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RESUMO

COUTINHO, José Eduardo Silveira. Estudo retrospectivo da relacdo neutrofilo-linfécito e
da relacdo plaqueta-linfocito como preditivo e prognostivo de sepse em cadelas com
piometra: 128 casos (2017-2019). 2022. 33f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A piometra é caracterizada como um processo infeccioso supurativo uterino e que apresenta
alta incidéncia em cadelas. Sua ocorréncia frequentemente determina o desenvolvimento de
sepse, a qual, por sua vez, é definida como uma sindrome grave que envolve disfuncdo organica
decorrente de uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccdo. O diagndstico e
determinacgé@o progndstica da sepse representam importante desafio em Medicina Veterinaria,
devido a falta de marcadores especificos. A Relacdo Neutrofilo-linfocito (RNL) e a Relacéo
Plagueta-linfécito (RPL) sdo duas relacdes que tém demonstrado resultados promissores como
biomarcadores desta sindrome em humanos. O objetivo deste estudo retrospectivo foi avaliar a
utilidade destas relacdes como ferramentas auxiliares ao diagndstico e de predicdo de desfecho
na sepse em cadelas com piometra. A partir da revisdo dos prontuarios do Hospital Veterinario
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, foram admitidas cadelas saudaveis como
grupo controle (C, n=95) e cadelas diagnosticadas com piometra (grupo P, n=128). As cadelas
com piometra foram subalocadas nos subgrupos “sem sepse” (PO, n=26), “com sepse” (PS,
n=102), “sobreviventes de sepse” (SS, n=90) e “grupo o6bito” (SN, n=12). Variaveis
epidemiologicas (idade e porte), laboratoriais (leucocitos totais, neutréfilos segmentados,
neutrofilos bastonetes, linfocitos e plaquetas), RNL, RPL e numero de disfungdes organicas
foram comparados entre os grupos (C vs P; PO vs PS; SS vs SN). Analises de Curva ROC
(Receiver-Operating Characteristics) foram realizadas para a determinacdo da acuracia das
variaveis para diagnéstico de sepse e para a predicdo do desfecho de Obito. Analises de
regressao logistica binaria foram realizadas para verificar a associacdo das variaveis aos
diferentes desfechos. A idade diferiu apenas entre os grupos C e P. Os valores de RNL foram
demonstrados mais elevados apenas nas cadelas com piometra em comparacédo as saudaveis. A
RPL, por sua vez, apresentou reducdes dos valores nas cadelas com piometra (C vs P) e nas
comsepse (PO vs PS). Ambas as relacdes ndo foram Uteis para o diagndstico de sepse e predicao
de dbito pela sindrome nas cadelas portadoras desta afeccdo. O niamero de disfungdes organicas
foi demonstrado importante preditor e com alta associacdo ao 0bito por sepse nas cadelas com
piometra. Concluiu-se que a RNL e a RPL ndo representam ferramentas Uteis ao diagndstico de
sepse e predicdo de Obito em cadelas com piometra.

Palavras-chave: sepse, inflamacéo sistémica, disfuncédo organica
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ABSTRACT

COUTINHO, José Eduardo Silveira. Retrospective investigation of the neutrophil-to-
lymphocyte ratio and platelet-to-lymphocyte ratio in bitches with pyometra: 128 cases
(2017-2019). 2022. 33f. Dissertation (Master of Veterinary Medicine, Pathology and Clinical
Sciences). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2022.

Pyometra is characterized as a uterine suppurative infectious process that has a high incidence
in bitches. Its occurrence often determines the development of sepsis, which is defined as a
severe syndrome that involves organ dysfunction resulting from a dysregulated host response
to an infection. The diagnosis and prognostic determination of sepsis represent an important
challenge in veterinary medicine, due to the lack of specific biomarkers. The Neutrophil-to-
lymphocyte Ratio (NLR) and the Platelet-to-lymphocyte Ratio (PLR) are two ratios that have
shown promising results as biomarkers of this syndrome in humans. The objective of this
retrospective study was to evaluate the usefulness of these ratios as auxiliary tools for diagnosis
and outcome prediction in sepsis in bitches with pyometra. By reviewing the medical records
of the Veterinary Hospital of the Federal Rural University of Rio de Janeiro, healthy bitches
were admitted as a control group (C, n=95) and of bitches diagnosed with pyometra as case
group (P group, n=128). The bitches with pyometra were suballocated in the subgroups
“without sepsis” (PO, n=26), “sepsis” (PS, n=102), “survivors of sepsis” (SS, n=90) and “non-
survivors” (SN, n=12). Epidemiological variables, laboratory variables (total leukocytes,
segmented neutrophils, band neutrophils, lymphocytes and platelets), NLR, PLR and number
of organ dysfunctions were compared between groups (C vs P; PO vs PS; SS vs SN). Receiver-
Operating Characteristics (ROC) curve analyzes were performed to determine the accuracy of
the variables for diagnosing sepsis and predicting the outcome of death. Binary logistic
regression analyzes were performed to verify the association of variables with different
outcomes. Age differed only between C and P groups. NLR values were shown to be higher
only in bitches with pyometra compared to healthy ones. The PLR, in turn, showed reductions
in the values in bitches with pyometra (C vs P) and in those with sepsis (PO vs PS).These
relationships were not useful for diagnosing sepsis and predicting death in bitches with this
condition. The number of organ dysfunctions was shown to be an important predictor of sepsis
and was highly associated with this outcome in bitches with pyometra. It was concluded that
the NLR and the PLR do not represent useful tools for the diagnosis of sepsis and prediction of
death in bitches with pyometra.

Key-words: sepsis, systemic inflammation, organic dysfunction
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INTRODUCAO

A piometra é uma afec¢do caracterizada por um processo infeccioso supurativo do Gtero
que apresenta alta incidéncia em cadelas de meia-idade. Sua ocorréncia determina
frequentemente o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria moderada a intensa que, se
ndo controlada, pode desencadear um mecanismo fisiopatolégico de inflamagdo sistémica
exacerbada (SIRS), disfuncdo endotelial vascular, hipoperfusdo tecidual e consequente
disfuncdo de 6rgéos e sistemas — a sepse. Atualmente se reconhece que, independente da origem
da infeccdo, somente o fato do paciente desenvolver sepse aumenta significativamente a
morbidade, custos do tratamento, qualidade de vida a curto e longo prazo e obviamente, a
mortalidade. Estas implicacOes ja estdo bem descritas em humanos e nas espécies de animais
domésticos, como cdes, gatos e equinos.

