca indefinida (Kalli et
al., 2010).

2.4. Patogenia da Infegéo

O Parvovirus canino dissemina-se rapidamente entre cées através da exposi¢cao, por via
oronasal, a fezes contaminadas (emitidas por cédes infetados). A replicacdo viral comeca no
tecido linfoide da orofaringe, linfonodos mesentéricos e timo. A virémia institui-se 1 a 5 dias
apos a infecdo. O virus infeta predominantemente o tecido epitelial que reveste o trato
gastrointestinal (lingua, mucosa oral e esofagica e principalmente as criptas intestinais ao
nivel do intestino delgado) e o tecido linfoide do timo, linfonodo e medula 6ssea. Também
pode ser isolado a partir de tecido pulmonar, esplénico, renal e miocardico. Ao infetar as
células epiteliais germinais que se desenvolvem nas criptas intestinais o virus impede o seu
normal desenvolvimento e migracdo para o topo das vilosidades intestinais, onde
normalmente adquirem as capacidades absortivas que lhes permitem participar na absorgéo
de nutrientes. Desta forma, a renovacao celular normal do epitélio fica comprometida e as
vilosidades intestinais ndo se desenvolvem corretamente. Por consequéncia, ficam
comprometidas também as funcbes de absorcdo de nutrientes e a barreira gastrointestinal.
O CPV-2 também destroi as células percursoras dos leucdécitos circulantes, o que resulta em
neutropénia e linfopénia num grande nimero de animais infetados. A quebra da barreira
protetora da mucosa intestinal permite a translocacdo de microbiota intestinal e o
estabelecimento de infecbes bacterianas secundarias que frequentemente evoluem para
quadros de bacteriémia, endotoxémia e coagulagéo intravascular disseminada (CID). A
morte, consequéncia de disfuncdo multiorgénica, pode ser tdo precoce como 2 dias apds o
estabelecimento de doenca clinica evidente (Greene & Decaro, 2012).

A excrecdo do CPV-2 comeca no terceiro ou quarto dia apés a exposicao, geralmente antes
do aparecimento de quaisquer sinais clinicos evidentes. Estudos levados a cabo com
técnicas de ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent assay) demonstraram que o virus é
libertado em grandes quantidades nas fezes de animais doentes durante um maximo de 7 a
10 dias ap6s a inoculacdo. No entanto, através da técnica de RT-PCR (Real-Time
Polymerase Chain Reaction) foram detetadas as trés variantes de CPV-2 em fezes de caes

infetados véarias semanas apo0s a infecdo (Decaro et al., 2005). O desenvolvimento de
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imunidade humoral local (a0 nivel da mucosa intestinal) €, muito provavelmente,
determinante para o fim da excrecdo viral através das fezes. O seu estabelecimento é
bastante precoce, sendo atingidos titulos detetaveis de anticorpos cerca de 3 a 4 dias apos
o estabelecimento da infecdo, podendo manter-se estaveis durante pelo menos 1 ano
(Greene & Decaro, 2012). Se os animais sobrevivem a doenc¢a a imunidade adquirida é
frequentemente duradoura, protegendo o animal contra o virus para o resto da sua vida
(Pollock & Coyne, 1993).

2.5. Exame Fisico e Historia Clinica

O quadro clinico é muito variavel entre os cées que contraem Parvovirose, sendo possiveis
a infecdo inaparente e a doenca aguda e fatal. A infegdo subclinica € a que ocorre na
maioria dos caes, principalmente em cdes que exibem titulos de MDA que protegem da
doenca clinica mas néo da infegdo (Greene & Decaro, 2012). A gravidade dos sinais clinicos
depende da estirpe viral envolvida e da imunidade do hospedeiro, que pode variar
consoante a sua exposicdo a fatores de stress, tais como o desmame ou presenca de
infegcBes concomitantes por outros virus ou por parasitas do trato gastrointestinal (Greene &
Decaro, 2012).

Os sinais clinicos mais comuns sao vomito grave e incoercivel, diarreia (muitas vezes
sanguinolenta) e desidratacdo. Ao exame fisico os cachorros apresentam frequentemente
hipertermia (até 41°C), letargia, fraqueza, desidratacdo e abdoémen muito brando a palpacao,
sendo possivel, por vezes, detetar liquido no interior das ansas intestinais ou uma massa
tubular, que frequentemente indica invaginacdo intestinal. Alguns cées podem exibir
mucosas palidas, aumento do tempo de replecédo capilar e hipotermia. A historia clinica
revela inapeténcia, vomito incoercivel e diarreia liquida, muitas vezes sanguinolenta e de
cheiro nauseabundo. A diarreia pode tornar-se evidente a partir da presenca de fezes
liqguidas ou sangue no perineo ou no termOometro. Podem estar presentes sinais
neurolégicos devido a hipoxia secundaria a miocardite, hipoglicémia, tromboembolismo
intracraniano ou hemorragia. Posto isto, deve considerar-se infecdo concomitante pelo virus
da esgana (Sykes, 2014a).

Alguns cdes podem desenvolver miocardite viral mediante infecdo in utero ou antes das 6
semanas de idade. Raramente resistem a infecdo e toda a ninhada esta afetada. Os sinais
de disfuncéo cardiaca podem ser precedidos de sinais clinicos gastrointestinais ou nao.
Pode ocorrer morte subita, sem doenca prévia aparente, ou podem existir sinais evidentes
de insuficiéncia cardiaca congestiva. A doenca miocardica por CPV tem-se tornado cada
vez menos comum devido ao aumento da pressao de vacinacdo ao longo das Ultimas
décadas. Deste modo, o elevado titulo de MDAs previne a infecdo neonatal, quando a
replicacdo do tecido miocardico ocorre a maior velocidade e esta, por isso, mais sujeito a

infec&o viral. Por vezes séo detetados casos de miocardite viral em cachorros que ndo séo
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amamentados corretamente ou em filhos de fémeas que vivem em ambiente isolado, ndo
vacinadas. Da mesma forma, ndo é comum a infecdo generalizada em cachorros recém
nascidos, com hemorragia e necrose dos tecidos: cerebral, hepatico, pulmonar, renal,
linfoide e gastrointestinal (Greene & Decaro, 2012).

Animais em choque séptico podem apresentar-se taquicardicos ou bradicardicos, com
alteracdo do estado mental e com pulso fraco. Apesar de menos comuns, podem ser

observados sinais neurol6gicos como tremores e convulsdes (Sykes, 2014a).

2.6. Diagnostico

2.6.1. Exames complementares

2.6.1.1. Alteracdes laboratoriais

Ao hemograma é frequente uma leucopénia grave, devido a neutropénia. Esta ocorre nao s6
devido a infecdo da medula 6ssea, mas também devido ao sequestro de neutréfilos no
tecido gastrointestinal (Sykes, 2014a). No entanto, a contagem leucocitaria pode encontrar-
se dentro de valores normais devido a linfopénia induzida pelo virus e a neutrofilia
promovida por infe¢cdes bacterianas secundéarias (Greene & Decaro, 2012). Pode existir
trombocitose ou, mais raramente, trombocitopénia. Alguns cachorros desenvolvem anemia
devido a perda de sangue através do intestino. Esta pode ser ndo regenerativa ou tornar-se
regenerativa (Sykes, 2014a).

Podem ocorrer alteragcdes na analise do perfil bioquimico, tais como hipoproteinémia,
hipoalbuminémia ou hipoglicémia (estda também descrita a ocorréncia de hiperglicémia
ligeira). Podem também estar presentes desequilibrios eletroliticos como hiponatrémia,
hipoclorémia ou hipocaliémia. A desidratacdo grave por vezes presente pode resultar em
azotémia. Caes que desenvolvem sépsis podem ter hiperbilirrubinémia e aumento das
transaminases hepéticas (Sykes, 2014a).

Um pequeno numero de animais desenvolve alteragbes no perfil de coagulacdo. Essas
alteragbes podem incluir o aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada, diminuigdo
da atividade da antitrombina ou aumento da concentracdo sérica de fibrinogénio. Apesar de
tudo, ainda ndo é completamente claro o efeito direto desta doenca infeciosa na coagulacdo
(Sykes, 2014a).

2.6.1.2. Imagiologia

O estudo radiografico do abdémen € (til para descartar a presenca de corpos estranhos. A
ultrassonografia é indispensavel para a confirmacdo de invaginacao intestinal ou para o
reconhecimento de derrame peritoneal. Ambos os exames podem ajudar no reconhecimento
de alteracdes inespecificas como a presenca de fluido ou gas no interior das ansas
intestinais, hipomotilidade ou diminuicdo da espessura das camadas da parede intestinal
(Mylokanis, Kalli & Rallis, 2016).
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2.6.2. Exames microbiol6gicos

2.6.2.1. Detecéao de Anticorpos anti-CPV

Pode recorrer-se a quantificacdo de anticorpos anti-CPV no soro de animais afetados
através de inibicdo de hemaglutinacdo, ou a sua medicdo semiquantitativa através de um
teste ELISA. No entanto, uma vez que muitos caes sao seropositivos devido a exposi¢ao
prévia ao virus, infecdo subclinica, persisténcia de MDAs ou vacinagdo um resultado
positivo ndo diagnéstico de infecéo ativa por CPV-2. Apesar disso, 0S ensaios quantitativos
podem ser Uteis na quantificacdo de MDAs, com o objetivo de determinar qual 0 momento
mais indicado para iniciar o protocolo vacinal ou para verificar se 0s anticorpos vacinais

estdo presentes em niveis protetores no final do mesmo (Mylokanis et al., 2016).

2.6.2.2. Detecdo de antigénio fecal

A detecdo de antigénio viral nas fezes pode ser feita através de testes rapidos de
imunocromatografia, sendo necessaria apenas uma zaragatoa retal para obter resultados
rapidamente. Este € um dos meios de diagnéstico mais usado pela sua elevada
especificidade, facilidade de utilizacdo e baixo custo. A especificidade excede os 90%. No
entanto, a sensibilidade varia entre 16% e 80% consoante 0s Varios testes disponiveis no
mercado e a técnica utilizada como gold standard, que pode ser a detecdo por PCR ou por
imunomicroscopia electronica (Mylokanis et al., 2016; Sykes, 2014). A ocorréncia de falsos-
negativos estd geralmente associada a infecdo recente, a excre¢do diminuida ou
intermitente, & acdo de anticorpos neutralizantes no limen intestinal (que aprisionam o
antigénio e o tornam nao detetavel), ao efeito diluidor da diarreia e a formacao de complexos
antigénio-anticorpo. A vacinagdo recente com vacinas vivas modificadas pode,
teoricamente, estar relacionada com a ocorréncia de resultados falsos-positivos (Mylokanis
et al., 2016). Apesar de estar demonstrado que estes testes rapidos ndo detetam excrecéo
viral em cdes saudaveis recentemente imunizados com vacinas vivas modificadas (Decaro
et al., 2014), a ocorréncia de resultados falsos-positivos entre 4-10 dias apds a inoculagéo
vacinal é referida por fabricantes (Zoetis, 2017). Também € possivel a detecdo de antigénio
fecal através de ELISA. No entanto, este método esta associado a menor sensibilidade
(Desario et al., 2005; E. Mylokanis et al., 2016).

2.6.2.3. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Estdo disponiveis no mercado diversos servicos de diagnéstico por PCR para detecdo das
variantes de CPV-2. O material genético viral pode ser detetado nas fezes em
concentracdes tdo baixas quanto 1000 copias de DNA por miligrama de fezes. Esta técnica
€ extremamente Util quando os testes rapidos tém resultados negativos mas a infecao por
CPV continua a ser a principal suspeita (Mylokanis et al., 2016; Sykes, 2014). Apesar desta

enorme vantagem, pode haver amplificacdo eficiente do DNA viral extraido de fezes de
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animais sem sinais de gastroenterite ou com diarreia cronica. Além disso, € possivel a
detecdo de DNA viral nas fezes de cées saudaveis imunizados recentemente com vacinas
vivas modificadas, embora em menor quantidade em relacéo aos titulos verificados em caso
de infecdo natural (Decaro et al., 2014). De futuro, a quantificacdo do virus nas fezes ou no
sangue através de real-time PCR pode ajudar na diferenciacdo entre cdes recentemente

vacinados ou naturalmente infetados (Mylokanis et al., 2016).

2.6.2.4. Teste de Hemaglutinacéao

O Parvovirus canino promove aglutinacdo dos eritrécitos. Por conseguinte, a sua presenca
nas fezes pode ser detetada com um teste de hemaglutinacdo que envolve a mistura de
uma suspensao de fezes com eritrocitos de origem suina numa lamina. A aglutinacdo dos
eritrécitos indica a presencga do virus nas fezes, embora este teste ndo seja especifico para
esta doenca. Tem uma baixa sensibilidade, provavelmente devido a presenca de anticorpos
neutralizantes nas fezes. Estudos demonstram que, em alguns animais cujas fezes foram
submetidas ao teste de hemaglutinagéo, e em que esse teste foi positivo fraco ou negativo,
a detecao por PCR revelou a presenca de DNA viral em quantidades consideraveis (Desario
et al., 2005).

2.7. Tratamento

O tratamento é essencialmente de suporte e de combate contra infe¢cdes bacterianas
secundarias, estando assente nos seguintes pilares: fluidoterapia, antibioterapia, tratamento
antiemético e suporte nutricional (Mylokanis et al., 2016). A instituicdo de fluidoterapia
adequada e a manutencdo de niveis apropriados de glicémia sdo os aspetos mais
importantes do tratamento. Quando possivel, o paciente deve ser hospitalizado em

isolamento.

2.7.1. Fluidoterapia

A manutencdo de hidratacdo e presséo oncoética adequadas, através de fluidoterapia por via
intravenosa, bem como a correcdo de desequilibrios eletroliticos e acido-base sdo da maior
importancia. Regra geral, o fluido de primeira escolha para a reposicéo inicial do volume
sanguineo e da hidratacdo é uma solucao cristaloide isoténica como, por exemplo, o Lactato
de Ringer. Os fluidos escolhidos podem ser suplementados com Cloreto de Potassio para
manter a normocaliémia ou tratar a hipocaliémia. Pode ser necessaria, também, a
suplementacdo com dextrose, ja que a hipoglicémia é frequentemente verificada nestes
pacientes. A glicémia deve ser medida uma a duas vezes por dia (Mylokanis et al., 2016).

A taxa de fluidoterapia deve ser calculada de acordo com as necessidades de manutencéo,
a desidratacdo, o peso do animal e as perdas estimadas, com o objetivo de melhorar

determinados parametros clinicos como o tempo de replecéo capilar (TRC), a qualidade do
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pulso, a cor das mucosas ou a pressao arterial média. Nos casos em que ndo existe
evidéncia de choque hipovolémico a hidratacdo pode ser restabelecida ao longo de 12 a 24
horas, e ao longo de 1 a 2 horas em caso de hipovolémia grave. Os coloides também estédo
indicados na presenca de edema periférico, hipoalbuminémia ou hipoproteinémia. Pode ser
administrado plasma fresco, uma vez que contém albumina, fatores de coagulacdao e
anticorpos. O seu custo elevado e disponibilidade por vezes reduzida podem impossibilitar a

sua administragéo (Mylokanis et al., 2016).

2.7.2. Antibioterapia

Deve ser administrado parenteralmente um farmaco ou combinagdo de farmacos
antimicrobianos de largo espectro, devido ao elevado risco de sépsis associado a quebra da
barreira intestinal e devido a neutropénia, muitas vezes graves. Por exemplo, amoxicilina ou
ampicilina como agentes Unicos ou em combinacdo com metronidazol, ou cefoxitina
(Australian Infectious Diseases Advisory Panel [AIDAP], 2013; Mylokanis et al., 2016).

2.7.3. Tratamento anti-emético

Pode ser administrada Metoclopramida (um antagonista dos recetores dopaminérgicos) em
cdes com vOmito grave. O seu efeito pro-cinético exige uma especial vigilancia, de forma a
prevenir ou detetar precocemente invaginacdes intestinais. Os antagonistas da serotonina
Ondasetron ou Dolasetron podem ser usados com sucesso em casos de vomito incoercivel.
O maropitant (um antagonista dos recetores da neurocinina-1) é uma escolha extremamente
popular, que previne o vémito causado quer por estimulacdo central, quer por estimulacéo
periférica. Os primeiros previnem o vomito estimulado por apenas uma das vias (Mylokanis
et al., 2016).

2.7.4. Suporte nutricional

A instituicBo precoce de nutricdo entérica via cateter nasoesofagico estd associada a
melhoria da integridade da mucosa intestinal e maior rapidez de reparacdo da mesma e, por
conseguinte, a menor possibilidade de translocacdo bacteriana. Raramente € necesséria a

administracdo de nutrientes por via parentérica (Mylokanis et al., 2016).