Estudos realizados em humanos e animais destacam a grande incidéncia da sepse em
processos infecciosos e que, quanto mais precoce o diagndstico da sindrome, maiores séo as
chances de sobrevida. Desta forma, grandes esforcos estdo dedicados a ferramentas de
diagnostico — um grande desafio, pois a sepse, sendo um conjunto de sinais e sintomas
inespecificos, dificilmente apresentara um exame de excelente sensibilidade e especificidade
para ser indicado como “padrdo-ouro”. Soma-se a esta complexidade as caracteristicas inerentes
a especie do paciente e infeccdo preexistente. De acordo com o ultimo Consenso sobre sepse
em humanos, publicado em 2016, a identificacdo e estratificacdo das principais disfuncdes
organicas (cardiovascular, renal, hepatica, respiratoria, neuroldégica e hemostética),
determinado pelo escore Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), apresenta evidéncias
diagndsticas superiores ao uso do escore SIRS para determinar a sepse e predizer desfecho de
um paciente. Ainda assim, biomarcadores inflamatérios como proteinas de fase aguda e indices
de células sanguineas sdo utilizados como ferramentas complementares de diagndstico e
prognostico em cenarios ambulatoriais, emergéncia e UTI, a fim de auxiliar o clinico acuracia
da tomada de decisdo. Uma vez que toda a dindmica da sepse se inicia com uma resposta
inflamatdria exacerbada a um foco infeccioso, existe um potencial desses biomarcadores em
predizer gravidade e desfecho no paciente séptico.

Neste contexto observa-se que a Relacdo Neutrofilo-Linfocito (RNL) e a Relacéo
Plagueta-Linfocito (RPL) sdo razbes entre células sanguineas inflamatorias com dinamica

diretamente ou inversamente proporcional em afecc@es infecciosas, inflamatdrias e neoplasicas.



Apresentam alta aplicabilidade no cenério clinico por serem de facil realizacéo e baixo custo,
uma vez que sdo determinadas a partir de um exame de rotina — o hemograma. Em humanos, a
RNL e a RPL tém demonstrado valor diagnéstico e de determinacdo progndstica nas areas de
cardiologia, oncologia, em afec¢Bes inflamatorias e na sepse. Em cées, estes biomarcadores tém
sido estudados principalmente em afeccdes neoplasicas e inflamatorias, de causa infecciosa ou
ndo, com resultados promissores a sua aplicabilidade clinica. Estudos sobre a possivel utilidade
da RNL e da RPL como biomarcadores na sepse canina sdo escassos, e a aplicabilidade destas
relagcGes permanece incerta para tal. Sendo a piometra uma afeccdo de alta incidéncia na rotina
clinica e importante causadora de sepse na espécie canina, hipotetiza-se que o uso da RNL e
RPL pode ser ferramenta de diagnéstico e progndéstico de cadelas com suspeita de piometra e

sepse, auxiliando o clinico na tomada de decisdo em cenarios de poucos recursos.



CAPITULO I - FUNDAMENTACAO TEORICA

1 PIOMETRA

A piometra é uma afeccdo reprodutiva caracterizada por um processo infeccioso
bacteriano supurativo do Utero, de ocorréncia comum em cadelas de meia-idade (EGENVALL
etal., 2001; HAGMAN et al., 2011; JITPEAN et al., 2012; HAGMAN, 2018). A fisiopatogenia
da piometra se desenvolve a partir da exposi¢cdo uterina crénica a progesterona, o que leva a
espessamento endometrial e acimulo de secre¢do uterina, denominada hiperplasia endometrial
cistica (PRETZER, 2008). Nesta condi¢do, o ambiente uterino se torna favoravel a aderéncia,
colonizacdo e crescimento bacteriano oportunista, principalmente na fase do estro, quando a
cervix esta aberta (DE BOSSCHERE et al., 2001). O patdgeno mais comumente isolado dos
casos de piometra em cadelas € Escherichia coli (COGGAN et al., 2008). A piometra pode ser
classificada clinicamente como de cérvix aberta ou fechada, de acordo com a presenca de
descarga vaginal (JITPEAN et al., 2016; HAGMAN, 2022). O fato da cérvix estar fechada e
ndo permitir a liberacdo da secrecdo vaginal é descrita por alguns autores como fator
relacionado a maior gravidade (JITPEAN et al., 2016; PRASAD et al., 2017), 0 que, no entanto,
permanece controverso, por terem sido demonstrados resultados conflitantes em outros estudos
(VOLPATO, 2011; UCMAK et al., 2021). Independente da apresentacdo clinica, a afeccéo
pode determinar, além da morbidade, risco de vida para o paciente, sendo relatada na literatura
até 10% de mortalidade (EGENVALL et al., 2001; KUMARI BAITHALU et al., 2010;
JITPEAN et al., 2014).

O diagnostico da piometra é determinado por altera¢6es ultrassonograficas, tais como
cornos uterinos aumentados e com conteddo hipo e/ou anecogénico, espessamento e
hiperecogenicidade das paredes uterinas, e irregularidade endometrial (AGURTO et al., 2001;
SCHAFER-SOMI, 2015). Ainda assim, afeccdes como mucometra, hidrometra e hemometra
apresentam achados de imagem similares, constituindo importante diagnostico diferencial ndo
infeccioso (PRETZER, 2008). Reconhecendo que o padrdo-ouro para a determinacdo da
piometra se da por meio da inspecdo direta e avaliacdo histopatoldgica do Utero, e que tal
procedimento s6 serd possivel ap6s a remoc¢do do foco infeccioso (ovariohisterectomia), o
clinico deve reconhecer sinais clinicos e biomarcadores inflamatérios diretos e indiretos que
auxiliem na identificagdo do processo infeccioso (HAGMAN et al., 2006; HAGMAN, 2022).
Cadelas com piometra apresentam comumente um aumento significativo de endotoxinas no
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plasma sanguineo, os quais sdo responsaveis pelos efeitos sistémicos observados na afec¢éo,
devido a inducédo da liberacdo de fatores inflamatorios (HAGMAN et al., 2006) — 0 que pode
culminar em Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) (HAGMAN, 2012), e,
consequentemente, em sepse (SALOMAO et al., 2019).

2 INFLAMACAO E SEPSE

A Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica se caracteriza por um estado
inflamatorio disseminado sistemicamente, devido a uma resposta imunoldgica descontrolada
frente a um processo de injdria local, de origem infecciosa ou ndo (SHRESTHA; KUMAR,
2018). Seu desenvolvimento tem como principal desencadeante o sistema imune inato, que
reconhece sinais provenientes do agente infeccioso ou do proprio hospedeiro por meio dos
chamados receptores de reconhecimento de padrdes (ex. receptores toll-like) (TSUJIMOTO et
al., 2008). Tais receptores sdo determinantes para a producdo excessiva e desbalanceada de
mediadores inflamatdrios, principalmente citocinas, tais como interleucina-6, interleucina-8,
interleucina-10, interleucina-18 e fator de necrose tumoral (CHAUDHRY et al., 2013;
WIERSINGA et al., 2014).

Além das citocinas, fatores como prostandides, fator ativador de plaquetas e moléculas
liberadas das células danificadas (como o ATP) intensificam, perpetuam e retroalimentam a
fisiopatogenia do processo (EVANS, 2018). Concomitantemente ao estado pré-inflamatério
pode ocorrer atuacdo desregulada de mecanismos anti-inflamatorios e imunossupressao
(paralisia imune), por meio da deplecao de células T (HOTCHKISS et al., 2013) e a acéo de
citocinas imunossupressoras (ONO et al., 2018; WANG et al., 2018; SENOUSY et al., 2022)
com importante impacto sobre a morbidade e mortalidade (VAN TON et al., 2018).

A progressdao e intensificacdo da cascata inflamatoria frequentemente determina
consequéncias para a funcao celular, endotélio vascular, tecidual e organica — reconhecida como
disfuncdo organica associada a SIRS ou sepse (BIRADAR; MORAN, 2011). Desta forma o
conceito de sepse se refere a sindrome que envolve disfuncdo organica decorrente de uma
resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccdo (SINGER et al., 2016).

A sepse pode se manifestar a partir de qualquer processo infeccioso e determinar maior
morbidade, sequelas de médio a longo prazo e prognéstico desfavoravel per se (GOTTS;
MATTHAY, 2016), representando uma das principais causas de mortalidade no mundo

(DUGANI et al., 2017). O choque séptico é definido como estagio de agravamento da sepse,



no qual ocorre hipotensdo arterial apesar da realizagéo de reanimacdo volémica (SINGER et
al., 2016).

O critério de diagndstico da SRIS em cées é definido pela presenca de duas ou mais
alteracbes, a saber: temperatura retal <38 ou >39,2 °C, frequéncia cardiaca >120 bpm,
frequéncia respiratoria >20 mpm, leucometria global <6x10% ou >16x10° ou a presenga de
neutréfilos bastonetes >3% (HAUPTMAN et al., 1997). Este critério, associado a presenca de
um foco infeccioso, foi por décadas reconhecido em humanos como diagndstico para a sepse
(BONE et al., 1992; LEVY et al., 2003). Entretanto, com a evolucdo do conhecimento sobre 0s
mecanismos fisiopatoldgicos da sepse e o entendimento de que a sindrome vai além da presenca
de inflamacdo sistémica exacerbada associada a infeccéo, novos critérios foram propostos no
consenso Sepsis-3.

Um escore diagnostico baseado na presenca de disfuncdo orgéanica denominado Sepsis-
related Organ Failure System (SOFA) passou a ser preconizado para a préatica clinica
(VINCENT et al. 1998; SINGER et al., 2016). O escore utiliza marcadores de disfuncdo em
seis sistemas corporais: respiratorio, hemostatico, hepatico, cardiovascular, renal e nervoso
(SINGER, 2016). O escore SOFA, no entanto, ndo possui validacdo para uso na espécie canina,
bem como ndo ha consenso sobre a sindrome sepse em medicina veterinaria. Diante disso,
Castro & Rabelo (2017), em uma anélise do consenso Sepsis-3, propuseram a utilizagdo de um
algoritmo adaptado para o diagndstico da sepse em cdes, baseado na presenca de disfuncédo
organica, com a utilizacdo dos seguintes marcadores: escala de coma de Glasgow, pressao
arterial sistélica, débito urinario, creatinina sérica, oximetria, contagem de plaquetas,
fibrinogénio, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, D-dimero,
ausculta abdominal e lactato sanguineo. Destaca-se, no entanto, que o rapido diagndstico da
sepse interfere substancialmente sobre o desfecho clinico individual (OPAL; WITTEBOLE,
2020) e que, assim como na medicina, alguns dos marcadores de disfuncdo orgéanica propostos
podem apresentar limitacGes relacionadas ao tempo de obtencdo de resultado (SINGER et al.,
2016), e a disponibilidade, especialmente em medicina veterinaria.

Diversos outros biomarcadores ja foram estudados para utilizacdo na sepse. Eles podem
ser divididos em predicdo do risco, diagndstico, monitoramento e desfecho (SANDQUIST;
WONG, 2014; PIERRAKOS et al., 2020). Nesse grupo de marcadores, podemos destacar o
sucesso de algumas, como a procalcitonina (TROIA et al., 2018) e a Proteina C-Reativa (PCR)
(GEBHARDT et al., 2009), mas elas apresentam elevado custo e ndo sdo compativeis para uso

na rotina clinica. E sobre este cenadrio é importante ressaltar que, mesmo na medicina e



principalmente na medicina veterinaria, a exequibilidade e o custo sdo tdo importantes quanto
a sensibilidade e especificidade de um teste, fazendo-se necessarios estudos com marcadores

acessiveis e de rapida obtencédo de resultado para utilizagdo em animais.

3 BIOMARCADORES SANGUINEOS NA SEPSE: NEUTROFILOS, LINFOCITOS
E PLAQUETAS

Os leucdcitos e as plaquetas séo as principais células sanguineas envolvidas na resposta
inflamatoria e que sdo mensurados rotineiramente, no hemograma (SCOTT; STOCKHAM,
2013), em qualquer cenério prético devido ao baixo custo e facilidade de execugdo. Os
neutrofilos sdo a primeira linha de defesa do sistema imune inato e representam células
essenciais para a defesa contra agentes infecciosos (RICHE et al., 2015). Ap6s a migragio ao
tecido alvo, os neutrofilos respondem aos patogenos por meio de fagocitose e liberacdo de
substancias com atividade antimicrobiana (SONEGO et al., 2016).

A sepse induz alteragdes da funcao dos neutrofilos, os quais passam a agir de maneira
inefetiva no combate ao processo infeccioso e induzir danos ao hospedeiro (RESENDE et al.,
2020). Estudos demonstram um retardo de sua apoptose (TAMAYO et al., 2012) e,
concomitantemente, reducdo da atividade fagocitaria e antimicrobiana, associados a uma
supressdo da imunidade adaptativa (LEWIS et al., 2012; HODGSON et al., 2018). A reducao
da apoptose dos neutrofilos é um importante mecanismo de desenvolvimento de neutrofilia na
sepse e que, juntamente com a reducdo da capacidade de fagocitose, se associa a piores
desfechos nos doentes sépticos (RESENDE et al., 2020).

Além disso, observa-se um fendmeno chamado “paralisia de neutréfilos”, onde os
receptores expressos na superficie celular e responsaveis pela quimiotaxia e migracdo para o
sitio de infeccdo sdo dessensibilizados, com consequente falha nestes processos (SONEGO et
al., 2016). A ativacdo sistémica dos receptores toll-like dos neutrofilos induzida pela inflamacéo
sistémica resulta na expressdo de receptores que culminam em migracéo destas células a 6rgaos
ndo relacionados ao sitio de infec¢do, o que resulta em dano tecidual, contribuindo para o
desenvolvimento de disfuncdo organica (BROWN et al., 2006).