2.7.5. Analgesia

A dor abdominal provocada pela enterite grave deve ser tratada adequadamente, pois é um
fator agravante da perda de apetite. Podem ser usados buprenorfina, um agonista parcial
dos recetores opibdides W; ou butorfanol, um antagonista dos recetores opioides K com
afinidade para os recetores opidides p (Mylokanis et al., 2016; British Small Animal

Veterinary Association, 2014). O maropitant, utilizado como antiemético, € um inibidor da
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substancia P, um mediador da dor visceral. Desta forma, € possivel que tenha alguma agéo

algésica na dor de origem gastrointestinal (Mylokanis et al., 2016).

2.8. Prognostico

O prognéstico é variavel consoante a gravidade da doenca e a disponibilidade econémica
dos donos, ou seja, se podem ou ndo pagar o tratamento adequado, geralmente
dispendioso (Sykes, 2014a). Estudos acerca da influéncia de varios fatores na progresséo
da doenca reportam um tempo de hospitalizacdo médio de aproximadamente 6 dias
(Mantione & Otto, 2005 ; Mylokanis et al., 2016). As taxas de sobrevivéncia podem ser muito
elevadas (na ordem dos 90%) em centros de tratamento especializado, sendo mais baixas
em centros de cuidados primarios (Savigny & Macintire, 2010).

A auséncia de leucopénia ou linfopénia significativas nas 24 horas ap6s internamento é um
fator de bom prognéstico, com um valor preditivo positivo de sobrevivéncia de 100%. A
presenca de leucopénia e/ou neutropénia e linfopénia no momento do internamento € um
fator de pior prognédstico, ja que esta associado a menores taxas de sobrevivéncia
(Goddard, Leisewitz, Christopher, Duncan & Becker, 2008). A presenca de sinais indicativos
de SRIS esti relacionada com maiores taxas de mortalidade, o que enfatiza a sua
importancia na fisiopatologia desta doenca (Kalli et al., 2010; Sykes, 2014).

Ao contrario do que foi sugerido por estudos anteriores (Homer, 1983) estudos mais
recentes ndo conseguiram comprovar a existéncia de qualquer relacdo entre a idade, o peso
corporal, 0 género ou a raca e o prognostico (Kalli et al., 2010).

Geralmente, cachorros que sobrevivem aos primeiros 3 a 4 dias de internamento tém uma
recuperacao bem-sucedida. As complicagdes mais comuns sdo a bacteriémia e choque
séptico, como ja foi referido, invaginacao intestinal, pneumonia por aspiracdo e estenose

esofagica (devido ao vomito frequente) (Sykes, 2014a).

2.9. Prevencdo

A prevencdo correta da infecdo por CPV-2 inclui imunizacdo ativa dos cachorros,
gquarentena, isolamento e procedimentos de limpeza e desinfe¢do. A imunizacdo correta é o
método de prevencdo mais eficiente (Sykes, 2014a).

Segundo as mais recentes orientacbes da WSAVA (World Small Animal Veterinary
Association) a vacina contra o CPV-2 é considerada nuclear, ou seja, é uma vacina que
todos os cdes devem receber, em intervalos recomendados, de forma a estarem
eficazmente protegidos ao longo da vida contra as principais doencas infeciosas (Day,
Horzinek, Schultz & Squires, 2010).

Na maioria dos casos, a imunidade passiva que é conferida pelos MDA desaparece entre as
8 e as 12 semanas de vida. No entanto, a variabilidade é imensa. Em todos os momentos

existirdo animais cujos MDA j& ndo se encontram em titulos capazes de conferir protecéo e
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gue sdo capazes de desenvolver uma resposta vacinal adequada, e animais com titulos de
MDA em circulacdo que ndo s6 conferem protecdo como impedem uma correta resposta a
vacinacdo. A recomendacdo do VGG (Vaccination Guidelines Group) da WSAVA é que a
primeira dose da primovacinacédo seja administrada entre as 6 e as 8 semanas, seguida de

reforcos a cada 2 a 4 semanas até, pelo menos, as 16 semanas de idade (Day et al., 2010).
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3. PIRO: Um Sistema de Estadiamento para a Sépsis

3.1. A utilidade dos sistemas de estadiamento

Quando ndo existe um leque variado de opc¢les terapéuticas, a necessidade de um sistema
gue divida os pacientes que sofrem de determinada doenca em diversos grupos é reduzida.
A medida que se véo investigando e descobrindo novas opcdes e modalidades terapéuticas
para determinada doenca, aumenta a necessidade de um sistema de classificacao fiavel,
gue permita avaliar o melhor tratamento, ou combinacdo de tratamentos, dirigido as
caracteristicas de cada paciente, conforme gravidade da doenca. Deste modo, a
classificagdo de doentes sépticos revela-se cada vez mais necessaria (Marshall, 2014).
Diversos sistemas de estratificacdo sdo usados globalmente na prética clinica, mas talvez o
mais conhecido e mais aplicado seja o sistema Tumour, node and metastasis (TNM),
desenvolvido nos anos 40 por Pierre Denoix para a classificacdo de doentes oncoldgicos
(Vincent, 2009). Este sistema € baseado na avaliagdo independente do tamanho e grau de
infiltracdo do tumor, presenca ou auséncia de extensdo aos linfonodos, e presenca ou
auséncia de metastases a distancia (Sobin & Fleming, 1997). As doengas oncolégicas
apresentam certas caracteristicas que permitem o desenvolvimento de sistemas de
classificacdo adequados e fiaveis. Pode ser diagnosticada localmente e detetada
sistemicamente, o que constitui uma base objetiva para a avaliacdo de tais sistemas. Além
disso, desenvolve-se lentamente e a sua progressédo pode ser monitorizada ao longo do
tempo. O seu tratamento € multimodal e pode incluir cirurgia, quimioterapia e terapéutica
dirigida ao tumor. A decisdo entre um sé ou uma combinagdo destes tratamentos varia,
logicamente, consoante o tipo de doenca oncoldgica em questao, mas também consoante a
sua evolucgdo, pelo que se torna necessario o estadiamento (Marshall, 2014).

A sépsis é, de certa forma, semelhante as doencas oncoldgicas. Ambas tém elevada
prevaléncia na populacdo, com elevadas taxas de mortalidade. Sdo o resultado de um
processo fisiopatolégico complexo que envolve desregulagéo celular e podem desenvolver-
se em, praticamente, qualquer 6rgdo, sendo muitas vezes necessario tanto o tratamento
médico como cirargico. Seja qual for o tratamento aplicado a qualquer uma das doencas, é
sempre muito dispendioso e envolve diversos agentes farmacolégicos. Finalmente, quando
0 tratamento € bem-sucedido esta associado a uma recuperacdo lenta e progressiva
(Vincent, 2009). Desta forma, a medida que surgem novos estudos acerca da sépsis e de
novas estratégias de tratamento, torna-se preponderante o estabelecimento de sistemas de

estadiamento que permitam a escolha objetiva das melhores modalidades terapéuticas.

3.2. Sistemas de estadiamento de doentes criticos ou sépticos na Medicina Humana
3.2.1. PIRO (Predisposition, Insult, Response, Organ dysfunction/failure)
Em 2001, o painel de especialistas reunido na International Sepsis Definitions Conference

propbe uma nova linha de pensamento. Apesar de previamente esclarecidos conceitos
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como sépsis, sépsis grave ou choque séptico, estes termos ndo permitem a caracterizacédo
e estadiamento dos pacientes consoante o seu quadro clinico. E, entdo, identificada a
necessidade de um sistema de estadiamento que estratifique os pacientes consoante o risco
de sofrerem um mau desfecho e o seu potencial de resposta ao tratamento. Usando uma
variacdo do sistema TNM desenvolveram o sistema PIRO — Predisposi¢cdo, Infecéo,
Resposta, Disfuncdo Orgéanica (organ dysfunction/failure). Este sistema classifica o0s
pacientes consoante os fatores que os predispdem a sépsis, a natureza e gravidade da
infecdo, a magnitude da resposta ao agente infecioso e o grau de disfuncéo ou insuficiéncia
organica consequente (Levy et al., 2003). Desde entdo, diversos estudos de derivacao e
validagéo de diferentes parametros de classificacdo tém sido efetuados (Moreno et al., 2008;
Rubulotta et al., 2009; Howell et al., 2011).

3.2.1.1. Predisposicgao

Os fatores pré-existentes podem ter um efeito substancial no desfecho da doenga, uma vez
gue podem promover diferencas na progressdo da doenca em diferentes pacientes e
influenciar decis@es terapéuticas. Além da variabilidade genética, cada vez mais implicada,
sdo exemplos desses fatores o estado de salde do paciente previamente ao
desenvolvimento de sépsis, a possibilidade de agravamento de quaisquer doencas
concomitantes, ou a sua pertenca cultural ou religiosa, que pode modificar as opcdes
terapéuticas. Estes e outros fatores podem influenciar tanto a incidéncia da sépsis como o
seu prognostico, de forma semelhante ou ndo. Por exemplo, um estado de
imunossupressdo aumenta o risco de contracdo de infe¢do, diminui a magnitude da resposta
inflamatoria e pode néo ter qualquer influéncia direta sobre a probabilidade de disfuncao
organica (Levy et al., 2003). Fatores como idade avangada, existéncia de doenca hepatica
cronica, cardiomiopatia congestiva, diabetes ou doencga oncolégica podem ser fatores
predisponentes, uma vez que a taxa de mortalidade é superior quanto maior a idade do
paciente ou mais avancada a sua doenca prévia (Rubulotta et al., 2009; Howell et al., 2011).

3.2.1.2. Infegéo

O local, tipo e extensdo da infecdo tém um impacto significativo no prognéstico (Levy et al.,
2003). Através do estudo da relacdo entre taxas de mortalidade em grupos de pacientes
sépticos e as diferentes varidveis que podem caracterizar uma infe¢éo tém sido identificados
alguns fatores que contribuem para o agravamento do prognostico, entre 0s quais: sépsis
associada a cuidados de saude (HCAS, Health-care associated sepsis), infecdo fungica,
infecdo por microrganismos multirresistentes, aplicacdo de antibioterapia ndo conforme com
as atuais guidelines (Granja et al., 2013), infecdo do trato urinario por microrganismos n&ao
gram-negativos, infecdes nosocomiais fungicas ou por bactérias gram-positivas ou infecoes
nosocomiais fungicas da cavidade abdominal (Rubulotta et al., 2009).
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3.2.1.3. Resposta

E cada vez mais controversa a utilidade dos critérios de SRIS para a caracterizacdo de
doentes sépticos, na perspetiva da sua utilidade clinica (Singer et al., 2016). No entanto,
estes critérios tém sido propostos, ndo como meio de diagnéstico, mas como componentes
que podem servir para caracterizar a resposta do paciente em conjunto com informacao de
outra natureza. Alteracbes na frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, contagem
leucocitaria ou percentagem de neutréfilos mostraram estar relacionadas com o aumento da
taxa de mortalidade em doentes sépticos (Rubulotta et al., 2009; Howell et al., 2011; Granja
et al., 2013).

A integracdo de biomarcadores, como o TNF-q, a IL-6 ou a CRP, na avaliacdo da resposta
tem vindo a ser muito estudada (Cho & Choi, 2014). A variacdo da concentragdo da CRP
demonstrou ser uma variavel relevante para a avaliacdo da resposta num modelo proposto
de sistema PIRO (Granja et al., 2013).

3.2.1.4. Disfuncéol/insuficiéncia organica

Os sistemas de classificacdo de disfuncdo ou insuficiéncia orgéanica podem ser usados para
descrever quantitativamente o grau de disfuncédo que se desenvolve na progressdo de uma
doenca critica (Levy et al., 2003). A disfuncdo organica pode ser oculta. Logo, a sua
presenca deve ser considerada em qualquer paciente com suspeita de infecdo (Singer et al.,
2016). No ambito do Grupo de Estudos da Sépsis Adquirida na Comunidade e internada em
Cuidados Intensivos (SACIUCI), em que colaboram clinicos de vérias unidades de cuidados
intensivos de hospitais portugueses, foi utilizado o sistema SOFA para a avaliagdo da
disfuncdo orgéanica, testando a sua capacidade de previsdo da mortalidade como parte
integrante de um sistema PIRO. A classificacdo SOFA inicial, bem como a sua variacdo ao
longo dos primeiros 5 dias de internamento, mostrou estar associada com a mortalidade.
Outros parametros integrados na avaliacdo da disfungdo orgénica e associados com a
mortalidade foram a concentracéo sérica de lactato (inicial e ao longo dos primeiros 5 dias
de internamento) e a glicémia. A hipoglicémia mostrou associacdo com a mortalidade no dia
1 e no dia 2, e a hiperglicémia nos dias 3 a 5 (Granja et al., 2013). Noutros estudos séo
utilizadas variaveis semelhantes sem que seja atribuida a cada uma, individualmente, uma
classificacdo que varia consoante a sua magnitude, como acontece no sistema SOFA. Em
vez disso, € atribuida uma classificacdo pré-determinada a variavel se o seu valor estiver
acima de um determinado limite. Sdo exemplos a concentracdo sérica de ureia ou a

contagem de plaquetas (Howell et al., 2011).
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3.2.2. APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation)

O modelo APACHE foi concebido para prever o risco de mortalidade em pacientes criticos
admitidos em Unidades de Cuidados Intensivos, utilizando informag8es disponiveis no
processo clinico dos pacientes (Knaus, Zimmerman, Wagner, Draper & Lawrence, 1981). Ao
longo de alguns anos sofreu algumas atualizagdes (APACHE Il e APACHE III) no sentido de
melhorar a previsdo das taxas de mortalidade dos pacientes internados (Knaus, Draper,
Wagner & Zimmerman, 1985; Knaus et al., 1991). A utilizacdo deste modelo requer a
integracdo de dados que ndo estdo disponiveis no departamento de emergéncias. Além
disso, € um modelo de classificacdo genérico para elaboracdo de um progndstico de doenca

critica, ndo especifico para sépsis ou SRIS (Macdonald, Arendts, Fatovich & Brown, 2014).

3.2.3. SOFA (Sequential/ Sepsis-related Organ Failure Assessment)

O sistema de classificacdo SOFA foi proposto apds uma reunido de consenso do ESICM
(European Society of Intensive Care Medicine), em 1996. O proposto sistema pretende
descrever quantitativamente, e de forma tdo objetiva quanto possivel, o grau de disfuncéo
ou insuficiéncia organica observado em grupos de pacientes ou individualmente. Sao
atribuidos pontos, segundo uma tabela, a determinados parametros usados para monitorizar
a funcdo dos diferentes sistemas de 6rgdos. Quanto maior o valor de determinado
parametro, maior a pontuacao, e mais grave a disfuncdo. Segundo o grupo de especialistas,
a sua aplicacdo permitiria ndo s6 aumentar o conhecimento sobre a disfuncdo organica e as
relacdes entre a disfuncdo dos varios 6rgdos, como também avaliar os efeitos de novos
tratamentos e caracterizar os pacientes no momento do internamento (Vincent et al., 1996).
De acordo com as mais recentes orientagdes, pacientes com uma pontuagdo SOFA igual ou
superior a 2 tém um risco de mortalidade entre 2 a 25 vezes superior em relagéo a pacientes
com pontuacdo SOFA inferior a 2. Este sistema néo foi desenvolvido com uma ferramenta
de decisdo clinica, mas sim com o objetivo de caracterizar o quadro clinico. As variaveis
utilizadas (tais como a concentracdo sérica de creatinina ou bilirrubina) exigem testes
laboratoriais e, por isso, podem nao refletir prontamente a disfuncdo de sistemas de érgaos
individuais. O painel propde o qSOFA (quick SOFA), que ao incorporar dados referentes ao
estado mental, a pressao sistdlica e a frequéncia respiratéria permite identificar prontamente
pacientes adultos com suspeita de infecdo, aos quais é atribuido um pior progndstico
(Singer et al., 2016). Apesar desta adaptacdo, continua a excluir fatores como a idade, a
raca ou eventuais comorbilidades que podem contribuir para o aumento das taxas de
mortalidade na sépsis (Macdonald, Arendts, Fatovich, & Brown, 2014). Num estudo recente
foi demonstrado que a implementacao da classificacdo SOFA, ap6s a integracao de outros
dados como doencas prévias, sinais vitais e concentracado de lactato, resulta numa melhoria
significativa da capacidade de prognéstico, tanto no momento do internamento como 24

horas depois (Innocenti et al., 2017).
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3.2.4. MEDS (Mortality in Emergency Department Sepsis)

A maior parte dos doentes sépticos apresenta-se, inicialmente, no departamento de
emergéncias. A capacidade de avaliar a gravidade da doenca num paciente e 0 seu risco de
mortalidade é importante, e deve ser rapidamente atualizavel se houver um agravamento do
quadro clinico. E, assim, proposto como um sistema simples e (til para estratificar pacientes
e guiar decisbes terapéuticas, como ferramenta de investigacdo e como ferramenta
administrativa, para a monitorizacdo da utilizacdo de recursos e controlo de qualidade
(Shapiro et al., 2003). O sistema MEDS requer uma avaliagdo subjetiva do risco de
mortalidade a curto-prazo e pode ser menos preciso quanto mais grave for a doenca (Jones,
Saak & Kline, 2008). Além disso, ndo considera a natureza ou a viruléncia do agente

infecioso (Macdonald et al., 2014).
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lIl - Modelo canino para sépsis: Contribuicdo para a classificacéo e estratificacdo em

doentes sépticos

1. Objetivos

Como j& foi mencionado, tanto os estudos acerca da fisiopatologia da sépsis que se
baseiam na administracdo de endotoxina como os que se baseiam na perfuragdo do ceco
de ratinhos tém algumas limitacdes.