Os linfocitos representam as principais células de defesa do sistema imune adaptativo,
e importantes componentes no combate a infecgbes (OLSEN SARAIVA CAMARA et al.,
2012). Se diferenciam em linfécitos tipo TCD4, TCD8 e B, com fung¢Ges que vdo da
neutralizacdo de patdgenos por meio de anticorpos especificos a ativacdo de macrdéfagos e acao
citotdxica direta (FLEISHER; BOSCO OLIVEIRA, 2004).
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A sepse determina, nos estados imunossupressivos, perdas de todos os tipos
linfécitarios, com consequente ocorréncia de linfopenia (HODGSON et al., 2018). A linfopenia
da sepse ocorre pelo aumento da apoptose linfocitaria, estimulada pela inflamacéo néo resolvida
(LEWIS et al., 2012) e representa importante causa do estado imunossupressivo da sindrome
(DREWRY et al., 2014). Em humanos com sepse, estudos ja demonstraram a associa¢do da
linfopenia a maus desfechos clinicos (HOTCHKISS et al., 1999; GIRARDOT et al., 2017). Em
caes também ja foi demonstrada a ocorréncia de linfopenia em pacientes com sepse
(WALTERS et al., 2017), porém sdo escassos 0s estudos acerca de suas consequéncias sobre o
progndstico desta condicdo. O estudo de Bartoskova e colaboradores (2007) com cadelas com
piometra demonstrou que a ocorréncia de linfopenia e alteracdes da funcgdo linfocitaria se da de
maneira diretamente proporcional a gravidade da doenca, acometendo especialmente pacientes
com pior estado clinico e os acometidos pela sepse.

As plaquetas sdo fragmentos celulares reconhecidos principalmente pelo papel que
desempenham na hemostasia (BROOS et al., 2011; HOLINSTAT, 2017; SANG et al., 2021).
Evidéncias recentes demonstram que as plaquetas sejam também estruturas dotadas de aparatos
com importante funcdo em coordenar direta e indiretamente a inflamacgéo e resposta imune,
tanto inata quanto adaptativa (GROS et al., 2015; THOMAS; STOREY, 2015; DEWITTE et
al., 2017; SONMEZ; SONMEZ, 2017; VARDON-BOUNES et al., 2019; CHEN et al., 2020).
As fungdes imunologicas reconhecidas das plaquetas sdo: liberagdo de mediadores
inflamatorios e reconhecimento de microrganismos patogénicos (CHEN et al., 2020), regulacéo
da permeabilidade vascular (GROS et al., 2015), formacéo de pontes com os leucocitos para a
diapedese (THOMAS; STOREY, 2015) e a liberacdo de fatores de quimiotaxia (SONMEZ;
SONMEZ, 2017).

Quando da ocorréncia de sepse, diferentes dindmicas plaquetarias tém sido descritas,
sendo relatadas elevacdes (SHEN et al., 2019) e, principalmente, reducdes de suas contagens
nos doentes (KENNEY et al., 2010; GHIMIRE et al., 2021). A trombocitopenia da sepse resulta
principalmente de reducdo da producdo plaquetaria, hemodiluicdo, consumo plaguetéario,
aumento do sequestro em microvasos e destruicdo imunomediada de plaquetas (VARDON-
BOUNES et al., 2019). Em humanos, estudos tem implicado a trombocitopenia como um sinal
que deve ser seriamente considerado na sepse, e com valor preditivo de 6bito (SAYED et al.,
2020; GHIMIRE et al., 2021; GIUSTOZZI et al., 2021) e da ocorréncia de eventos adversos
(CLAUSHUIS et al., 2016; BOSCOLO et al., 2020). Tal associagdo a maus desfechos &

atribuida a sua relacdo com o desenvolvimento de Coagulagdo Intravascular Disseminada



(CID), condicdo esta considerada de extrema gravidade (GIUSTOZZI et al., 2021). A
ocorréncia de trombocitopenia na sepse canina também é de ocorréncia frequente (KENNEY
et al., 2010; SMITH et al., 2014). O estudo de Kenney e colaboradores (2010) demonstrou que
a disfuncdo hemostatica, identificada pelas baixas contagens plaquetérias e/ou alteracbes de
coagulograma, representa a mais comum das disfungdes organicas na sepse canina, e com
impacto negativo sobre a probabilidade de débito dos pacientes. Em cadelas com piometra, a
trombocitopenia também € de ocorréncia comum devido a acdo de endotoxinas bacterianas e
pode afetar negativamente o prognéstico (PLAVEC et al., 2006). Devido ao envolvimento das
plaguetas no processo inflamatério, a elevacdo de suas contagens associadas ao estado de
inflamacéo sistémica da sepse pode ocorrer (NEUMANN, 2021), o que pode ser considerado
marcador da gravidade de tal processo e ja foi associado a piores desfechos em humanos com
sepse (SHEN et al., 2019). Contudo, sdo escassos 0s estudos demonstrando tal dindmica

plaguetéria em pacientes com sepse.

4 RELACOES NEUTROFILO-LINFOCITO E PLAQUETA-LINFOCITO

A realizacdo de calculos de relagbes entre as células sanguineas mensuradas no
hemograma tém demonstrado a possibilidade de obtencéo de informacdes adicionais relevantes
ao diagnostico (KAHRAMANCA et al., 2014; BAKACAK et al., 2016; LIU et al., 2020), e
prognostico de afeccdes de diversas etiologias (GUO et al., 2015; CASSIDY et al., 2017;
DJORDJEVIC et al., 2018; KIM et al., 2018; MESHAAL et al., 2019; WANG et al., 2020),
sem o acréscimo de custos e de equipamentos laboratoriais adicionais. Dentre tais relacdes tém
se destacado a Relacdo Neutrofilo-linfocito e a Relacdo Plaqueta-linfocito, tanto para uso em
seres humanos quanto na espécie canina (MACFARLANE et al., 2016; HUANG et al., 2020;
PIERINI et al., 2020; NEUMANN, 2021; KRIPLANI et al., 2022).

Tais relacGes sdo calculadas de forma simples, por meio da divisdo das contagens de
neutrofilos totais (para a RNL) ou de plaquetas (para a RPL) pelas contagens de linfocitos
(DURMUS et al., 2015; KOH et al., 2015). Dessa forma, devido aos papéis dos neutrofilos e
das plaquetas no processo de inflamacdo sistémica, e da importancia dos linfécitos para a
imunidade adaptativa, o resultado destes calculos permite a avaliacdo do equilibrio entre os
niveis inflamatdrios e a capacidade de combate a agentes infecciosos pelo sistema imune
adaptativo (TEMPLETON et al., 2014; SHEN et al., 2019; ZENG et al., 2019; ZHANG et al.,
2021).



Né&o ha, contudo, valores de referéncia de RNL e de RPL para seres humanos e para
caes disponiveis na literatura cientifica até entdo, e a maioria dos estudos demonstra que a
aplicabilidade destas relagdes ocorre principalmente dentro de contextos clinicos especificos
pré-estabelecidos e especialmente para a determinacdo progndstica e estratificagdo da
gravidade das afec¢cdes (DE JAGER et al., 2012; BAKACAK et al., 2016; ZHU et al., 2017; L1
et al., 2017; DRAGOESCU et al., 2022).

Em seres humanos, a RNL e a RPL sdo estudadas, principalmente, nas areas de
oncologia e cardiologia. Dentre as importantes aplicabilidades ja demonstradas destes
biomarcadores nestas areas, cita-se: possibilidade da predicdo de malignidade de tumores
(BAKACAK et al., 2016), acompanhamento clinico de portadores de neoplasias antes e durante
0 seu tratamento (CASSIDY et al., 2017; ZHANG et al., 2018; HUSZNO; KOLOSZA, 2019)
determinagédo de prognostico em pacientes oncologicos (ZHU et al., 2017), determinacdo de
sobrevida e risco de mortalidade em cardiopatas (LI et al., 2017; KIM et al., 2018) deteccao de
hipertrofia ventricular esquerda em hipertensos (ABDULMECIT et al., 2019) e predicdo do
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em cardiopatas (DURMUS et al., 2015).

Na espécie canina, a RNL também tem sido estudada na area de oncologia com
resultados promissores. Um estudo preliminar com cdes portadores de tumores de orofaringe
demonstrou a possibilidade de avaliacdo da resposta inflamatdria sistémica e, portanto, do grau
de atividade clinica da neoplasia por meio das mensuracgdes desta relacdo (REJEC et al., 2017).
Foi demonstrada, também em cées, a utilidade da RNL para o diagnostico de sarcoma de tecidos
moles em lesBes suspeitas, previamente a excisdo para exame histopatoldgico
(MACFARLANE et al., 2016). Entretanto, como ferramenta de determinagdo progndstica, a
RNL falhou em estudos com cées portadores de melanoma oral (CAMERINO et al., 2021) e de
linfoma multicéntrico (MUTZ et al., 2015).

O papel destes biomarcadores também tem sido estudado em doengas primariamente
inflamatdrias, de causa infecciosa ou ndo, em seres humanos e em cdes (KAHRAMANCA et
al., 2014; SEREFLICAN et al., 2016; SENG et al., 2018; ABAZA et al., 2019; PIERINI et al.,
2019; LIU et al., 2020). Em humanos, se demonstrou a possibilidade de predicdo de maus
desfechos de pacientes com pneumonia por meio das elevacdes da RNL (DE JAGER et al.,
2012). Em cées, contudo, para esta mesma afeccdo, um estudo com a RNL falhou em
demonstrar sua utilidade para a determinagdo prognéstica na espécie (CONWAY et al., 2021).
Em ambas as espécies a RNL se demonstrou (til para a avaliacdo da gravidade e predi¢do da
resposta ao tratamento em enteropatias cronicas (BENVENUTI et al., 2020; BECHER et al.,



2021). Tanto a RNL quanto a RPL foram demonstradas como opcGes Uteis ao diagndstico da
apendicite aguda em humanos, principalmente quando da impossibilidade de confirmagéo
radioldgica da doenca. A RNL se demonstrou Gtil também na diferenciacdo entre apendicite
simples e complicada, o que auxilia a priorizacdo cirdrgica de pacientes graves
(KAHRAMANCA et al., 2014; LIU et al.,, 2020). Hodgson e colaboradores (2018),
demonstraram que cdes com peritonite apresentam elevacfes da RNL quando comparados a
animais saudaveis, enfatizando a associa¢do do biomarcador a inflamacéo sistémica na espécie.
De modo semelhante, foi demonstrada a ocorréncia de elevacfes da RNL e da RPL em cées e
gatos com pancreatite e o papel preditor de maior tempo de hospitalizagdo destes biomarcadores
nesta afeccdo (NEUMANN, 2021).

Para a sepse, especificamente, diversos estudos tem demonstrado a utilidade da RNL e
da RPL para o diagnoéstico e prognostico em humanos. Em 2021, Dragoescu e colaboradores
fizeram um estudo com 114 pacientes humanos com sepse e choque septico e demonstraram a
ocorréncia de elevacdes da RNL nestes, e sua correlagdo com os valores do escore SOFA,
sugerindo sua possivel aplicacdo como marcador alternativo e mais acessivel da severidade da
afeccdo (DRAGOESCU et al., 2022). Também como marcador prognostico, a RNL foi
demonstrada mais elevada em pacientes que vieram a Obito por sepse, e com significancia
estatistica para a probabilidade de tal desfecho em seres humanos (LIU et al., 2016).

Os resultados do estudo de Huang e colaboradores (2020), em meta-analise incluindo
nove estudos sobre o tema, com 1371 pacientes, corroboraram a utilidade da RNL como
marcador prognostico da sepse, demonstrando a ocorréncia de elevagéo de seus valores em néo-
sobreviventes em comparacdo aos de sobreviventes, e sua associacdo a maus prognésticos
(HUANG et al., 2020). APLR, por sua vez, também teve suas elevacdes no exame de admisséo
de pacientes humanos com sepse demonstrada como associada a significativa maior
probabilidade de mortalidade, sugerindo sua possivel aplicabilidade prognostica (SHEN et al.,
2019).

Um estudo demonstrou a possibilidade de identificacdo precoce de SRIS e sepse em
humanos submetidos a nefrolitotomia por meio das elevacdes de RNL e de RPL, e propds
valores de corte para ambas as relac@es, a partir dos quais tais pacientes devem ser monitorados
para a ocorréncia de complicacdes relacionadas a infecgdes (KRIPLANI et al., 2022). H3,
contudo, estudos com resultados controversos. TaskIn e colaboradores (2022), num estudo com

neonatos humanos, ndo observaram associacdo entre os valores de RNL e de RPL a estagios

10



precoces do desenvolvimento de sepse e demonstraram auséncia de significAncia diagndstica
destes marcadores para a identificacio precoce da sindrome (TASKLN et al., 2022).

Em cées, dois estudos foram realizados com o objetivo de avaliacdo do potencial da
RNL e da RPL como biomarcadores na sepse. Hodgson e colaboradores (2018) demonstraram
elevacOes dos valores de RNL na sepse canina, quando comparados aos valores de cdes com
SRIS e cées saudaveis, entretanto, ndo sendo alcangada acurécia diagnostica da relagdo para
utilizacdo préatica. O outro estudo, por sua vez, demonstrou resultados conflitantes aos do
anterior, sendo demonstradas reducdes significativas dos valores de RNL de cdes sépticos
comparados aos valores de cées com SRIS. Este mesmo estudo demonstrou, ainda, a
possibilidade de predicdo de mortalidade em cdes com sepse através das mensuragoes seriadas
da RPL (PIERINI et al., 2020).

Cabe salientar, contudo, que os estudos disponiveis na literatura cientifica sobre a RNL
e a RPL na sepse canina, assim como alguns dos estudos em humanos apresentados no presente
trabalho, basearam o diagnostico de sepse em critérios antigos, e ndo na presenca de disfungéo
organica, conforme proposto mais recentemente por Singer e colaboradores (2016). Considera-
se, também, que devido a escassez de estudos acerca do tema, permanece desconhecido o real
potencial destes biomarcadores na sepse canina, sendo necessarias maiores investigacoes,

baseadas em critérios clinicos atualizados sobre a sepse para tal elucidacéo.