O principal objetivo deste trabalho é testar uma metodologia de classificacao e estratificagao
de pacientes sépticos, utilizando o potencial da Parvovirose canina como modelo natural
para o estudo de sépsis. Nesse sentido, foi aplicado o esquema de classificacdo — PIRO — a
cdes com diagnostico de Parvovirose internados na UIDI do HEV-FMV-UL. Foi também
medida a atividade de dois mediadores inflamatoérios, a IL-6 e o TNF-a, a concentragdo de
CRP, e feita a pesquisa de DNA bacteriano (ou bDNA) no sangue, na tentativa de fornecer
resultados Uteis para o estadiamento de sépsis, ndo s6 em casos de Parvovirose canina,

mas também em casos de outras doencas que a ela predispdem e noutras espécies.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacdo da amostra

Para o estadiamento retrospetivo dos animais doentes segundo o sistema PIRO proposto
foram recolhidos dados de 31 cées internados na UIDI do HEV-FMV-UL, entre novembro de
2013 e junho de 2017 (Tabela 6).

Tabela 6: Caracterizagdo da amostra de 31 animais que foram alvo do estudo da

classificacdo PIRO.

Género n (%) Idade n (%) Status Vacinal n (%)
Macho 20 (65) <6 sem 1(3) N&o vacinado 21 (68)
Fémea 11 (35) >6sem 21 (68) Primovacinacéo incompleta/ 8 (26)

e <6 meses Incorreta

>6m 6 (19) Desconhecido 2 (6)

Desconhecida 3 (10) Vacinado 0 (0)
Raga n (%)
Indefinida 16 (52)
Labrador 5 (16)
Rottweiler 1(3)
Bulldogue francés 3 (10)
Caniche 1(3)
Beagle 1(3)
Spitz Ando 1(3)
Yorkshire Terrier 1(3)
Malamute do Alaska 1(3)
Cocker 1(3)

N, nimero de animais; %, percentagem.

A 13 dos animais acima referidos, internados na UIDI do HEV-FMV-UL entre maio de 2016 e
junho de 2017, foram recolhidas amostras de sangue para a quantificagdo de proteina C-
reativa. Em 12 amostras foi medida a expressao de IL-6 e TNF-a e investigada a presenca
de DNA bacteriano de Staphylococcus spp. e E. coli. Uma das amostras usadas para a
medicdo da expressdo das citoquinas néo foi suficiente para a quantificagdo de CRP e a
este grupo foram adicionadas, posteriormente, duas amostras. O sangue foi centrifugado,
separando-se o plasma dos elementos figurados, antes de armazenamento a -80°C.

Para o estudo da quantificacdo de CRP e da expressado de IL-6 e TNF-a foi utilizado um

grupo de controlo composto por 8 animais saudaveis.
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2.2. Critérios de incluséo

Foram sujeitos a classificacdo PIRO e a aplicacdo de dois conjuntos de critérios para
diagnéstico de SRIS todos os individuos da espécie canina que estiveram internados na
UIDI do HEV-FMV-UL novembro de 2013 e junho de 2017, com diagnéstico positivo de
Parvovirose (ou seja, detecdo do antigénio viral nas fezes por imunocromatografia ou PCR),
com resultados de hemograma e bioquimicas existentes, com monitorizacdes registadas e
disponiveis para consulta e com desfecho conhecido (alta ou morte).

Para o estudo da evolucdo temporal da classificacdo PIRO e das diferengas entre conjuntos
de critérios para diagnéstico de SRIS, de entre os animais acima referidos, foram usados 27
dos 31 animais, sujeitos a internamento na UIDI do HEV-FMV-UL durante um periodo
minimo de 48 horas.

Para a quantificagdo de proteina C-reativa (13 animais), das citoquinas IL-6 e TNF-a (12
animais) e para a identificacdo de bDNA (12 animais) foram usados 0os mesmos critérios de
inclusdo, a exceg¢do do desfecho conhecido e do periodo de internamento minimo de 48
horas. A estes animais também foram aplicados os conjuntos de critérios para diagnéstico
de SRIS e a classificagdo PIRO.

2.3. Critérios de excluséao

Todos os individuos que ndo cumprissem os critérios de inclusdo ou que apresentassem
doencas ou afecBes que pudessem causar alteracdes gastrointestinais relevantes como
diarreia, concomitantes ao diagndstico de Parvovirose, foram excluidos do estudo (por

exemplo, infecdo por mais virus com tropismo gastrointestinal).

2.4. Classificacdo PIRO e diagndstico clinico de SRIS

2.4.1. Dados recolhidos

Os dados foram recolhidos do historial clinico de cada animal, consultado através do
software de gestdo de clinicas e hospitais veterinarios QVet®, e também através das fichas
clinicas arquivadas em papel na UIDI (Anexo 1). Foram incluidos alguns dos parametros
avaliados pelos clinicos nas monitorizacbes e alguns parametros analiticos. Os parametros
clinicos incluidos foram frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura, TRC e cor
das membranas mucosas. Os parametros analiticos incluidos foram contagem leucocitéria,

contagem plaquetaria e doseamentos de albumina, creatinina, ureia, bilirrubina, ALT e FAS.

2.4.2. Critérios de classificacao

Para avaliar se cada animal se encontrava, ou ndo, em SRIS foram utilizados dois conjuntos
de critérios de diagndstico: o descrito no capitulo anterior (Tabela 2), aos quais se deu o
nome de SRIS 1991. A mesma avaliacao foi feita novamente, com 0os mesmos critérios, mas

sendo necessaria uma alteracéo na cor das mucosas e/ou no TRC para que o animal fosse
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considerado um doente em SRIS. A este conjunto de critérios deu-se o nome de SRIS 2001.
Desta forma, tentou-se aumentar a especificidade destes critérios, como é sugerido no
artigo resultante da SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions
Conference de 2001 (Levy et al., 2003).

Os critérios propostos para a classificacao de cada um dos parametros — P, R e O - foram
reunidos e, por vezes, extrapolados a partir de diversas fontes bibliograficas disponiveis
sobre a matéria, tanto da area da Medicina Veterinaria como da area da Medicina Humana
(Tabelas 7 a 9). No que toca a Infecdo todos os animais tiveram igual classificacao (igual a
1), ja que, neste estudo, o agente infecioso passivel de promover o desenvolvimento de

sépsis é o Parvovirus em todos os animais.

Tabela 7: Critérios de classificacdo propostos para a predisposicao e respetiva pontuacao,
em cdes com Parvovirose, tendo em conta a idade, a raca e o status vacinal do doente
(Glickman et al., 1985; Houston et al., 1996; Goddard & Leisewitz, 2010; Greene & Decaro,
2012).

Pardmetros Pontuacédo
Idade <6 semanas 1
>6 semanas e <6 meses
>6 meses
Raca Toy Poodles e Cocker Spaniels
Raca indeterminada

Rottweillers, Labrador Retriever, American Staffordshire
Terrier, Pastor Aleméao, Malamute do Alaska

W NEFEDN®

Vacinacdo Primovacinagdo completa 0
Primovacinag&o incompleta ou incorreta 2
N&o vacinado ou status vacinal desconhecido 3

Tabela 8: Critérios de classificacdo propostos para a resposta e respetiva pontuagdo, em
caes com Parvovirose, tendo em conta a temperatura, a frequéncia cardiaca, a frequéncia
respiratéria e a contagem leucocitaria do doente (*Rijnberk & Stokhof, 2009; ?Boag, 2011
3Sykes, 2014; *Marshall & Sweeney, 1990).

Pontuacéo
Critérios 0 1 2 3
T (°C) 37.8 - 39.43 39.5-40.4 36-37.7 ou 40.5-41.4 <36 ou >41.4
i =R o <60 ou
FC (bpm) 60-140 141-150 151-170 1712902
FR (rpm) 10-30" 31-40 41-50 >50 ou <10
C&ng;’::)se 6000 - 4.200-5,999 ou 2.940-4,199 ou <2.939 ou
! 16,0003  16,001-20,800*"  20,801-27,040% >27 04141
(células/pL)

Legenda: T, temperatura; °C, graus Celsius; FC, frequéncia cardiaca; bpm, batimentos por minuto;
FR, frequéncia respiratéria; rpm, respiragdes por minuto; células/uL, células por microlitro.
T reducées de 28% e de 33% entre intervalos (Marshall & Sweeney, 1990).
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Tabela 9: Critérios de classificagdo propostos para a disfuncdo organica em cdes com
Parvovirose, tendo em conta parametros clinicos e analiticos. A evidéncia de disfuncéo de
um sistema organico equivale a 1 ponto (*Osterbur, Mann, Kuroki & Declue, 2014; Barsanti,
2012. 2Osterbur et al., 2014. Kenney et al., 2010).

Disfuncéo Critérios

Renal!’ Creatinina>1.64 mg/dl; Creatinina>1.64 mg/dl e Ureia>56 mg/dl
Cardiovascular? | Hipotensao que requer administracédo de farmacos vasopressores
Respiratoria? Necessidade de suplementag&o de oxigénio ou ventilagdo, ARDS

Hepatical' Acidos biliares>25 pmol/L (pos-prandial) e/ou Bilirrubina>0,41;
ALT>130 U/L 37°C e FAS>337 U/L 37°C; Albumina < 2.1 g/dl
Alteracdes da Plaquetas<100,000/uL

coagulacéo?®

Legenda: mg/dl, miligrama por decilitro; g/dl, grama por decilitro; ARDS, Acute Respiratory Distress
Syndrome; ALT, alanina aminotransferase; FAS, fosfatase alcalina sérica; U/L 37°C, unidades por litro
a 37 graus Celsius; uL, microlitro.

TOs valores apresentados correspondem aos limites maximos considerados pelo Laboratério de
Analises Clinicas Professor M. Brago Forte.

2.5. Quantificacdo de CRP

A medicéo quantitativa da CRP foi feita com recurso ao Canine C Reactive Protein ELISA Kit
(Abcam; Cambridge, RU) de acordo com as instrucdes do fabricante. De acordo como este
teste de ELISA sandwich, a intensidade da cor varia proporcionalmente com a concentracéo
de CRP em cada amostra. Deste modo, a quantidade de CRP na amostra testada pode ser
determinada a partir de uma curva padrao construida e corrigida para a diluicao. O kit inclui
todos os reagentes utilizados (a excecdo da agua desionizada utilizada na preparagdo de
alguns reagentes) e uma placa ELISA de poliestireno, de 96 pocos, a superficie dos quais
estdo adsorvidos anticorpos anti proteina C-reativa. Foram utilizados plasmas obtidos a
partir das amostras de sangue, apos centrifugacdo. Cada amostra e cada diluicdo para
construcdo da curva padrdo foi analisada em duplicado, tendo sido incluidos 2 pocos sem
amostra ou solug¢do padrdo, como controlos negativos. Os reagentes foram preparados de
acordo com as instrugdes, assim como as solugbes para constru¢do da curva padrdo, que
foram preparados a partir de diluicdes seriadas da solugéo calibradora (Dog C Reactive
Protein Calibrator). Apos descongelacdo em gelo, as amostras foram diluidas em 1:1000
com a solucéo diluidora. Foram entdo adicionadas aos respetivos pocos, assim como as
solugbes padréo, permanecendo em incubagéo durante 10 minutos. De seguida, todos os
pocos foram submetidos a um total de quatro lavagens, com a solugdo de lavagem
fornecida. A seguir a lavagem foi adicionado o conjugado enzima-anticorpo (anticorpos anti
proteina C-reativa conjugados com enzima peroxidase horseradish), seguindo-se novo

periodo de incubacdo de 10 minutos, e repeticdo das lavagens. O substrato enzimético
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(3,3',5,5'-TMB) foi entdo adicionado a cada poc¢o e, passados 5 minutos, foi adicionada a
solucéo que termina a reagdo enzimatica. A leitura foi feita no aparelho FLUOstar® Omega
(BMG Labtech; Ortenberg, Alemanha) a 450 nm. E possivel a determinacdo da
concentracdo de CRP entre os 3,125 ng/ml e os 200 ng/ml (Abcam, 2014). A concentracdo
de CRP dos animais com Parvovirose e dos animais de um grupo de controlo foram
analisadas na mesma placa de ELISA. As concentragdes de CRP dos animais de ambos os
grupos foram extrapoladas a partir da curva padrdao com o programa informatico GraphPad
Prism 7.03.

2.6. Quantificacdo da expressdo de mRNA de IL-6 e TNF-a

2.6.1. Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA, as amostras (ou seja, a por¢cdo dos elementos figurados do
sangue, obtidos por centrifugacdo) foram descongeladas em gelo. Foi seguido um protocolo,
convenientemente adaptado (Harbor, 2016). As amostras foi adicionado um tamp&o para
lise dos eritrécitos (preparado conforme as instrugdes), seguindo-se uma centrifugagédo e
eliminac@o do sobrenadante. Apds repeticdo deste passo, foi adicionado DPBS (Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline) estéril (também adequadamente preparado), seguindo-se nova
centrifugacéo e eliminacdo do sobrenadante. Apés adicdo de solugdo de TRIzol (Sigma-
Aldrich) e de Cloroférmio (Sigma-Aldrich), e posterior ressuspencdo, as amostras foram
novamente centrifugadas, tendo sido recuperado o sobrenadante. A este foi adicionado
isopropanol frio, para precipitagdo do RNA durante algumas horas, a -20°C. Ent&o, as
amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante removido e o0 RNA precipitado e
lavado com &lcool a 70%. Ap6s nova centrifugacdo e eliminagdo do sobrenadante, a solugcdo
de RNA de cada amostra foi filtrada em colunas de remocdo de gDNA (Qiagen), das quais o
RNA foi eluido em 20 ul de RNAse Free Water (Qiagen) por centrifugacdo. Para maior
eliminacdo de DNA contaminante, a solu¢do contendo o RNA extraido de cada amostra foi
submetida a tratamento por DNAse.

Numa primeira fase, a solu¢cdo de RNA foi incubada com 1 ul de tampédo DNAse | Buffer 10x
(Invitrogen) e 1 ul de enzima DNAse | RNAse-free 1 U/L (Invitrogen) durante 1 hora, a 37°C.
De seguida, foi adicionado a solucdo 1 pl de tampdo EDTA (Invitrogen), seguindo-se um
periodo de incubacgdo de 15 minutos, a 65°C. Apds o tratamento, as amostras foram postas
em gelo durante 5 minutos. A concentracdo de RNA e a sua pureza foram determinadas por
espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific;
Walthman, EUA).

2.6.2. Producao de DNA complementar
O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por PCR com o termociclador VWR Collection

Thermal Cycler DOPPIO™ (VWR; Radnor, Pensilvania, EUA). Para a fase de preparacao,
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ao RNA extraido de cada amostra foram adicionados 1 pl de primer Anchored Oligo (dT)is
50 uM (Roche) e agua. A mistura, perfazendo o volume de 11 ul, foi entdo submetida a
temperatura de 65°C durante 10 minutos. De seguida foram adicionados a mistura 4 ul de
tampdo Transcriptor RT Reaction Buffer (Roche), 4 ul de mistura de desoxirribonucleétidos
dNTP Mix, de 10 mM cada desoxirribonucleétido (Roche), 0.5 ul de solugédo protetora de
RNA Protector RNAse Inhibitor (Roche), e 0.5 upl de enzima transcriptase reversa
Transcriptor High Fidelity 20 U/ul (Roche), perfazendo um total de 20 pl. A mistura final foi
submetida, primeiro a 50°C durante 30 minutos, e depois a 80°C durante 5 minutos. O cDNA
sintetizado foi armazenado a -20°C e, numa fase posterior, utilizado para a amplificagdo por

PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR).

2.6.3. Quantificagdo da expressdo de mRNA IL-6 e TNF-a por RT-gPCR

A experiéncia RT-gPCR foi efetuada, em pogos duplicados, com o termociclador
StepOnePlus™ (Applied Biosystems; Warrington, RU) em placas de 96 pogos (Frilabo;
Maia, Portugal). Como controlo endégeno foi utilizado o gene RPL27 (Ribosomal Protein
L27). Todos os primers utilizados foram desenhados (Henriques et al., 2016) e produzidos
por um fabricante (Frilabo). Em cada reagao foram incluidos 2 pl (80 nM) de cada primer, ou
seja, forward e reverse (Tabela 9), 2 ul de cDNA, 4 ul de agua esterilizada e 10 yl de SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), num volume total de 20 pl por cada reacgao.
Os ciclos térmicos foram os seguintes: desnaturacao inicial durante 10 minutos a 95°C, 40
ciclos de amplificacédo (95°C durante 15 segundos e hibridizacdo a 60°C durante 1 minuto) e
fase final de melting, durante a qual foram aplicados aumentos sucessivos de temperatura
nos pogos (95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 min, seguindo-se novo aumento de
temperatura até 95°C, a uma velocidade de 0.3°C/s). As curvas de melting obtidas foram
usadas para verificar a especificidade de cada segmento amplificado. Para determinar as
diferencas relativas na expressdo de mRNA entre o grupo de animais com diagnéstico de
Parvovirose e o grupo de animais controlo foi usado o método comparativo 222¢T ou Double-
delta Ct (Livak & Schmittgen, 2001).

Tabela 10: Primers usados para quantificacdo da expressdo de mRNA por RT-gPCR,

respetivas sequéncias e tamanho dos segmentos amplificados (Henriques et al., 2016).

Tamanho do segmento

Gene Sequéncia amplificado (pares de bases)

IL-6 5'-CTGGCAGGAGATTCCAAGGAT-3 167
5-TCTGCCAGTGCCTCTTTGC-3’

TNF-o 5-CTGCCTCAGCCTCTTCTCCTT-3 133
5-CTGGGCAAGAGGGCTGATTA-3

RPL27 5-TCGTCAACAAGGATGTCTTCAGAG-3’ 96
5-TCTTGCCAGTCTTGTACCTCTCCT-3
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2.7. ldentificacdo de DNA bacteriano

2.7.1. Extracdo de DNA gendmico

Também nesta experiéncia foram usados como amostras os elementos figurados do
sangue. Para extracdo do DNA gendmico (gDNA) foram usadas colunas de eliminacédo de
gDNA do RNeasy® Mini Kit (Qiagen GmbH; Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. O gDNA foi eluido da membrana da coluna por centrifugacdo apds adicdo de
RNase-Free Water (fornecida com o mesmo kit) & coluna. A concentracdo de DNA e a sua
pureza foram determinadas por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™
2000/2000c (Thermo Fisher Scientific; Walthman, EUA).

Para controlo positivo de E. coli na reacdo PCR foi extraido DNA a partir de coldnias
semeadas em placa de gelose de sangue, gentiimente cedida pelo Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria. Para tal, homogeneizou-se uma
pequena por¢ao das colonias semeadas em 500 pl de 4gua e ferveu-se durante 10 minutos.
O DNA foi entdo obtido por centrifugacdo a 13000 rpm, durante 5 minutos. O DNA para
controlo positivo de Staphylococcus spp. foi cedido pela empresa Magnomics, startup
sediada na FMV. O processo de extragdo necessario para obtencdo deste DNA & mais

complexo e requer enzimas que nao se encontravam disponiveis no laboratério.

2.7.2. Amplificagdo por PCR

O DNA extraido a partir das amostras, bem como o de Staphylococcus spp. e E. coli (para
controlo positivo), foi analisado por PCR convencional num termociclador VWR Collection
Thermal Cycler DOPPIO™ (VWR; Radnor, Pensilvania, EUA). Para cada reacdo foram
utilizados 0.5 ul de cada primer (forward e reverse), 1.5 pl de MgCl, 25mM (Thermo
Scientific), 0.5 pl de mistura de desoxirribonucledtidos dNTP Mix 10 mM, cada
desoxirribonucledétido (Roche), 0.1 pl de enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 2
U/ul (Thermo Scientific), 15.9 ul de agua e, por fim, 5 yl de DNA, num volume total de 25 ul.
Os primers utilizados para amplificacdo do DNA de Staphylococcus spp. foram StaG422 e
Stag765 0.2 pyM (StabVida), enquanto que para amplificacdo do DNA de E. coli foram
utilizados os primers 16S 25 pM (Tabela 11). O programa de amplificacdo utilizado foi o
seguinte: desnaturacéo a temperatura de 95°C durante 30 minutos, 30 ciclos a 98°C durante
30 segundos, 55°C durante 1 minuto e 72°C durante 1 minuto e finalmente a fase de

extensao a temperatura de 72°C durante 10 minutos.
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Tabela 11: Primers usados na amplificacdo do DNA de E. coli e Staphylococcus spp. por

PCR, sequéncias, tamanho dos segmentos amplificados e referéncia bibliogréafica.

Tamanho do
Gene Sequéncia segmento amplificado | Referéncia
(pares de bases)
16S 5-GCTGACGAGTGGCGGACGGG-3 253 Tivendale et
5-TAGGAGTCTGGACCGTGTCT-3 al., 2004
5-GGCCGTGTTGAACGTGGT
TStaG422 ;
CAAATCA-3 Martineau et
370
5. al., 2001
TStagr6s TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA-3

2.7.3. Identificac&do dos produtos de amplificagéo

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1.5%.
Para o gel foram usados 3 g de agarose (Applichem) em 200 ml de tamp&o Tris-Acetato-
EDTA (TAE). Foram usados 5 pl do DNA de cada amostra, juntamente com 1 pl de corante
NZYDNA Loading Dye (NZYTech). Foi utilizado o marcador de peso molecular de 1 kb
GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific). Os produtos de amplificac&do foram, de seguida,
analisados huma camara de transiluminacado por radiacao ultravioleta (Chemidoc™ XRS+).

Os controlos positivos da reacdo PCR foram referidos anteriormente.

2.8. Andlise Estatistica

Todos os dados utilizados foram registados com recurso ao programa informatico Microsoft
Office Excel 2016. Os testes estatisticos escolhidos para cada analise foram implementados
com o programa informatico R, versédo 3.4.0 (R Core Team, 2015), ou com o suplemento

Real Statistics Resource Pack, versao 4.3 (Zaiontz, 2017), para Microsoft Office Excel 2016.

2.8.1. Classificacado PIRO e identificagdo de SRIS

Para verificar se houve diferencas significativas entre 0 ndmero de animais que se
considerou sofrer de SRIS, segundo o conjunto de critérios SRIS 1991 e SRIS 2001, a
entrada e as 48 horas, foi usado o teste de McNematr.

Para estudar a evolugéo da classificacdo PIRO ap0s as primeiras 48 horas de internamento

foi empregue o Wilcoxon Signed-Ranks Test.
2.8.2. Quantificagdo de CRP

Para avaliar se os dados apresentavam distribuicdo normal foi aplicado o teste Shapiro-Wilk.

Depois foi aplicado o teste Mann-Whitney para duas amostras independentes.
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2.8.3. Concentracdo de CRP e classificacdo PIRO
Para averiguar se existe uma correlacdo entre a concentracdo de CRP de um animal e a
classificacdo PIRO aferida no dia da colheita foi aplicado um teste de correlacdo de

Spearman.

2.8.4. Concentracdo de CRP e SRIS

Numa tentativa de calcular um valor cut-off para a concentracdo de CRP, a partir do qual se
poderia dizer que determinado animal se apresentava em SRIS, os valores de CRP da
amostra de animais com Parvovirose e a respetiva classificacdo segundo os critérios SRIS
1991 foram usados para construir uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Foi

usada a ferramenta pROC (Robin et al., 2011) do programa R.
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3. Resultados

3.1. Classificacdo PIRO e identificacao de SRIS

O teste de McNemar, aplicado para avaliar as diferencas entre a classificacdo obtida
segundo o conjunto de critérios SRIS 1991 e a sua modificacdo, SRIS 2001, a entrada e
apos 48 horas de internamento, revelou que as diferencas entre a classificacdo obtida para
cada animal, tanto a entrada como as 48 horas, séo significativas (Tabela 12), sugerindo

uma maior especificidade do conjunto de critérios SRIS 2001.

Tabela 12: Tabelas de frequéncias dos animais que se considerou exibirem SRIS segundo
os critérios SRIS 1991 e SRIS 2001, tanto a entrada no internamento como as 48 horas, e

resultados dos respetivos testes de McNemar.

Entrada 48 horas
SRIS 2001 SRIS 2001
SRIS 1991 S N TOTAL SRIS 1991 S N TOTAL
S 6 11 17 S 10 9 19
N 0 10 10 N 0 8 8
TOTAL 6 21 27 TOTAL 10 17 27
X%=9.09 gl=1 p <0,01 X%=711 gl=1 p <0,01

Legenda: S, Sim; N, Nao; X2, valor de qui-quadrado; gl, graus de liberdade; p, probabilidade de
significancia.

Os animais foram classificados segundo os dados anteriormente referidos (Anexo 2). De
entre 0s animais da amostra, 2 morreram, o que confere ao desfecho “morte” pouca
representatividade. Além disso, os parametros e suas pontuacdes ndo foram extrapolados e
posteriormente testados em populacdes diferentes. Em vez disso, foram desenvolvidos a
partir de literatura cientifica e com base em algum conhecimento empirico. Desta forma, ndo
foi estudada estatisticamente a relagédo entre a classificagdo PIRO e o desfecho. A figura 1
apresenta as médias de classificacdo PIRO dos animais que tiveram alta e dos animais que
morreram. A média das classificacfes do elemento P foi a Unica que se verificou superior
em animais que tiveram alta (7,72) em relacdo a animais que morreram (7,33). Para o
elemento R a média das classificacdes foi de 4,12 para os animais que tiveram alta e de
5,00 para os animais que morreram. No que toca ao elemento O, a classificacdo média dos
animais que tiveram alta foi de 0,08 e a dos animais que morreram foi de 0,67. Por fim, a
média da classificacdo total PIRO entre animais que tiveram alta foi 12,92, e entre animais
gue morreram foi 13,83.
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Figura 1: Médias de classificacdo P (Predisposicao), R (Resposta), O (Disfuncéo Orgéanica)

e PIRO (Total) dos animais sobreviventes (Alta) e dos animais que morreram (Morte).

16,00
14,00 1202 138
12,00
6,00 412 500
4,00
2,00 0.08 067
0,00
ALTA MORTE ALTA MORTE ALTA MORTE ALTA MORTE

P R o PIRO

No que toca a classificacdo PIRO obtida no inicio do periodo de internamento e apés 48
horas, o Wilcoxon Signhed-Ranks Test revelou que néo ha diferencas significativas entre as
classificagbes obtidas no inicio do periodo de internamento e apds 48 horas (z = 0,906; a =
0,05; p =0,187).

3.2. Concentracéo de CRP

A figura 2 mostra a placa ELISA utilizada, durante a execugdo da experiéncia. E visivel a
magnitude superior das concentracdes de CRP referentes a animais do grupo experimental
em relacdo a animais do grupo de controlo. As figuras 3 e 4 mostram a curva padréo gerada

e as concentragcfes de CRP das amostras analisadas.
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Figura 2: Placa ELISA durante a execucdo da experiéncia, no momento apos a adicdo do
conjugado enzima-anticorpo (a azul), a exce¢do do poco niumero 1 da linha A, ao qual ja
tinha sido adicionado a solucdo de paragem (a amarelo). Os diferentes tons de azul

evidenciam macroscopicamente as diferencas entre as concentracbes de CRP nos

diferentes pocos. Original.

Legenda: as filas 1 e 2 correspondem aos pocos em que foram analisadas as solugbes padréo
(moldura amarela); nos pocos H1 e H2, o controlo negativo (moldura vermelha); nas filas 3, 4, 5 e
pocos A6 e B6 foram analisadas as amostras do grupo experimental (moldura verde); nos pocos C6 a
H6, fila 7 completa e pocos A8 a D8 foram analisadas as amostras dos animais do grupo de controlo

(moldura preta).

Figura 3: Curva padrao gerada para Figura 4: Representacdo grafica das

obtencdo das concentracdes de CRP nas concentragbes de CRP medidas no plasma

amostras de plasma testadas. Original. dos cées com Parvovirose e caes do grupo
controlo em relagdo a curva padrdo. Original.

105 10'5 m Parvovirose
m Controlo
-~ Curva standard

Densidade Otica
-
Densidade Otica

T T 1 0.1 T T 1
1 10 100 1000 1 10 100 1000

Concentragao (mg/L) Concentragao (mg/L)

0.1

O teste Shapiro-Wilk para avaliacdo da distribuicdo demonstrou que os dados ndo se
encontravam normalmente distribuidos (W=0,89716 e p<0,05). O teste Mann-Whitney
indicou que as concentracdes de CRP observadas nos caes com diagnéstico de Parvovirose
(Mediana = 57,392) eram significativamente superiores as observadas nos cées do grupo de
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controlo (Mediana = 4,280), U = 24,436, p < 0.001, como se pode observar também através

da figura 5.

Figura 5. Médias das concentracfes de CRP nos cdes com diagnoéstico de Parvovirose
(Média = 75,935; EP = 9,460) e nos caes do grupo controlo (Média = 6,655; EP = 1,966),

com as respetivas barras de erro.
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3.3. Concentracdo de CRP e classificacdo PIRO
Segundo o teste de Spearman, ndo existe uma correlacdo entre 0 aumento da concentracao

sérica de CRP e o aumento da classificacdo PIRO (rs = 0,187; p = 0,540).

3.4. Concentracéo de CRP e SRIS

Na figura 6 esta representada a curva ROC gerada a partir dos resultados da concentracao
de CRP dos animais do grupo experimental e respetivas classificacfes segundo os critérios
SRIS 1991. Uma curva ROC serve para avaliar o desempenho de uma determinada
classificagdo binéria a partir de uma variavel ordinal, continua ou discreta. Apresenta a
sensibilidade (propor¢cdo de observagBes positivas corretamente classificadas) e a
especificidade (propor¢céo de observacdes negativas corretamente classificadas) dos valores
da variavel inserida. (Robin et al., 2011). A curva gerada mostra que o valor de CRP que
melhor indica que o animal se encontra em SRIS segundo os critérios SRIS 1991 é 83.8
mg/L (AUC = 0.85), com sensibilidade de 80% [40%; 100%] e uma especificidade de 87,5%
[62,5%; 100%].
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Figura 6: Curva ROC que mostra a sensibilidade e especificidade dos valores de CRP na

detecdo de animais em SRIS segundo os critérios SRIS 1991.
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3.5. Quantificacdo da expressdo de mRNA de IL-6 e TNF-a

O método 222CT é um método de quantificacéo relativa a partir da comparacgédo do limiar da
fase exponencial (threshold). Os valores Ct das amostras sdo comparados com os de um
controlo, sendo que ambos sdo normalizados a um gene enddgeno adequado (neste caso, 0
RPL27). A média dos Cr das amostras do grupo de controlo, normalizados ao gene
endogeno (ACr referéncia), é subtraida aos valores Ct das amostras do grupo experimental,
também elas normalizadas ao gene enddgeno (ACr amostra). Para que o calculo de AACt
seja valido, a eficiéncia da amplificacdo da amostra alvo e da referéncia endégena deve ser
aproximadamente igual (Livak & Schmittgen, 2001). Os valores obtidos encontram-se na
tabela 13.

Tabela 13: Valores das médias de 22T e erro-padrdo da quantificacdo relativa da

expressao de IL-6 e TNF-a.

Interleucina Média 28A€T Erro-padréo
IL-6 ‘ 1698,36 1167,34

TNF-a ‘ 3,77 3,03
Em 5 das amostras provenientes de cdes com Parvovirose houve expressdo de IL-6,

sempre com valores de Cr superiores a 34. Em 6 das amostras provenientes de cdes com

Parvovirose houve expressdo de TNF-a, sempre com valores de Cr superiores a 29.
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3.6. Identificacdo de DNA bacteriano

Os resultados da eletroforese em gel de agarose demonstram a presenca de DNA
bacteriano, tanto no ensaio para detecdo de DNA de E. coli como no ensaio para detecéo de
DNA de Staphylococcus spp. no plasma dos animais 9, 10 e 20 (Figura 7).

Figura 7: Resultados da eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo por
PCR com os primers para identificacdo de E. coli (A) e Staphylococcus spp. (B).