5 JUSTIFICATIVA

Justifica-se 0 presente estudo pela necessidade do estabelecimento de marcadores
diagndsticos e progndsticos acessiveis e de baixo custo para a sepse em cédes, uma vez que esta
representa condicdo médica com importante incidéncia e mortalidade na espécie, e frente aos
resultados promissores que tém sido demonstrados para o emprego da RNL e da RPL para tal

finalidade na espécie humana e em outras afeccdes com envolvimento inflamatério em cées.
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CAPITULO 1l - UTILIDADE DA RELA(;AQ NEUTROFILO-LINFOCITO E DA
RELACAO PLAQUETA-LINFOCITO COMO BIOMARCADORES DA
SEPSE EM CADELAS COM PIOMETRA

José Eduardo Silveira Coutinho; Anna Julia Rodrigues Peixoto; Virginia Conceicao Tavares Lima;
Joshua Dylan Moise; Maria Eduarda dos Santos Lopes Fernandes; Cristiane Divan Baldani; Cassia
Maria Molinaro Coelho

RESUMO

A sepse é uma sindrome que assume grande importancia em medicina veterinaria e cujo diagndstico
representa grande desafio, devido a falta de marcadores especificos para tal. Neste contexto, a Relagdo
Neutréfilo-linfocito (RNL) e a Relagdo Plaqueta-linfocito (RPL) tém sido propostas como
ferramentas acessiveis e Uteis ao diagnostico e determinacgdo progndstica da sepse em humanos, sendo
ainda incerta sua utilidade na espécie canina. O objetivo deste estudo foi avaliar retrospectivamente
se, a partir do diagnéstico de piometra, existe diferenca dos valores de RNL e de RPL entre cadelas
com e sem sepse e se estas relagdes apresentam utilidade diagndstica e de predicdo do Obito pela
sindrome. Foram revisados os prontuarios do Hospital Veterinario da UFRRJ entre os periodos de
agosto de 2017 a dezembro de 2019, sendo incluidas cadelas saudaveis (grupo C, n=95) e com
piometra (grupo P, n=128). As cadelas com piometra foram subalocadas nos grupos sem sepse (PO,
n=26), com sepse (PS, n=102), sobreviventes de sepse (SS, n=90) e ndo sobreviventes (SN, n=12).
Variaveis epidemioldgicas, de hemograma, os valores de RNL e de RPL e o numero de disfuncgdes
organicas foram comparados entre os grupos (PO vs PS; SS vs SN), e foram realizadas analises de
curva ROC para a determinagdo dos pontos de corte das varidveis para os desfechos sepse e ébito.
Analises de regressdo logistica foram realizadas para a avaliacdo da associa¢cdo dos pontos de corte
aos diferentes desfechos. Os valores de RNL nédo variaram entre 0s subgrupos PO e PS, e SS e SN, e
os valores de RPL foram mais baixos em cadelas com sepse. Nao foi demonstrada boa acuracia da
RNL e da RPL para o diagnostico de sepse e predi¢do do desfecho de 6bito pela sindrome em cadelas
com piometra. O numero de disfuncGes organicas obteve boa acurécia e elevada associacdo ao
desfecho de oObito. Concluiu-se que a RNL e a RPL ndo apresentam utilidade para o diagnostico e
prognostico da sepse em cadelas com piometra.

TERMOS DE INDEXACAQ: Leucdcitos, inflamacéo sistémica, disfuncio organica.

ABSTRACT.- [Utility of the neutrophil-to-lymphocyte and platelet-to-lymphocyte ratios as
biomarkers of sepsis in bitches with pyometra.] Sepsis comprises a syndrome of great importance
in veterinary medicine and whose diagnosis represents a great challenge, due to the lack of specific
markers for it. In this context, the Neutrophil-to-lymphocyte Ratio (NLR) and the Platelet-to-
lymphocyte Ratio (PLR) have been proposed as accessible and useful tools for the diagnosis and
prognostic determination of sepsis in humans. Its usefulness for this purpose in the canine species,
however, remains uncertain. The aim of this study was to retrospectively evaluate whether there is a
difference in the values of NLR and PLR between bitches with and without sepsis and whether these
relationships are useful for diagnosis and prediction of death from the syndrome in patients with
pyometra. The medical records of the UFRRJ Veterinary Hospital were reviewed between August
2017 and December 2019, including healthy bitches (group C, n=95) and pyometra (group P, n=128).
Bitches with pyometra were suballocated into *groups without sepsis (PO, n=26), with sepsis (PS,
n=102), sepsis survivors (SS, n=90) and non-survivors (SN, n=12). Epidemiological and blood count
variables, NLR and PLR values and the number of organ dysfunctions were compared between
groups (PO vs PS; SS vs SN), and ROC curve analyzes were performed to determine the cutoff points
of the variables for sepsis and death outcomes. Logistic regression analyzes were performed to assess
the association of cutoff points with different outcomes. The NLR values did not vary between the
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PO and PS, and SS and SN subgroups. The sepsis group showed lower values of PLR. There was no
good accuracy of the NLR and PLR for the diagnosis and prediction of death from sepsis in bitches
with pyometra. The number of organ dysfunctions showed good accuracy and high association with
the outcome of death. It was concluded that NLR and PLR are not useful tools for the diagnosis and
prognosis determination of sepsis in bitches with pyometra.

INDEX TERMS: Leukocytes, systemic inflammation, organ dysfunction.

INTRODUCAO

A sepse compreende uma sindrome grave e que possui alta taxa de incidéncia e mortalidade em
humanos (Gotts & Matthay 2016, Dugani et al. 2017) e em cées (Kenney et al. 2010) e cujo
diagnostico representa importante desafio em medicina veterinaria, ndo havendo até entdo
marcadores especificos. Durante décadas a sepse foi definida como a ocorréncia da Sindrome da
Resposta Inflamatoria Sistémica (SRIS) associada a infec¢do suspeita ou confirmada (Bone et al.
1992, Levy et al. 2003). Os critérios diagndsticos da SRIS incluem a presenca de febre, taquicardia,
taquipneia e leucocitose ou leucopenia (Hauptman 1997), os quais apresentam parametros de facil
mensuracdo e baixo custo de execugdo. Contudo, com a evolugdo do conhecimento sobre a
fisiopatologia da sepse, compreendeu-se que esta representa maior complexidade e que envolve a
ocorréncia de mecanismos que vao além de inflamacéo exacerbada, o que tornou os critérios de SRIS
inespecificos para o seu diagndstico (Gyawali et al. 2019). Sendo assim, o ultimo consenso sobre a
sepse passou a defini-la como uma sindrome que envolve disfungdo orgéanica como consequéncia de
uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo (Singer et al. 2016). Foi proposta, entdo, a
utilizacdo de um escore composto por marcadores clinicos e laboratoriais de disfuncdo organica para
0 seu diagnostico, denominado Sepsis-related Organ Failure System (SOFA) (Vincent et al. 1994,
Singer et al. 2016). Este escore, no entanto, apresenta limitacdes relacionadas a acessibilidade e tempo
necessario para obtencéo dos resultados dos marcadores nele utilizados (Singer et al. 2016), além de
ndo possuir validagcdo para uso na espécie canina.

As alteracdes imunologicas representam a base do processo fisiopatologico da sepse (Font et
al. 2020). A ativacdo prolongada do sistema imune inato leva a inflamacéo continua, risco de
disfuncao organica e supressdo do sistema imune adaptativo (Pillay et al. 2012, Drewry et al. 2014,
Hodgson et al. 2019, Schrijver et al. 2019) e, neste contexto, 0s neutrdfilos, linfocitos e plaquetas
desempenham importante papel (Inoue et al. 2013, Sénego et al. 2016, Shen et al. 2019). O
hemograma representa uma ferramenta acessivel, de rapida execucéo e que permite a mensuragédo
destes tipos celulares e do calculo de relacbes entre eles (Hodgson et al. 2019, Neumann 2021,
Conway et al. 2021). A Relacdo Neutrofilo-linfécito (RNL) e a Relacdo Plaqueta-linfocito tém sido
descritas como biomarcadores que permitem a avaliacdo do equilibrio entre mecanismos
inflamatdrios e de imunossupressdo (Liu et al. 2020, Song et al. 2021) e que possuem utilidade no
diagnostico e determinacdo progndstica em pacientes humanos com afeccbes inflamatorias
(Kahramanca et al. 2014, Sereflican et al. 2016, Abaza et al. 2019, Pierini et al. 2019, Liu et al. 2020),
cardiovasculares (Durmus et al. 2015, Liet al., 2017, Kim et al. 2018, Afsin et al. 2019), neoplasicas
(Bakacak et al. 2016, Cassidy et al. 2017, Zhang et al. 2018, Huszno & Kolosza 2019) e sepse (Shen
et al. 2019, Huang et al. 2020). Em cées, alguns estudos demonstraram potencial da RNL e da RPL
para uso clinico (MacFarlane et al. 2016, Neumann 2019, Pierini et al 2019, Pierini et al. 2020, Becher
et al. 2021), sendo, no entanto, ainda incerta sua utilidade na sepse canina devido a escassez de
estudos.

Considerando-se que a RNL e a RPL representam marcadores de inflamacédo e estado imune
facilmente mensurdveis, reprodutiveis e baratos, hipotetiza-se que estas relagdes possam ser
ferramentas Gteis ao diagnostico e progndstico da sepse em cadelas com piometra. Desta forma, os
objetivos deste estudo foram avaliar se, a partir do diagndstico de piometra, existe diferenca dos
valores de RNL e de RPL entre cadelas com sepse e sem sepse e se estas relacbes podem ser uteis
como preditores da sepse e prognéstico de mortalidade.
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MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo caso-controle realizado com base na revisdo dos
prontudrios médicos de cadelas atendidas no Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (HV-UFRRJ), no periodo de agosto de 2017 a dezembro de 2019. Foram incluidas
cadelas com diagndstico clinico e ultrassonogréafico de piometra tratadas cirurgicamente e cadelas
admitidas para castracdo eletiva consideradas saudaveis com base em exame clinico e hemograma.
Foram excluidas cadelas cujos prontuarios apresentavam preenchimento incompleto e cadelas
portadoras de comorbidades sistémicas.

As cadelas portadoras de piometra foram alocadas no "grupo piometra” (P), e as saudaveis no
"grupo controle” (C). O grupo P foi subdividido nos subgrupos “piometra com sepse” (PS) e
“piometra sem sepse” (PO), e nos subgrupos “sepse sobreviventes” (SS) e “sepse Ndo-sobreviventes”
(SN). O diagnostico de sepse foi determinado quando da presenca de ao menos uma das seguintes
disfungdes organicas: renal, cardiovascular, hepatica, hemostética, e do sistema nervoso central, com
base em adaptacdo do consenso Sepsis-3 (Singer et al. 2016). Os critérios utilizados para deteccdo
das referidas disfuncdes orgéanicas estdo descritos no quadro 1. A gravidade da sepse foi determinada
de acordo com a quantidade de disfuncdes orgéanicas (1 a 4). A caracterizacdo de sobrevivéncia ou
6bito foi realizada com base em acompanhamento clinico das cadelas com piometra, realizado por
um periodo de 14 dias a partir do momento da admisséo. Foram consideradas sobreviventes as cadelas
que sobreviveram durante todo o periodo de acompanhamento.

Quadro 1. Critérios para identificacdo de disfuncdo de 6rgdos em cadelas portadoras de piometra
admitidas no Hospital Veterinario da UFRRJ, Seropédica, Brasil. Periodo de Agosto de
2017 a dezembro de 20109.

Disfuncao organica Critério

Renal Creatinina sérica > 1,7 mg/dL

Cardiovascular Pressao arterial sistolica < 90 mmHg

Hepatica Bilirrubina total serica > 0,5 mg/dL

Hemostatica Plaquetometria < 200.000/ pL

Do Sistema Nervoso Central Escala de Glasgow Modificada para cées* < 13 pontos

* Andrade et al., 2010.