Pares Marcador Controlo  Controlo
de bases 1kb  Positvo Negativo 1 9 10 12 13 15 16 18 19 20 21 22

1000

250

Marcador  Conmtrolo Control
e 1 Pmiw Negaw 1 9 10 12 13 15 1% 18 19 2 A 20

1000

250

Legenda: kb, kilobase.
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4. Discusséao

4.1. Os critérios de definicdo de SRIS

Hauptman e colaboradores (1997) propuseram uma adaptacdo dos critérios sugeridos
alguns anos antes para pequenos animais (Purvis & Kirby, 1994), sendo que sépsis era, no
referido estudo, verdadeiramente diagnosticada na presenca de: confirmacédo histolégica,
microbioldgica ou evidéncia de infecao, e de doenca sistémica. Os resultados da aplicacédo
dos critérios de diagnéstico propostos (um céo era diagnosticado como séptico na presenca
de, pelo menos, dois dos critérios) foram entdo comparados com o diagnéstico verdadeiro
de sépsis, tendo sido calculadas uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 64%
(Hauptman et al., 1997).

No presente estudo compdem a amostra animais com Parvovirose, cujos dados foram
recolhidos retrospetivamente, na sua maioria. Para comprovagdo de bacteriémia apenas
puderam ser utilizados os casos colhidos prospectivamente. Como tal, ndo existem, na
maior parte dos casos, amostras que permitam comprovar bacteriémia. Assim, na maioria
das amostras existe evidéncia da infecdo viral mas ndo de sépsis, apesar de se considerar
gue a maior causa de morte em animais com diagnéstico de Parvovirose é o
estabelecimento de sépsis ou de CID (consequéncia da SRIS) (Greene & Decaro, 2012).
Deste modo, nao foi possivel calcular a especificidade e sensibilidade dos critérios de
diagnostico para SRIS. Tal s6 seria possivel se o resultado da aplicacdo desses critérios
fosse comparado com um gold standard. Esta €, ndo s6 uma limitacao deste estudo, mas
uma das grandes limitacdes encontradas, ainda hoje, nos estudos acerca de sépsis, tanto
em Medicina Veterinaria como em Medicina Humana: é possivel identificar a presenca de
infecdo e de resposta inflamatéria mas ndo existe um teste de diagnéstico, gold standard,
capaz de identificar sépsis com bom poder discriminatério (Singer et al., 2016).

Através dos valores mencionados por Hauptman e colaboradores (1997) é possivel afirmar
gue a aplicacdo deste método é muito pouco especifica. O autor refere também que, no que
toca a sépsis, é preferivel um método pouco especifico, mas sensivel o suficiente para
detetar casos iniciais ou clinicamente pouco evidentes de sépsis. No entanto, e apesar de 0
conjunto de critérios ainda ser muito aplicado dessa forma, tanto na pratica clinica como na
conducao de estudos (Burkitt, Haskins, Nelson & Kass, 2007; Sykes, 2014), sédo frequentes
as tentativas de o tornar mais especifico. Num inquérito a Médicos Veterinarios acerca de
sépsis em cédes e gatos, conduzido em 2006, 80% dos inquiridos afirmaram utilizar os
critérios de SRIS em cées. No entanto, a maioria desses 80% considera o cumprimento de 3
critérios, e ndo 2, para o diagnostico de SRIS em caes (Cynthia M. Otto, 2007b).

A especificidade de alguns destes critérios pode ser bastante mais baixa no que toca a
casos de Parvovirose, ja que os cachorros apresentam frequentemente valores mais
elevados de frequéncia cardiaca e frequéncia respiratdria, sem que isso se deva a qualquer

estado de doenca. A dor e/ou a ansiedade podem também levar a aumentos nestes
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parametros, contribuindo para a diminuicdo da sua especificidade (Fransson et al., 2007).
Também a contagem leucocitaria pode promover a diminuicdo da especificidade. Uma
contagem leucocitaria inferior a 6000 células/uL pode simplesmente refletir a destruicao de
células percursoras na medula 6ssea, e ndo ser um sinal de SRIS (Savigny & Macintire,
2010). No estudo de Fransson (2007) e colaboradores a temperatura corporal mostrou uma
relacdo significativa com a possivel existéncia de SIRS. No entanto, este era um dos
parametros para o diagnéstico de SRIS. Além disto, as médias de temperatura corporal de
animais do grupo controlo e de animais com diagnostico de piémetra ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. No mesmo estudo € proposta uma alternativa para estimar
a probabilidade de existir SRIS com base nos valores de CRP, FC e temperatura corporal.
Neste estudo foi demonstrado que é significativamente maior o nimero de animais que se
considerou estar em SRIS segundo os critérios SRIS 1991, do que o nimero de animais
assim classificados segundo os critérios SRIS 2001. O mesmo se verifica tanto a entrada no
internamento como apés 48 horas. Esta diferenca pode resultar de um aumento da
especificidade do conjunto de critérios com a modificagdo SRIS 2001, tal como foi sugerido
no caso da Medicina Humana (Levy et al., 2003). Como j& foi referido, a modificacdo dos
critérios consistiu na obrigatoriedade de TRC aumentado ou de alteracdo na cor das
membranas mucosas para que fossem considerados os critérios de SRIS. Tal ajuste pode
tornar menos sensivel a detecdo de SRIS, uma vez que a alteracao de qualquer um destes
parametros indica uma alteracdo na perfusdo sanguinea periférica, podendo ser ja um sinal
de comprometimento da funcao circulatéria, sendo pouco Util em doentes em que existe
hipovolémia ligeira a moderada (Schriger & Baraff, 1991; Rijnberk & Stokhof, 2009).

4.2. O desempenho do sistema PIRO

Neste trabalho foi analisada a classificacdo PIRO em 31 animais, dos quais apenas 6
morreram. Como referido anteriormente, os critérios de classificacdo de cada um dos
elementos do sistema PIRO (a exce¢do do elemento Infe¢do) foram propostos para este
trabalho tendo em conta diversas fontes bibliogréaficas, incluindo estudos prévios, sem que
fosse feito um estudo dos parametros que maior influéncia tem, tanto no desenvolvimento
de sépsis como na sua gravidade e na mortalidade que lhe estd associada. Na base desta
proposta estdo diversos estudos que visam, eles proprios, propor modelos robustos de
estadiamento de sépsis tendo por base o sistema PIRO (Howell et al., 2011; Granja et al.,
2013; Rathour et al., 2015).

4.2.1. Predisposicéao
No que toca a Medicina Humana ja foram propostos diversos fatores que podem ter
influéncia na probabilidade de desenvolver sépsis: idade acima dos 65 anos, 0 género,

Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica, doenca hepatica, residéncia ou internamento em lar,
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existéncia de neoplasia com ou sem metastases (Howell et al., 2011), tratamento com
guimioterdpicos ou agentes imunossupressores, doen¢ca hematoldgica cronica, doenca renal
cronica ou Diabetes mellitus (Granja et al., 2013; Rathour et al., 2015). A combinacéo entre
a presenca destes fatores e a heranca genética que caracteriza cada paciente de forma
diferente contribui para que individuos expostos ao mesmo tipo de infecdo exibam ou ndo a
doenca, com diferentes graus de gravidade e diferentes prognésticos (Cynthia M. Otto,
2007b). Também na Medicina Veterinaria a idade ja foi identificada como um fator que
influencia a resposta inflamatéria. Foi verificado que a idade altera a producao de
mediadores inflamatérios (como IL-6 e TNF-a) em resposta a PAMPs de bactérias gram-
negativas, podendo ser um fator contribuinte para a mortalidade de cées geriatricos com
sépsis (Deitschel, Kerl, Chang & DeClue, 2010). Também a raca pode ser um fator
importante. Num outro estudo foi observado que a magnitude da produgédo de TNF-a por
mondcitos do sangue periférico foi superior em cdes de raga tida como predisposta a infecédo
por Parvovirus, como o Rottweiller (Nemzek, Agrodnia & Hauptman, 2007).

Uma vez que, neste estudo, foram apenas incluidos cdes com diagnéstico de Parvovirose,
os critérios incluidos foram a idade, a raca e a vacinagdo. A média das classificacdes do
elemento P foi de 7,72 entre os cdes que tiveram alta e de 7,33 entre os cées que
morreram. A maioria dos cdes da amostra (21) tinha idade compreendida entre as 6
semanas e 0s 6 meses. A maioria dos caes nao tinha raga definida (13), existindo apenas
dois animais de racas tidas como predispostas a Parvovirose (1 Rottweiller e 1 Malamute do
Alaska). Nenhum dos cées internados na UIDI e incluidos neste estudo tinham registo de
vacinagdo correta. A maioria ndo tinha qualquer registo de vacinagdo (18) e alguns
apresentavam historia de primovacinagéo incompleta ou incorreta.

A excecdo do parametro da raca, a idade e o status vacinal que caracterizam a maioria dos
cées incluidos refletem apenas aquilo que ja foi referido acerca da predisposi¢éo a infecédo
pelo Parvovirus. A superioridade da média das classificacfes do elemento Predisposicéo
nos caes que tiveram alta, em relacdo aos caes que morreram, aparenta ser um resultado
da sobrerepresentacdo de animais em idade mais suscetivel & infecdo por Parvovirus e de
animais ndo vacinados. Assim sendo, sdo fatores pouco adequados para classificar a
predisposicdo para o desenvolvimento de sépsis, assim como para a previsao do desfecho
(Kalli et al., 2010).

4.2.2. Infecéo

Uma vez que a Parvovirose como modelo de sépsis é a base deste estudo, o elemento
Infecdo ndo foi estudado, tendo sido atribuida a todos os animais a classificagédo de 1. No
entanto, tém sido propostos, na area da Medicina Humana, diversas classifica¢cdes tendo em
conta o local de infecdo ou o tipo de microrganismo responsavel, por exemplo: pneumonia,

infecdo do trato urinério, meningite ou encefalite (Howell et al., 2011; Rathour et al., 2015),
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existéncia de hemoculturas positivas, HCAS, ou implementagdo prévia de tratamento
antibiotico adequado (Granja et al., 2013). Apesar de se saber que os sinais clinicos de
sépsis sao influenciados pelo tipo, local e extensédo da infecdo, essas influencias ndo estao

ainda bem caraterizadas na area da Medicina Veterinaria (Otto, 2007b).

4.2.3. Resposta

A média das classifica¢cbes do elemento Resposta foi de 4,12 para os animais que tiveram
alta e de 5 para os animais que morreram. Apesar de nao ter sido aplicado nenhum teste
estatistico, isto pode ser um sinal de que este tipo de classificacdo pode ter utilidade na
elaboracdo de um prognostico. Os parametros usados sdo 0s mesmos que foram usados
para atribuir SRIS. Logo, podem ser apontadas a este sistema de classificacdo as mesmas
limitagBes, que podem ter promovido a atribuicdo de classificacdes demasiado elevadas e,
por conseguinte, ter resultado na diminui¢cdo da especificidade (cachorros podem apresentar
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria mais elevada e ser saudaveis, esses aumentos
podem resultar de dor e/ou a ansiedade, ou contagem leucocitaria francamente diminuida
devido ao efeito do Parvovirus nas células percursoras) (Fransson et al., 2007; Savigny &
Macintire, 2010).

Em doentes humanos, alguns dos mesmos parametros foram identificados como bons
indicadores da resposta, por exemplo, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria ou
contagem leucocitaria (Howell et al., 2011). Granja e colaboradores (2013) identificaram a
frequéncia cardiaca, a contagem de neutrdfilos e a concentracdo de CRP como os melhores
indicadores considerados, tendo sido identificada uma associacdo dos mesmos com a
mortalidade hospitalar. Noutro estudo j& mencionado, os pardmetros que demonstraram
uma associacgao significativa com a mortalidade foram frequéncia respiratéria superior a 20
rpm e mais de 5% de neutrofilos imaturos presentes na contagem diferencial (Rathour et al.,
2015). Tendo em conta estes e outros modelos, talvez a categorizacdo de cada parametro
seja demasiado ambiciosa, especialmente tendo em conta o tamanho da amostra utilizada.
Biomarcadores que pudessem ajudar os clinicos a perceber a evolu¢do clinica de um
paciente com sépsis seriam uma ferramenta extremamente valiosa. A identificacdo de
potenciais parametros com valor preditivo em relacdo ao prognostico, em estudos
retrospetivos, é um primeiro passo essencial no estabelecimento de sistemas de

classificacdo como este (Otto, 2007b).

4.2.4. Disfuncéo Organica

A média das classificacbes referentes a este elemento foi de 0,08 para os animais que
tiveram alta e 0,67 para os animais que morreram. Estas classificacbes bastante baixas
podem ser reflexo da elevada taxa de sucesso no tratamento destes animais na UIDI do
HEV-FMV-UL (Machado & Gil, 2017), jA que da amostra de 31 cdes apenas 4
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demonstraram algum sinal de SDMO, de acordo com a classificacdo proposta, obtendo
todos a classificagdo de 1. No entanto, podem também ser resultado da ndo avaliacdo dos
par@metros que poderiam permitir a atribuicAo de uma classificacdo (por exemplo, néo
existem medicdes da concentracdo de &cidos biliares para nenhum dos animais da

amostra).

4.2.4.1. Disfuncéo renal

Para a avaliacdo da funcéo renal sdo Uteis medicbes de ureia e creatinina séricas, bem
como do débito urinario (Bagshaw, George & Bellomo, 2008). Dos 31 animais da amostra,
apenas 1 apresentou valores de creatinina sérica acima do valor de referéncia. Apesar de
este parametro analitico ndo ter sido mensurado em todos o0s animais da amostra, o
aparentemente baixo niamero de animais com sinais analiticos de LRA pode dever-se a
pouca sensibilidade deste pardmetro no que toca a diminui¢des discretas da funcéo renal, ja
gue um ligeiro aumento pode representar uma diminuicdo substancial (de mais de 75%) da
taxa de filtragcdo glomerular (Willard & Tvedten, 2011). Nao foi possivel obter registos acerca
do débito urinario. Em caso de sépsis pode ocorrer LRA devido a hipoperfuséo renal e
consequente isquémia, levando a necrose tubular, ou devido a apoptose promovida pelos
mediadores inflamatérios em circulacdo, sendo que o segundo parece ser 0 processo mais
comum em cdes, tal como em doentes humanos (Osterbur et al., 2014). Foi também
proposto que, durante o processo de LRA devido a sépsis a arteriola eferente sofre uma
maior vasodilatagcdo em relacao a arteriola aferente (que também sobre vasodilatacdo), o
gue resulta no aumento do fluxo sanguineo renal, reducao da pressao capilar glomerular e
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (Wan et al., 2008). Assim, uma vez que a necrose
tubular aguda ndo parece estar envolvida neste processo, a histopatologia também né&o
parece ser um bom método para diagndstico de LRA secundaria a sépsis (Wan et al., 2008).
A NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) tem vindo a atrair interesse no seio da
investigagcdo de biomarcadores da funcdo renal em doentes humanos. Tem vindo a
demonstrar qualidades como capacidade de diagndstico precoce de LRA, bem como valor

de progndstico, em diversas etiologias de LRA, como sépsis (Devarajan, 2010).

4.2.4.2. Disfuncéo cardiovascular

Nenhum dos animais incluidos tinha registo de administracdo de um farmaco vasopressor,
pelo que néo foi possivel relacionar quaisquer achados com a fungdo cardiovascular e com
o desfecho. Apesar de este critério ser baseado numa medida terapéutica, tem sido usado
em estudos retrospetivos e prospetivos para estratificacdo dos pacientes (Osterbur et al.,
2014). A ecocardiografia pode ser uma ferramenta muito valiosa na detecdo de depresséo
miocardica, & semelhanca do que acontece em doentes sépticos humanos, ja que pode

revelar dilatacdo biventricular e reducdo da fracdo de ejecdo. A depressdo miocardica pode
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ocorrer na auséncia de hipotensdo e ser um indicador precoce de disfun¢do cardiovascular
(Dickinson, Rozanski & Rush, 2007).

Em nenhum dos pacientes foi detetada a existéncia de choque séptico. Segundo as
definicbes previamente revistas, o choque séptico consiste em hipotensao evidenciada por
pressao sistdlica inferior a 90 mmHg ou pressédo arterial média inferior a 70 mmHg. Em
nenhum dos cées da amostra existe registo de medicao da presséao arterial.

A avaliagdo do TRC e da qualidade do pulso femoral foram sempre incluidas nas
monitorizacdes. No entanto, 0 seu caracter bastante subjetivo e pouco sensivel para
detecdo de hipovolémia ou hipotensdo moderadas faz com que ndo sejam adequados
(Schriger & Baraff, 1991; Rijnberk & Stokhof, 2009). Em casos de sépsis pode ser Util a
medicdo de troponinas cardiacas, cujo aumento mostrou estar associado a mortalidade
precoce (Langhorn et al., 2013). Outro estudo, que incluia cadelas com sépsis secundaria a
piometra e sujeitas a cirurgia, revelou que a saturagdo venosa central de oxigénio (ScvO,), a
concentracdo de lactato, e um valor negativo de EB (excesso de bases) estdo
independentemente relacionados com a probabilidade de morte (Conti-Patara et al., 2012).
De acordo com as mais recentes recomendac¢fes na area da Medicina Humana, doentes em
choque sético devem ser identificados clinicamente através da necessidade de farmacos
vasopressores para manutencdo da pressao arterial média de, pelo menos, 65 mmHg, ou
através de niveis de lactato superiores a 2 mmol/L (>18 mg/dL) na auséncia de hipovolémia.
A combinacado destes parametros esta associada a taxas de mortalidade em internamento

superiores a 40% (Singer et al., 2016).

4.2.4.3. Disfuncéo respiratéria

Nenhum dos animais incluidos tinha registo de ventilagdo artificial ou suplementacdo de
oxigénio. Por isso, a semelhanca do que se verificou no caso da disfungcéo cardiovascular,
nao foi possivel relacionar quaisquer achados com o desfecho.

Em 2007 foi realizada uma reunido de consenso de forma a estabelecer critérios de
diagnéstico (Tabela 14) de SDRA ou LPA especificos para medicina veterinaria, tendo por
base observagfes clinicas em animais e fatores de risco conhecidos em doentes humanos
(Wilkins et al., 2007).
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Tabela 14: Definicbes de LPA e SDRA para pacientes animais segundo Wilkins et al.
(2007).

Considera-se SDRA/LPA se forem cumpridos pelo menos 1 pardmetro de cada um dos 4
critérios; o cumprimento do 5° é recomendado, mas opcional.

1. Inicio agudo (<72 horas) de respiracao esforcada em repouso

2. Existéncia de fatores de risco conhecidos (inflamacéo, infecao, sépsis, SRIS, traumatismo grave,
etc.)

3. Evidéncia de exsudacéo capilar pulmonar sem aumento da pressao capilar pulmonar (um ou mais
dos seguintes):
a. Presenca de infiltrados bilaterais/difusos a radiografia toracica (mais que um quadrante/lobo
pulmonar)
b. Sinais de aumento da densidade bilateral nas por¢cées dependentes, a TC
c. Presenca de fluido proteinaceo nas vias aéreas
d. Aumento do fluido extravascular pulmonar
4. Evidéncias de trocas gasosas ineficientes (um ou mais dos seguintes):
a. Hipoxémia sem PEEP ou CPAP e FiO2 conhecido
i. Racio PaO2/FiOz2: < 300 mmHg para LPA; < 200 mmHg para SDRA
ii. Gradiente de oxigénio alveolar-arterial aumentado
iii. Disfuncao de ventilagdo/perfusdo
b. Diminuicdo das trocas gasosas entre gas inspirado e sangue alveolar (dead-space ventilation)
5. Sinais de inflamacé&o pulmonar difusa
a. Neutrofilia do fluido de lavagem transtraquel/broncoalveolar
b. Presenca de biomarcadores de inflamacéo no fluido de lavagem transtraquel/broncoalveolar
c. Imagiologia molecular (PET)

Legenda: SDRA, Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda; LPA, Lesdo Pulmonar Aguda; SRIS,
Sindrome de Resposta Inflamatéria Aguda; TC, Tomografia Computorizada; PEEP, Pressao
Expiratoria Final Positiva (Positive End Expiratory Pressure); CPAP, Pressdo Positiva Continua na Via
Aérea (Continuous Positive Airway Pressure); FiO2, Fracdo de Oxigénio Inspirado; PaO2, presséo
parcial de oxigénio.

Apesar de tal ndo ter sido possivel no presente trabalho, de futuro, a aplicagdo destas
definicbes pode tornar possivel o desenvolvimento de estudos prospetivos validos e
comparaveis entre si, que podem contribuir para a melhoria da capacidade de diagndstico e

tratamento desta afecdo (Wilkins et al., 2007).

4.2.4.4. Disfuncédo hepatica

Dos 31 animais incluidos apenas 3 demonstraram sinais de disfuncdo hepatica. A
concentracdo sérica de acidos biliares € indicativa da funcdo hepatica. Apesar de ser
recomendada a sua avaliacao pré e pés-prandial, esta Ultima ndo €, muitas vezes, possivel
devido ao estado clinico do doente (por exemplo, em caso de vémito ou anorexia). N&do
obstante, uma Unica medicdo (pdés-prandial) é significativa, sendo que valores aumentados
séo indicativos de diminuigcdo da fungéo hepética. Desta forma, sé@o Uteis para detecdo de
disfungéo hepatica oculta (Mathews, 2006; Willard & Twedt, 2012).

Geralmente, o doseamento de bilirrubina é indicado quando ha ictericia, bilirrubindria (em

guantidades significativas no cdo e em qualquer quantidade no gato) ou suspeita de doenca
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hepatica ndo aparente. Os niveis de bilirrubina sérica podem estar aumentados em caso de
sépsis, endotoxémia ou inflamacéo, ja que certas endotoxinas e mediadores da inflamacao
aguda podem alterar o metabolismo da bilirrubina e promover aumentos da sua
concentracao sérica (Willard & Twedt, 2012). Apesar de este parametro ter sido usado para
classificar animais quanto a presumivel presenca ou auséncia de disfuncdo hepatica, num
estudo acerca de SDMO em caes com sépsis, a sua utilidade como parametro Unico foi
guestionada (Kenney et al., 2010).

Apesar da sua inespecificidade para avaliar perda de funcao hepatica, considerou-se o
aumento das concentracdes séricas de ALT e FAS porque muito raramente foram pedidos
parametros bioquimicos mais especificos, como a medi¢ao dos &cidos biliares.

A alanina aminotransferase (ALT) encontra-se elevada quando existe necrose ou lesdo do
parénquima hepatico secundariamente a estase biliar. Nao é especifica para o parénquima
hepatico (pode estar elevada em doentes com lesdo grave do musculo esquelético) e,
infelizmente, o seu aumento ndo esta relacionado com perda de funcdo biliar (Mathews,
2006; Willard & Twedt, 2012).

Da mesma forma, o aumento da fosfatase alcalina sérica (FAS) néo esta relacionado com a
diminuicdo da funcdo hepética, apesar de poder ocorrer colestase intra-hepatica, por
compressao local ou difusa dos canaliculos biliares, em caso de sépsis. No total da amostra,
1 cédo, sobrevivente, apresentou aumento da concentracdo de FAS em duas ocasides
diferentes. Um dos aumentos foi inferior a 3 vezes o valor superior de referéncia, e 0 cdo
tinha menos de 1 ano de idade, o que pode ser considerado normal (Willard & Twedt, 2012).
No entanto, chegou a apresentar um quadro clinico reservado, com registos de bilirrubinaria
e mucosas subictéricas.

A hipoglicémia é um indicador pouco sensivel e pouco especifico da fungédo hepatica, ja que
a perda de massa hepética funcional tem de ser na ordem dos 70-80% para que esta
ocorra, e que a mesma se pode dever ndo s6 ao comprometimento da gluconeogénese
hepatica, mas também a diminuicdo das reservas de glicogénio hepatico, e a reducédo da
degradacao hepatica de insulina (Willard & Twedt, 2012). No que toca a afecdo em questao,
pode verificar-se hiperglicémia na fase inicial do choque séptico. Ap6s agravamento do
estado clinico pode existir hipoglicémia, como resultado de gluconeogénese hepéatica
reduzida ou aumento do transporte de glucose ndo regulado pela insulina (Sykes, 2014b).
Nos animais da amostra considerada ndo havia registos destes valores de forma consistente
entre todos o0s animais.

Dos 31 animais da amostra, 3 apresentaram niveis diminuidos de albumina sérica. Um
desses animais foi 0 que apresentou aumento da FAS. Dos outros dois, um ndo sobreviveu
ao segundo dia de internamento e outro, apesar de se ter apresentado a consulta em

presumivel choque, sobreviveu.
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A disfuncdo hepatica pode resultar em hipoalbuminémia quando, pelo menos, 70 - 80% do
parénquima esta afetado, o que implica a existéncia de sinais clinicos compativeis (Willard &
Twedt, 2012). Em cdes com Parvovirose € provavel que a hipoalbuminémia seja devida a
diarreia, com perda de proteina através do intestino. No entanto, em quadros de sépsis, a
hipoalbuminémia pode ser promovida pelo aumento da permeabilidade vascular (com perda
de albumina para o espaco extravascular), pelo aumento de producéo de proteinas de fase
aguda ou pelo efeito do LPS, que pode promover a diminuicdo da producdo de NF-kB
(Silverstein & Otto, 2012; Sykes, 2014b).

4.2.4.5. Alteracdes hemostéticas

De acordo com a classificagdo proposta, apenas 2 dos animais incluidos no estudo
apresentaram alteragdo hemostatica, sendo que um sobreviveu (um Malamute do Alaska) e
outro morreu, ap6s agravamento do quadro clinico, antes das primeiras 48 horas de
internamento. O animal que sobreviveu foi visto na consulta do HEV-FMV, pela primeira vez,
num estado muito grave, com alteracdo do estado mental, prostragdo intensa, mucosas
palidas e TRC aumentado. Obviamente, ndo é possivel saber com certeza, mas a luz do
guadro clinico apresentado e do valor reduzido de contagem plaquetéria, este cao pode ter
desenvolvido CID.

Num estudo em que foi utilizado o0 mesmo valor de contagem de plaquetas para determinar
se animais com sépsis de origem abdominal apresentavam alteracbes hemostéticas, a
presenca das mesmas mostrou estar independentemente relacionada com a mortalidade.
No entanto, no mesmo estudo foram também considerados TP ou TTPA aumentados em
mais de 25% em relacdo ao limite superior de referéncia (Kenney et al., 2010). Outros
parametros que podem ser usados para vigiar a ocorréncia de CID em cées com sépsis sdo
a diminuicé@o de atividade da antitrombina e o aumento de Dimeros D (OK et al., 2015).

4.2.5. A classificacéo total

A média das classificacbes totais foi de 13,83 para os animais que morreram e de 12,92
para os animais que tiveram alta. O reduzido nimero de animais da amostra, bem como a
reduzida taxa de mortalidade, aliados ao desenvolvimento extremamente empirico dos
sistemas de classificagdo usados para cada um dos componentes (P, R e O) tornam dificil o
tipo de trabalho estatistico que foi feito nos trabalhos supramencionados (Peduz, Concato,
Kemper, Holford & Feinstein, 1996).

Nao houve diferencas significativas entre as classificagfes obtidas no inicio do periodo de
internamento e apds 48 horas, o que talvez torne a classificacdo proposta pouco sensivel a
alteracdes discretas do estado clinico dos doentes ou a respostas a terapéutica instituida.
Num dos estudos referidos conduzido por Howell (2011) é validada a utilidade do sistema

PIRO para o estadiamento de doentes humanos sépticos. No estudo foram usados dados
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de trés grupos. A partir de um dos grupos foi criado o sistema de classificacao, identificando
fatores com influéncia na mortalidade. Depois de elaborado o sistema de classificacdo, este
foi aplicado nos dois grupos restantes (um grupo para validacdo externa e outro para
validagdo interna). Os resultados mostraram que o aumento da mortalidade esteve
relacionado com o aumento da classificacdo PIRO, com AUC igual a 0,90, 0,86 e 0,83 nos
grupos de derivacao, de validacao interna e de validacdo externa, respetivamente.

Um outro estudo, também ja mencionado, que teve como objetivo identificar as variaveis
gue poderiam ser incluidas em cada componente do sistema PIRO tendo em vista uma
melhor previsdo da mortalidade, usou dados recolhidos de doentes sépticos humanos
internados em UCI de diversos hospitais de Portugal (Granja et al., 2013). A classificacdo
resultante da combinacdo dos valores dos quatro componentes apresentou uma boa
capacidade de previsdo da mortalidade (AUC=0,84).

O sistema de classificacdo PIRO mostra ter um bom desempenho na previsdo da
mortalidade de pacientes suspeitos de sépsis, sendo superior em comparagdo com outros
sistemas como o APACHE Il ou o MEDS (Nguyen, Van Ginkel, Batech, Banta & Corbett,
2012). Em comparagdo com o sistema SOFA, também demonstrou ter um melhor
desempenho (Macdonald et al., 2014). O SOFA inclui apenas variaveis fisiolégicas e
laboratoriais, sem considerar fatores do hospedeiro como a idade ou a presenca de
comorbilidades.

Tendo em vista a melhor identificacdo de doentes sépticos humanos nos Departamentos de
Urgéncia, o grupo de trabalho que reviu, pela terceira vez, as definicbes relativas a sépsis e
choque séptico, propde a utilizagdo do qSOFA (quick SOFA) numa arvore de decisdo para
detecdo de doentes sépticos, e do sistema SOFA para a monitorizagdo da sua fungéo
multiorganica. Este é recomendado por integrar parametros relativamente simples de obter
rapidamente e por ser bastante popular no seio da comunidade médica (Singer et al., 2016).
Num estudo retrospetivo, o SOFA mostrou ter boa capacidade discriminatéria entre
sobreviventes e ndo sobreviventes, superior a do sistema PIRO. Também neste estudo, o
valor de prognéstico do SOFA mostrou aumentar com a presenca de fatores de risco, como
a presenca de comorbilidades (Innocenti et al., 2017).

Como ja foi referido anteriormente, o estudo desta doenca em cdes € promissor no que toca
ao avanco do conhecimento cientifico no que toca a sépsis. A maior dificuldade no desenho
de modelos de ensaios clinicos para aplicagcdo em pacientes caninos é a auséncia de um
sistema de classificacdo validado para a espécie, de forma a documentar a gravidade e a
progressao da doenca (Otto, 2007). No presente trabalho néo foi possivel levar a cabo essa
validacdo. No entanto, foi demonstrado que é possivel a implementacéo de tal sistema, que
talvez fosse muito melhor aplicado no contexto de um estudo prospetivo. Esta mudancga
seria extremamente Util no sentido de tornar clara, a partida, toda a informacao a recolher e,

por conseguinte, tornar elegiveis mais animais. E necessario, também, usar métodos mais
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fihveis para a criacdo de parametros e para a atribuicdo de classificagbes. Uma ferramenta
interessante seria a producao de Fast Frugal Trees (FFT). As FFT séo arvores de deciséo
baseadas em regras de hierarquia, criadas a partir de um conjunto normalmente pequeno de
informacBes (Koehler & Harvey, 2004). Sao frequentemente preferidas a estratégias mais
complexas de decisdo (como a regressao logistica) e sdo mais faceis de interpretar e
implementar na préatica (Marewski & Gigerenzer, 2012). Tém sido usadas para diversos fins
no contexto da Medicina Humana, como no diagnéstico de depressdo (Jenny, Pachur,
Williams, Becker & Margraf, 2013) ou na implementacdo de processos de decisdo em
departamentos de urgéncia (Green, 1997). Na figura 3 esta demonstrada uma FFT, a titulo
de exemplo, que poderia ser usada para atribuir classificagbes aos parametros que
compdem o elemento Resposta do sistema PIRO, elaborada com a ferramenta FFTrees do
programa R (Phillips, 2017).

E necessério ressalvar que este exemplo foi construido com poucos dados, o que tornou
impossivel a divisdo da amostra numa amostra de extrapolacdo e numa amostra de
validagdo, como seria recomendavel (Phillips, 2017). Desta forma, este exemplo pode ter
um bom desempenho apenas para esta amostra.

Figura 8: Exemplo de FFTree para o elemento Resposta (AUC=0,96; sensibilidade=1;
especificidade=0,96).
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Legenda: Leuc, contagem leucocitaria; FC, frequéncia cardiaca; FR, frequéncia respiratoria; Temp,
temperatura.
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4.3. Concentracdo de CRP

Os 13 cées incluidos na amostra apresentaram concentracfes séricas de CRP aumentadas
em relacdo aos caes do grupo de controlo. Este achado é interessante, mas néo inesperado
(Kocaturk et al., 2010; McClure et al., 2013), ja que a CRP ¢, como ja foi revisto, uma
proteina inflamatéria de fase aguda que aumenta em caso de inflamacdo, sendo
inespecifica quanto a causa. Em casos de sépsis em cdes, a sua concentracdo ja foi
associada ao tempo de hospitalizacdo (Fransson et al., 2007). Em seres humanos, a
variagao da sua concentracdo ao longo dos primeiros dias de internamento esté relacionada
com o prognéstico (Pévoa et al., 2011; Granja et al., 2013). Em estudos futuros talvez seja
interessante avaliar a CRP de animais com sépsis ao longo de alguns dias, na tentativa de
implementar, por exemplo, testes rapidos para a medigdo da concentragdo de CRP na
pratica clinica comum, j& que esta afecdo exige um pronto e atento cuidado do doente
(Plickert et al., 2011).

4.4. A concentracdo de CRP, os critérios de SRIS e a classificagdo PIRO

No estudo de Fransson e colaboradores (2007), a concentracdo de CRP foi o Unico
parametro que demonstrou estar significativamente relacionado com SRIS, além dos
critérios clinicos usados para a diagnosticar. Deste modo, o resultado da curva ROC
realizada no ambito do presente trabalho vai de encontro ao que foi previamente descrito.
De acordo com os critérios de SRIS utilizados, uma concentracdo de CRP igual ou superior
a 83,8 mg/L pode ser usada para detetar a presenca de SRIS, a luz do quadro clinico.

A auséncia de correlacdo entre o aumento da concentracdo de CRP e o aumento da
classificacdo PIRO pode ser o resultado da possivel inadequacédo dos critérios de atribuicédo
de classificacdo. No entanto, dos 4 animais com concentracbes de CRP acima dos 83,8
mg/L, 3 apresentaram classificagcbes PIRO acima ou proximas das médias, tanto para os
animais que tiveram alta como para os que morreram (classificagdes de 11, 15 e 18). Um
desses animais apresentou uma classificacdo PIRO baixa no dia da colheita de sangue mas

o desfecho é desconhecido porgue teve alta contra indicacdo médica.

4.5. Quantificacdo de IL6 e TNF-a

O facto de apenas ter ocorrido expressdo em algumas das amostras, tanto no caso da IL-6
como no caso do TNF-a, bem como o elevado erro-padréo associado a média dos valores
de 222CT e a existéncia de valores de Cr muito elevados, ndo permite estabelecer
comparacgdes entre os niveis de IL-6 e de TNF-a de animais com Parvovirose e de animais
saudaveis.

Foi ja demonstrado que em animais com sépsis, quer promovida pela inoculacdo de
endotoxina (Song, Kim, Yu, Park & Park, 2012), quer como consequéncia de uma infecdo
contraida (Rau et al., 2007; DeClue, Sharp & Harmon, 2012; OK et al., 2015), a expressao
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dos mediadores inflamatorios IL-6 e TNF-a € superior em relagdo a que se verifica em cées
saudaveis. Segundo um estudo de Rau e colaboradores (2007), quanto mais elevados o0s
niveis de IL-6 no dia de entrada em internamento, maior a gravidade da doenca, a taxa de
mortalidade e menor a sobrevida. No entanto, DeClue (2012) e colaboradores verificaram
gue os niveis de IL-6 e TNF-a sdo, de facto, superiores em animais com sépsis. Neste
estudo, nenhum dos mediadores inflamatérios estudados demonstrou sensibilidade ou
especificidade satisfatérias para o diagnostico de sépsis, nem para a elaboracdo de um
progndstico. Os autores deste Ultimo reconhecem algumas limitagbes do mesmo,
nomeadamente a auséncia de mensuragdes seriadas dos mediadores, algo que foi
implementado no estudo conduzido por Rau et al. Sendo que a producdo destes mediadores
é dindmica, o seu pico de producdo pode ter sido, por algumas vezes, perdido. A avaliacdo
seriada poderia, assim, ter resultado numa associacdo significativa entre a concentracéo
dos mediadores e a taxa de mortalidade (DeClue et al., 2012).

Além de ja ter sido reportada a utilidade da quantificacdo de TNF-a para a elaboragéo de um
prognéstico em casos de Parvovirose canina (Bastan, Kurtdede & Ozen, 2013), tem sido
estudada a sua utilidade para o diagndstico de sépsis ou SRIS e para a atribuicdo de
progndsticos. Estd demonstrada a sua participacdo no processo inflamatério exuberante que
caracteriza a sépsis (OK et al., 2015). No entanto, ndo esta demonstrada sua correlacao
com a gravidade da doenca (Fransson et al., 2007). A mesma relacao ja se encontra ha
muito descrita na area da Medicina Humana (Debets, Kampmeijer, Van Der Linden,
Buurman & Van Der Linden, 1986).

Dos 5 caes nos quais foi detetada a expressdo de mRNA de IL-6, 2 tiveram alta e 3 tiveram
alta contra indicacgao clinica. A expressdo de mRNA de TNF-a foi detetada em 6 caes, dos
quais 1 morreu, 3 tiveram alta e 2 tiveram alta contra indicacdo clinica. O desconhecimento
de todo o curso clinico dos animais que sairam da UIDI contra o aconselhamento médico
torna dificil tecer consideragbes quanto a relacdo entre a expressdo de mRNA das
citoquinas e o desfecho.

4.6. Identificacdo de DNA bacteriano

A andlise dos produtos de amplificacdo do PCR sugerem a presenca de bDNA de E. coli e
de Staphylococcus spp. no sangue de 3 dos animais testados. A existéncia de varias
bandas de DNA em algumas amostras sugerem inespecificidade da reacdo PCR e a
necessidade de otimizacdo da técnica. Para confirmar a natureza dos produtos de
amplificacdo obtidos deveria ter-se feito a sua sequenciagao.

E sabido que pode ocorrer bacteriémia em cées saudaveis, desde que o figado elimine
efetivamente os microrganismos em circulacéo. Para que tal seja possivel, é necessario que
a carga bacteriana nao ultrapasse a capacidade funcional do sistema reticuloendotelial. Em

cdes com sindrome de diarreia hemorragica aguda, ndo houve diferencas significativas
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entre os sinais clinicos apresentados por cdes com hemoculturas positivas em relacdo a
cdes com a mesma doenca e com hemoculturas negativas (Unterer et al., 2015). O mesmo
ndo se pode afirmar no caso de cdes com Parvovirose, doenca em que se da a combinacéo
de quebra da barreira gastrointestinal com a neutropénia resultante da infecado viral, ficando
comprometida a remocédo de bactérias da corrente sanguinea (Goddard & Leisewitz, 2010;
Unterer et al., 2015).

Apesar de serem bastante usadas no diagnéstico de bacteriémia e/ou sépsis, as
hemoculturas nem sempre tém resultados satisfatérios, podendo o seu resultado ser
negativo na presenca de bacteriémia. Isto pode ser o resultado da opsonizagéo, que torna
as bactérias indisponiveis para a cultura (Krentz & Allen, 2017) ou da administracdo prévia
de antibioticos.

A detecdo de bDNA pode ser uma alternativa para o diagndéstico. Such e colaboradores
(2002) demonstraram a presenca de bDNA no soro e liquido ascitico em 32% dos doentes
humanos com cirrose e com hemoculturas negativas. O microrganismo mais
frequentemente detetado foi E. coli. Demonstraram também que o bDNA era detetado em
periodos de tempo varaveis ap6s a abdominocentese terapéutica, sugerindo que este
fendmeno pode estar relacionado com episddios de translocacdo bacteriana a partir do

[Gmen intestinal.
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4.7. Observacgéo conjunta dos resultados obtidos
Apesar de nao ter sido possivel fazer a andlise estatistica de todos os dados obtidos, é

importante observar os registos das medicdes efetuadas em cada amostra (Tabela 15).

Tabela 15: Resumo de alguns dos resultados obtidos com cada experiéncia, em cada

amostra, em conjunto com o desfecho observado.

mosra SfEOle Bpresie R boua O pasen
1 S N - N 9 Alta
9 S N 34,9 S 7 Alta CI*
10 S S 137,9 S 9 Alta CI*
12 N N 44 .4 N 8 Alta
13 N N 84,1 N 16 Alta
15 N S 120,7 N 8 Morte
16 N N 55 N 15 Alta
18 N S 92 N 6 Alta
19 S S 57,3 N 10 Alta CI*
20 N N 123,6 S 15 Alta
21 S S 55,3 N Alta
22 N S 83,4 N 6 Alta

Legenda: IL-6, interleukin 6; TNF-a, tumor necrosis factor a; CRP, C-reactive protein; mg/L, miligrama
por litro; bDNA, bacterial DNA; PIRO, Predisposition, Insult, Organ dysfunction; S, sim; N, ndo; Alta
Cl, Alta contra-indicacéo.

*Estes animais ndo foram incluidos nos testes estatisticos referentes a detecdo de SRIS e a
classificagéo PIRO.

E dificil estabelecer uma relacdo entre as diversas observacbes. De notar a elevada
concentracdo de CRP em dois dos animais nos quais foi detetado bDNA (10 e 20). Na
amostra proveniente do animal 10 houve expressdo detetavel de IL-6 e de TNF-a. Este
animal tem registo de diarreia abundante, com laivos de sangue vivo, durante o periodo de
internamento. Além disso, ndo apresentou um quadro clinico preocupante, tendo em conta o
diagnostico de Parvovirose. O mesmo se passou com o animal 20. O animal 9 apresentou
apenas expressao de IL-6 e presenca de bDNA. Este era, curiosamente, um animal de raca
Rottweiler, supostamente predisposta a infecdo por Parvovirus. Esta observacédo nao vai de
encontro ao que é afirmado no estudo de Nemzek e colaboradores, que verificaram que a
magnitude de producdo de TNF-a em caes de racas supostamente predispostas a infegédo
por Parvovirus (como o Rottweiler) € bastante superior a verificada em caes de outras racas.

O mesmo nao foi demonstrado no que toca a IL-6. De referir que o cao 9 tinha ja 10 meses.
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Foi impossivel saber o seu desfecho, uma vez que saiu do internamento contra indicacao
médica.

O cado da amostra 15, o Unico que nao sobreviveu, ndo tinha a entrada uma classificacdo
PIRO muito elevada, nem foi detetado bDNA em circulacdo. No entanto, o valor de CRP foi
elevado. O seu quadro clinico foi-se agravando ao longo de varios dias, apesar do

tratamento.
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5. Concluséo

O estudo realizado representa uma contribuicdo para o desenvolvimento de um sistema de
classificacéo e estratificacdo de doentes sépticos, especifico para a espécie canina. Sistema
este que foi aplicado retrospetivamente, apés diversas e exaustivas pesquisas. Nao foi
possivel validar o sistema de classificacdo proposto. No entanto, foi demonstrado que é
possivel a implementacao de um sistema semelhante. Os resultados poderiam ter sido mais
satisfatérios se os dados tivessem sido recolhidos prospectivamente na sua totalidade.

Foi demonstrado que é significativamente maior o nimero de animais que se considerou
estar em SRIS segundo os critérios SRIS 1991, do que o numero de animais assim
classificados segundo os critérios SRIS 2001. Apesar da provavel perda de sensibilidade na
detecdo de SRIS, esta adaptacdo surge na tentativa de dar resposta a necessidade de
critérios mais especificos na detecéo desta afecdo grave do sistema imunitario.

As fragilidades apontadas, tanto aos critérios para diagnéstico de SRIS como aos
pardmetros utilizados para cada elemento do sistema PIRO, podem traduzir-se em
conselhos Uteis para o futuro delineamento de estudos do mesmo género, em conjunto com
a aplicacdo de novas ferramentas, como as FFTrees.

Foi demonstrado que os cédes com Parvovirose tém concentracfes mais elevadas de CRP
em circulacdo em relacdo a caes saudaveis. Isto é de esperar, dada a inespecificidade que
€ apontada a esta PFA. De realcar que neste estudo foi possivel determinar um valor-limite
a partir do qual se pode dizer que estd em curso um processo de SRIS: 83,8 mg/L, a luz dos
critérios de diagnostico revistos na literatura Médico-veterinaria. Esta pode ser uma grande
mais-valia, especialmente quando aliada a utilizagcao de testes rapidos.

Nao foi possivel avaliar estatisticamente a producdo de IL-6 e de TNF-a dos animais do
grupo experimental em relagdo aos animais do grupo de controlo. Contudo, tal n&o significa
gue estes mediadores ndo tém importancia no processo inflamatério complexo que € a
sépsis; a sua importancia jA tem sido demonstrada. A otimizacdo da conservacdo de
amostras, utilizacdo de diferentes kits de extracdo de RNA e a sua recolha prospetiva
poderdo melhorar a sua detecdo em estudos futuros.

A andlise dos produtos de amplificacdo por PCR sugerem a presenca de DNA bacteriano no
sangue de 3 dos animais do grupo experimental. Apesar de ser necessaria a otimizacdo da
técnica, esta observacdo pode ser uma porta para investigacdo futura do diagnostico de
sépsis através da identificacdo de DNA bacteriano por PCR.

Por fim, este trabalho realca a necessidade de continuar a investigar esta complexa afecéo
gue é a sépsis, avancando na descoberta de biomarcadores que possam ser objetivamente
medidos e reflitam processos biol6gicos normais e patogénicos, bem como as respostas dos

doentes as intervencdes terapéuticas.
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IV - Anexos
Anexo 1: Tabelas de registo das variaveis recolhidas para classificagdo dos animais no que
toca as variaveis Resposta e Disfun¢do organica.
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso OQ_MM\Mm_WW _.mAMMMwo\H%m v%mm_wm\mwm eﬂwm\wﬂ_v Oﬂw:mm“_\m__”m AC\W_WMQOV AC\__.HWWQQ W_MMM_\M__MNW >_WM\H__v:m
%h
MAGGIE 11114 16h
2 meses 24h 108 28 37,8 rosadas <2 forte 9,2
Sh 120 24 38,2 rosadas <2 forte 90
12/1/14 16h 124 24 38,2 rosadas <2 forte
24h
Entrada: 11/1/14 Sh 100 24 38 rosadas <2 forte 100
Saida: 15/1/14 13/1/14 16h 124 32 38 rosadas <2 forte
Raga: Indefinida 24h 160 24 38,9 rosadas <2 forte
s/ vacinas %h 38,6 rosadas <2 forte
14/1/14 16h 160 20 38,2 rosadas <2 forte 41
24h 164 28 38,5 rosadas <2 forte
9h 140 30 38,4 rosadas <2 forte
15/1/14 16h 150 20 38,2 rosadas <2 forte
24h
Sh 160 40 38,6  rosadas <2 forte 53 15 315 31
12/1/14 16h 144 32 39,5 rosadas <2 forte
24h 39,4 rosadas <2 forte
ROCKY Sh 120 48 38,5 palidas <2 forte 65
4 meses 13/1/14 16h 124 32 39,7 rosadas <2 forte 99
24h 108 24 39,3 r. palido <2 forte 68
Entrada:12/1/14 9h 80
Saida: 21/1/14 141714 | 16h % 32 381  palidas < ore 30
Ragca: Indefinida 24h 121
s/ vacinas Sh 110 36 38,1  rosadas <2 forte 62
15/1/14 16h 140 44 38,2  rosadas <2 forte 41
24h 130 40 382  rosadas <2 forte 43
Sh 120 36 38,4 rosadas <2 forte 62
16/1/14 16h 140 44 382  rosadas <2 forte
24h 130 40 38,2 rosadas <2 forte 99
Sh 123 28 38,3 rosadas <2 forte 52
17/1/14 16h
24h 138 24 38,3 rosadas <2 forte
%h 128 36 38,3 rosadas <2 forte 38,8
18/1/14 16h 120 16 38,6 rosadas <2 forte
24h 140 36 38,3 rosadas <2 forte
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso Aw__hm\ww_% _.MMMMM ”vom thm%m.m\ﬂ_wm ANM\_%; omw:mm_\m__w_m E\W_WHOQ E\__.HWMQQ m_h__qﬂwc\w__ﬂm >_~MM\H__V:Q
9h
12/10/14 16h 39,6 <2 néo forte
4 LUA 24h 140 28 38,9 rosadas <2 forte
8 meses 9h 92 28 37,2 rosadas <2 forte
13/9/14 16h 96 36 38,6 rosadas <2 forte
Entrada: 12/10/14 24h 110 20 rosadas <2 forte
9h 88 36 385 r. palidas <2 forte
Saida: 16/10/16 14/9/14 16h
Raga: Indefinida 24h 92 35 39,2 r. palidas <2 forte
9h 88 34 38,9 r. palidas <2 forte
15/9/14 16h 100 arfar rosadas <2 forte
s/ vacina 24h 100 40 38,9 rosadas <2 forte
%h 100 38 38,9 rosadas <2 forte
16/9/14 16h 90 36 rosadas <2 forte
24h
9h
12/10/14 16h
24h 88 40 39,2 rosadas <2 forte
LEITAO 9h 180 24 37,9 palidas  igual a 2 forte
13/10/14 16h 164 24 38,7 . palidas <2 forte
24h 100 28 38,6 palidas <2 forte
Entrada:12/10/14 9h 86 36 37,1 r. palidas <2 forte 9
Saida: 16/10/14 14/10/14 16h
Raca: indefinida 24h 80 25 37,3 . palidas <2 forte 4.12 262
%h 86 36 r. palidas <2 forte
Sl/vacinas 15/10/14 16h 100 28 38,5 r. palidas <2 forte
24h 104 32 rosadas <2 forte
%h 100 36 38,4 rosadas <2 forte
16/10/14 16h
24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas  TRC Pulso mm_hm\ﬂw_w _.m%wwmn\ ”vow n%mw,‘uwm eﬂwm\_%c Q%:mm_\m__w_m E\_W,_WHDQ EF_#MOQ w_hﬂm_\w__ﬂm >_wM\H__v:m
Sh 88 arfar 38,7  rosadas <2 forte 202 94,3 (agreg) 19
23/10/14 16h 100 arfar rosadas <2 forte
24h 9% 36 rosadas <2 forte
%h
24/10/14 16h 9% arfar 385  rosadas <2 forte
24h
N°4 %h
21/10/14 16h
24h 395  rosadas <2 forte 94
Entrada: 21/10/14 9h 180 28 389  rosadas <2 forte
Morte: 23/10/14 | 22/10/14 16h 160 32 389  rosadas <2 forte
Idade 2/3 meses 24h 160 24 36,1 r. pélidas <2 forte
Vacinagdo 23110114 2,30h 35,1
desconhecida 5,30h encontrado morto
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n Glucose | Leucécitos Plaquetas Ureia  Creatinina ALT FAS Bilirrubina  Albumina
Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso (mg/dl) x10%) (x103/p) (mgdl) (mgfdl) (UIL37°C) (UL 37°C) (mg/di) (o/dl)
%h
15/6/15 | 16h 39,2 rosadas @ forte 128 718 241 69 23
24h
VIOLETA 9h 182 36 rosadas <2 forte
5meses 16/6/15 | 16h 128 k] 38,6 rosadas <2 forte
24h 112 24 38,1 rosadas < forte
oh 120 28 37.9 1. pélidas <2 forte
Entrada: 15/6/15 17/6/15 16h 120 32 384 r. palidas Q2 forte
Saida: 19/6/15 24h
Raga: indefinida %h 126 30 383 . palidas <2 forte
s/ vacinas 18/6/15 16h 136 34 <2 forte
24h 128 24 38,7 . palidas <2 forte
%h 136 30 38,7 <2 forte
19/6/15 16h 144 38 . palidas <2 forte
24h 108 38,8 rosadas <2 forte
LOKI. 3 meses 9h
15/6/15 16h
24h 200 375 . palidas <2 forte
%h 186 44 389 rosadas <2 forte 11 636
Entrada: 15/6/15 16/6/15 16h 180 60 38,4 rosadas <2 forte
Saida: 17/6/15 24h 148 28 383 <2 forte
Raga: indefinida %h 120 80 37,9 . palidas <2 forte
s/ vacinas 17/6/15 16h
24h
%h 186 34 39,9 rosadas <2 forte
BRUTUS 20/7/15 16h 200 36 rosadas <2 forte
5meses 24h 164 48 38,4 rosadas <2 forte 163 192 29
%h 184 36 38,6 rosadas <2 forte
21/7/115 16h 112 38 rosadas <2 forte
Entrada:19/7/15 24h 80 k7] 385 rosadas <2 forte
Saida: 22/7/15 %h 9% k7] 384 rosadas < forte
Raca: x Rotweiller | 22/7/15 16h
S/ vacinas 24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR(rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso wﬂm\w_m_w _.mﬁ“M“mw_c% ° uMMMm_wm\Mw %M_Qm: Q%:mm“_\u__ﬂm E\W_WHOQ E\r_uwwoa m_hr”“_\w__ﬂm >_MM\H__V3
KAYA 11:30h rosadas <2 forte 75
26/8/15 16h 134 28 rosadas <2 forte
24h 180 40 38,2 rosadas <2 forte INTERNAMENTO COMBINADO DE 3 DIAS
Entrada: 26/8/15 %h
Saida: 28/08/15 2718115 16h 38,9 rosadas <2 forte
Ragca: indefinida 24h 132 60 38,5 rosadas <2 forte
S/ vacinas %h 38,2
2meses 28/8/15 16h
24h
%h
419/15 16h
24h 140 24 37,9 rosadas <2 forte
JOCA % 110 24 38,2 r. palidas <2 forte 11 ﬁm@a@mnMw
S/9/15 16h 108 24 palidas <2 forte
24h 100 24 38,9 r. palidas <2 forte
Entrada: 4/9/15 %h 140 36 37,7
Saida: 9/9/15 6/9/15 16h 82 32 38,1 r. palidas <2 forte
Raga: Indefinida 24h 80 36 38,3 rosadas <2 forte
1,5anos %h % 36 38,3 rosadas <2 forte
sivacinas 7/9/15 16h
24h 160 40 38,1 rosadas <2 forte
%h 82 36 38,3 rosadas <2 forte
8/9/15 16h
24h 120 20 38 rosadas <2 forte
oh 142 40 38,3 rosadas <2 forte
9/9/15 16h 100 32 38 rosadas <2 forte
24h 88 32 38,7 rosadas <2 forte
oh 100 £ 38,6 rosadas <2 forte
10/9/15 16h 124 36 rosadas <2 forte
24h
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. Glucose | Leucécitos  Plaquetas  Ureia  Creatinina ALT FAS Bilirrubina  Albumina
Animal DataeHora — FC(opm) FR(pm) Temp (C) Mucosas  TRC  PUSO ey | iy pcloah)  (mgd)  (mgid) (UL3PC) (UL3PC)  (gld)  (gid)
Sh 146 24 38,6 rosadas <2 forte
24/9/15 16h
24h 84 24 38,4 rosadas <2 forte
Sh 136 32 38,6 rosadas <2 forte
25/9/15 16h 84 20 38,2 rosadas <2 forte
24h 128 32 38,7 rosadas <2 forte
9h
26/9/15 16h
24h
9h 108 30 38,6 rosadas <2 forte
27/9/15 16h
24h
9h
22/10/15 16h
Pizz| 24h 52 20 37,9 rosadas <2 forte 49 135 202 0,71 3.2
10 meses %h 64 20 37,8 rosadas <2 forte 86
23/10/15 16h 64 16 37,8 rosadas <2 forte
24h 60 16 rosadas <2 forte
9h 68 272 37,6 rosadas <2 forte
Entrada: 22/10/15 | 24/10/15 16h 84 28 38 r. palidas <2 forte
Saida: 26/10/15 24h 92 24 38 rosadas <2 forte
Raca: Caniche 9h 92 40 38 rosadas <2 forte
slvacinas 25/10/15 16h 88 42 rosadas <2 forte
24h 104 36 rosadas <2 forte
9h 80 24 38 idas <2 forte 16,3 323 35
26/10/15 16h 80 30 38,3 <2 forte
24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C)  Mucosas TRC Pulso QAHMHW _.m%mmww__”vow nth%wm\”wm AMM\HV Q%:mm“_\m__ﬂm >:muoovﬁc\_. Ac\wwwoov ® HLM_\M__Nm >:MM\H___V:w
%h
2/1/16 16h
ESTRELA 24h 184 32 38,7 rosadas <2 forte 5.0 394 32
3 meses 9h 180 36 38,6 <2 forte
3/1/16 16h
24h 200 28 39,5 <2 forte
Entrada: 2/1/16 %h 196 32 40,5 <2 forte
MORTE: 5/1/16 4/1/16 16h 206 32 39,8 <2 forte
Ragca: indefinida 24h 140 32 39,8 palidas <2 forte
Vac.: Puppy DP %h 186 36 39,9 palidas <2 forte
5/1/16 14h 39,2 86
24h
1h am. 130 rosadas <2 forte
26/516 %h 184 36 38,9 palidas <2 forte
16h 164 20 38,2 rosadas <2 forte
24h <2 forte 11 468
PUPPY 9h 132 32 38,3 r. palidas <2 forte
2 meses 27/5/16 16h 140 38 38,8 r. palidas <2 forte
24h 140 28 38,5 r. palidas <2 forte 77
Entrada: 26/5/16 Sh 200 40 38,2 rosadas <2 forte
Saida: 29/5/16 28/5/16 16h 192 40 37,5 rosadas <2 forte
Raca: Beagle 24h 190 36 38,1 rosadas <2 forte
vacinacéo 1toma %h 160 44 38,1 <2 forte
vang 7 s/ vinheta 29/5/16 16h
24h
%h 112 rosadas <2 forte 51 9 213 05 18 22
13/7/16 16h 124 40 38,6 rosadas <2 forte
24h 120 32 r. <2 forte
FOXXY %h 124 32 38,4 r. <2 forte 13
Idade: 10 sem 14/7/16 16h 108 40 38,1 r. palidas <2 forte 131
24h 100 60 38 1. palidas <2 forte 89
Entrada: 13/7/16 %h 156 32 38.7 r. palidas <2 forte
Saida: 17/7/16 15/7/16 16h <2 forte 68
Raga: Spitz Ando 24h 120 60 39 r. <2 forte
Vac.: Puppy DP %h 180 tag. 39 r. <2 forte
16/7/16 16h 140 ganir r. palidas <2 forte
24h 140 48 38,7 rosadas <2 forte
%h
17/7/116 16h
24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso OA%MMW_M _.mA“MMwo\HM s nhwmﬁ”%ww %Uﬁv Q%“_\m__w_m E:.ZMOQ Ac\_._nWon w_hrﬂw:\w__ﬂm >_~MM\H__v:m
oh 136 36 38,8 Hiper < Forte 10.6 (6-17) 278 (200-500) 0.16 (0.4-1.4) 38 (10-70)
23/10/16 16h 124 36 38,4 Rosadas <2 Forte
24h 7 32 38,2 Rosadas <2 Forte
SPOT % 132 48 38,9 Rosadas <2 Forte
24/10/16 16h 112 24 383 Rosadas <2 Forte
24h 141 56 38 Rosadas <2 Forte
Entrada: 23/10/2016 %h 136 48 39 Rosadas <2 Forte
25/10/16 16h 140 48 385 Rosadas <2 Forte
Raca: indeterminada 24h 140 40 38,3 Rosadas <2 Forte
% 146 42 38,7 Rosadas <2 Forte
4 meses 26/10/16 16h 160 40 38,2 Rosadas < Forte
24h 148 arfar 37,8 Rosadas ) Forte
Sh 156 32 38,3 Rosadas <2 Forte 9,85 521
27/10/16 16h 160 28 38,3 Rosadas <2 Forte
24h
%h
31/10/16 16h
ZUKY 24h 18
9h
1/11/16 16h 160 28 37,6 pélidas <2 forte 23
Entrada: 31/10/16 24h 180 60 39,5 rosadas <2 forte
Saida: 3/11/2016 %h 200 58 396 rosadas <2 22
Raga: Yorkshire 211116 | 16h
Terrier 24h 383
2 meses 9h 220 52 38,3 rosa palidas <=2 forte 12,64 310
Néo vacinado 3/11/16 16h
24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso M_Mm\ﬁmw_w _.mhmwww __Hvom _uhwmwwm\mww Qﬁq@m\wﬂ_v Omw:mm_\m__ﬂm E\W_WMOQ AC\HWWQ m_hﬂm_\m__ﬂm >_~MM\H__V§
9h 128 20 38 r.palidas <2 forte 111
28/11/16 16h 225 48 38 r.palidas <2 forte 65,4 27,6 15,7
24h 38,9 rosadas <2 forte 116
9h 172 28 39,3 r.palidas <2 forte
29/11/16 16h 160 28 39 r. palidas <2 forte
24h 140 28 38,7 r.palidas <2 forte
Sh 178 28 38,1 rosadas <2 forte
30/11/16 16h 128 36 37,9 rosadas <2 forte
24h 144 42 38,7 r.palidas <2 forte
%h 200 40 38,5 rosadas <2 forte
1/12/16 16h 220 36 38 rosadas <2 forte
24h 130 36 38,5 rosadas <2 forte
9h 170 44 38,6 rosadas <2 forte 52,2 408 1
2/12/16 16h 160 arfar 38,1 <2 forte
24h
9h
30/11/16 16h
24h 200 38,1 rosadas 2 forte 11,2 455
KYRA 9h 160 28 38,1 rosadas <2 forte
3 meses 1/12/16 16h 154 32 37,5 rosadas <2 forte
24h 156 32 rosadas <2 forte
9h 136 24 38,6 rosadas <2 forte
2/12/16 16h 160 24 38,2 rosadas <2 forte
Entrada:30/11/16 24h 164 32 38,7 rosadas <2 forte
Saida: 4/12/16 9h 160 24 38,8 rosadas <2 forte
Raca: Bulldog 3/12/16 16h 144 24 375 r.palidas <2 forte
Francés 24h 154 22 37,6 r.pélidas < forte
N&o vacinada %h 160 32 37,8 r.palidas <2 forte
4/12/16 16h
24h
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Animal Data e Hora FC (bpm) FR (rpm) Temp (°C) Mucosas TRC Pulso nM.-_q”_MMm_wm _.MMMMMH%m nhwmwwm\”wm AMM\_%_V Q%;mm“_\m__w_m >_.._.mq_UQAc\_. Ac\_wwwoov m_hrﬂ@w__ﬂw >_~MM\H__V:m
9h 186 44 38,9 rosadas <2 forte 121 43,4 583 0,69 18 23
712117 16h 170 52 38,6 r. palidas <2 forte
24h 168 36 38,6 r. palidas <2 forte
STARK %h 180 44 r. palidas <2 forte
8/2/17 16h 200 44 38,3 r. palidas <2 forte
24h 220 40 37,8 r. palidas <2 forte
Entrada:07/02/2017 9h 180 48 38,1 rosadas <2 forte
Saida: 10/02/17 9/2/17 16h 200 40 38,4 rosadas <2 forte
Raca: Labrador 24h 168 38,2 rosadas <2 forte
2 meses Sh 240 44 37,8 rosadas <2 forte 40,35 656
1 dose vacinal 10/2/17 16h 240 40 38,4 rosadas <2 forte
24h
9h
9h
9/2/17 16h
AISHA 24h 156 28 38 r. palidas <2 forte 112 19,6 197
3 meses Sh 132 20 38,6 rosadas <2 forte
10/2/117 16h 128 24 38,1 rosadas <2 forte
24h 160 24 37,9 rosadas <2 forte
Entrada:9/2/17 %h 176 32 38,6 rosadas <2 forte
Saida: 13/2/17 11/2/17 16h 152 32 39,1 rosadas <2 forte
Raca: Labrador 24h 200 40 37,8 rosadas <2 forte
vac.: desconhecida %h 200 40 38,5 rosadas <2 forte
12/2/17 16h 148 40 38,4 rosadas <2 forte
24h 140 38 rosadas <2 forte
9h 200 40 39 rosadas <2 forte
13/2/17 16h
24h
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Anexo 2: Tabelas com a classificagdo PIRO e SRIS dos animais incluidos no estudo.

Animal Dia (S::;)Sl) SIRS (2001) P | R O Total Desfecho
JUNIOR 27/11/2013 N N 8 1 0 1 10 MORTE
MAGGIE 12/01/2014 N N 8 1 0 0 9 ALTA
ROCKY 12/01/2014 S N 8 1 6 0 15 ALTA
MERIDA 05/06/2014 S S 8 1 4 1 14 MORTE
NAOMI 08/09/2014 S N 8 1 3 0 12 ALTA
LEITAO 13/10/2014 N N 8 1 3 0 12 ALTA
SNOOPY 15/10/2014 N N 7 1 1 0 9 ALTA
AMORA 18/10/2014 S N 7 1 5 0 13 ALTA
BALI 12/06/2015 S N 9 1 7 1 18 ALTA
VIOLETA 16/06/2015 S N 8 1 4 0 13 ALTA
BRUTUS 20/07/2015 S N 9 1 6 0 16 ALTA
BART 14/08/2015 S S 7 1 4 0 12 ALTA
LUNA 22/08/2015 S N 7 1 4 0 12 ALTA
JOCA 05/09/2015 N N 7 1 3 0 11 ALTA
CARLOTA 09/09/2015 S N 7 1 11 0 19 ALTA
JAGUAR 20/09/2015 S S 8 1 6 0 15 ALTA
Pizzy 23/10/2015 N N 7 1 0 0 8 ALTA
ESTRELA 25/10/2015 S N 7 1 7 0 15 ALTA
PUSCAS 31/10/2015 S S 5 1 11 0 17 MORTE
ESTRELA (16) 02/01/2016 S N 7 1 5 0 13 MORTE
PUPPY 26/05/2016 S S 7 1 4 0 12 ALTA
FOXXY 13/07/2016 N N 7 1 1 0 9 ALTA
SPOT 23/10/2016 N N 8 1 1 0 10 ALTA
ZUKY 01/11/2016 S S 7 1 7 0 15 ALTA
SKIPPER 12/11/2016 S S 8 1 2 0 11 MORTE
UTCHI 22/11/2016 S S 8 1 8 1 18 ALTA
KYRA 01/12/2016 N N 8 1 2 0 11 ALTA
BENJI 09/12/2016 S S 8 1 8 1 18 MORTE
STARK 07/02/2017 S N 9 1 8 0 18 ALTA
AISHA 10/02/2017 N N 9 1 1 0 11 ALTA
PATCH 06/04/2017 N N 8 1 1 0 10 ALTA
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