Para todas as cadelas foram revisadas as seguintes variaveis: porte racial (de acordo com 0s
critérios propostos pela Confederacdo Brasileira de Cinofilia- CBKC, 2019), idade, leucdcitos totais,
neutrofilos segmentados, neutrofilos bastonetes, linfécitos e plaquetas. Os valores de Relacao
Neutrofilo-linfocito (RNL) e de Relacdo Plaqueta-linfocito (RPL) foram calculados para todos os
animais por meio da divisdo das contagens de neutrdfilos totais (neutréfilos segmentados +
neutrofilos bastonetes) pelas contagens de linfécitos totais e das contagens de plaquetas totais pelas
contagens de linfécitos totais, respectivamente. As varidveis utilizadas para o diagnostico de sepse
(creatinina sérica, pressdo arterial sistolica, bilirrubina total sérica, plaguetometria e escala de coma
de Glasgow modificada para cdes) foram revisadas apenas para as cadelas do grupo P. A apresentacdo
clinica da piometra foi classificada de acordo com a presenca ou auséncia de secrecdo vaginal no
momento do exame clinico. A presenca de secrecdo vaginal caracterizou a apresentacdo como de
“cérvix aberta”, enquanto a auséncia de secre¢do vaginal caracterizou a apresenta¢do como de “cérvix
fechada”.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do software IBM Statistical
Package for Social Science, 20.0 (SPSS, Chicago, lllinois, EUA). Os resultados para as variaveis
categdricas foram descritos como frequéncia e porcentagem e para as variaveis huméricas como
mediana e intervalo. A normalidade da distribui¢do das varidveis foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk. As analises estatisticas subsequentes foram realizadas da seguinte maneira: grupo P vs
C; subgrupo PS vs PO; subgrupo SS vs SN. O teste de Mann-Whitney foi realizado para comparacao
dos valores de idade, leucometria total, neutréfilos segmentados, neutrofilos bastonetes, linfocitos,
plaquetas e relacbes (RNL e RPL) entre os referidos grupos e subgrupos. A apresentacdo clinica da
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piometra (“cérvix aberta” ou “cérvix fechada”) foi comparada entre os subgrupos de piometra. Para
a determinacdo do desempenho diagnostico e de determinacdo progndstica da RNL, da RPL e do
namero de disfungdes organicas foi realizada a anélise de Curva ROC. Os valores de referéncia de
area abaixo da curva (AUC) utilizados nesta analise foram: >0,5 e <0,7 (ruins); >0,7 e <0,8
(aceitaveis); >0,8 e <0,9 (excelentes) e >0,9 (excepcionais) (Hosmer et al. 2013). O indice de Youden
foi usado para identificar o ponto de corte entre sensibilidade e especificidade das analises de Curva
ROC (Youden 1950). A analise de regressao logistica binaria foi usada para estimar os valores de
odds ratio (OR) a partir dos valores de corte estabelecidos para a variavel teste em cada desfecho
(sepse ou 6bito). Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 223 prontuérios, sendo 95 prontuarios de cadelas saudaveis (C) e 128
prontudrios de cadelas diagnosticadas com piometra (P). A mediana de idade das cadelas com
piometra foi superior a das cadelas saudaveis (8[1-16] vs 2[0,5-10] anos). A distribuicdo da
frequéncia de portes raciais nas cadelas saudaveis foi de 17% de porte pequeno (16/95), 5% de porte
médio (5/95), 11% de grande porte (10/95) e 67% dos cédes sem raca definida na qual ndo foi possivel
determinar o porte (64/95). O grupo de cadelas com piometra (P) teve frequéncia de distribuicdo de
portes raciais de 19% de porte pequeno (25/128), 20% de porte médio (26/128), 14% de grande porte
(18/128) e 46% sem raga definida (59/128). Entre as cadelas com piometra, 102 foram classificadas
com sepse (subgrupo PS) e 26 sem sepse (subgrupo PO); 116 foram classificadas como sobreviventes,
entre elas 90 cadelas com sepse (grupo SS). Apenas cadelas com sepse vieram a obito (n=12) em até
14 dias da admissdo (subgrupo SN). Desta forma, a incidéncia de sepse foi de 79% e a mortalidade
geral foi de 9%. N&o houve diferenca na incidéncia da apresentacdo clinica da piometra (cérvix aberta
ou fechada) entre os subgrupos de piometra (p=>0,05). Os resultados de idade, apresentagao clinica
da piometra, variaveis laboratoriais e nimero de disfungdes organicas estdo descritos na tabela 1.

Em comparacdo a cadelas saudaveis, cadelas com piometra (P) apresentaram aumento
significativo de leucdcitos totais (26,8 [1,2 — 146,0] vs 11,0 [5,5-18,1]x103), neutrofilos (21,1 [0,3-
84,9] vs 7,4 [3,1-12,0]x103), bastonetes (0,4 [0,0-40,9] vs 0,0 [0,0-0,0]%) e RNL (8,6 [0,0 — 47,0] vs
3,4[1,0 - 10,1]), além de diminuicdo da contagem de plaquetas (172 [20-848] vs 271 [156-478]x103)
e de RPL (72 [0 — 493] vs 132 [42-364]). Por sua vez, cadelas com sepse (PS) apresentaram menores
valores de linfécitos (2,2 [0,0-16,9] vs 3,0 [1,1-9,1]x103), plaquetas (148 [20-848] vs 298 [203-
570]x10%) e RPL (66 [0 — 493] vs 80 [29 — 373]) que cadelas sem sepse (PO); e animais que vieram
a Obito (SN) apresentaram maiores valores de leucocitos totais (40,7 [7,9 — 146,2] vs 26,0 [1,2-
102,1]x109), linfocitos (4,1 [0,9-16,9] vs 2,1 [0,0-15,8]x103), plaquetas (162 [32-276] vs 144 [20-
848]x10%) e numero de disfuncdes organicas (4 [1-5] vs 1 [1-5]) que cadelas do grupo sepse
sobreviventes (SS). Os valores de RNL e RPL ndo variaram significativamente entre cadelas
sobreviventes e ndo-sobreviventes.

A RNL ndo apresentou um bom desempenho para diagnéstico de sepse (AUC 0,59; IC 95%
0,456-0,721; p=0,196), bem como para predicéo de 6bito por sepse (AUC 0,46; IC 95% 0,319-0,610;
p=0,692). O mesmo foi demonstrado com relacdo a RPL para os referidos desfechos (AUC 0,68; IC
95% 0,574-0,974; p=<0,001 e AUC 0,343; IC 95% 0,154-0,532; p=0,082, respectivamente) (Fig. 1-
2).

O namero de disfuncdes organicas demonstrou bom valor preditivo de Obito por sepse em
cadelas com piometra (AUC 0,83; 1C 95% 0,698-0,969; p=<0,001), com o uso de valores de corte >2
disfuncGes correspondendo a 75% de sensibilidade e 82% de especificidade e OR 11,2 (IC 95% 1,393
- 90,852; p=0,023) paratal.
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Tabela 1. Dados estatisticos descritivos de cadelas saudaveis (C, n=95) e cadelas com piometra (P, n=128) atendidas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Seropédica, Brasil), periodo de agosto de 2017 a dezembro de 2019. O grupo P foi
subdividido nos subgrupos piometra com e sem sepse ([PS, n=102] e [PO, n=26], respectivamente), sobreviventes e (SS, n=90) e ndo
sobreviventes (SN, n=12). A comparacdo entre grupos e subgrupos foi realizada da sequinte maneira: P vs C; PO vs PS; SS vs SN.

Cadelas Cadelas com Piometra Piometra Sepse Sepse NAO
SAUDAVEIS PIOMETRA SEM SEPSE (PO) COMSEPSE (PS)  SOBREVIVENTES  SOBREVIVENTES
(C)n=95 (P) n=128 n=26 n=102 (SS) n=90 (SN) n=12
Idade (anos) 2 [0,5-10] 8 [1-16]* 7 [1-16] 8 [1-16] 8 [1-16] 10 [3-14]
Cérvix aberta - 87 (68%) 15 (58%) 72 (70%) 65 (72%) 7 (58%)
Cérvix fechada - 41 (32%) 11 (42%) 30 (30%) 25 (28%) 5 (42%)
Leucometria (x10%) 11,0 [5,5-18,1] 26,8 [1,2—-146,0]* 258[7,0-54,4] 26,8[1,2—146,2] 26,0 [1,2-102,1]® 40,7 [7,9 — 146,2]
Neutrofilos (x10%) 7,4 [3,1-12,0] 21,1[0,3-84,9]* 20,1 [2,1-55,5] 21,1[0,3-84,9] 20,5 [0,3-84,9] 32,6 [5,7-84,8]
Bastonetes (%) 0,0 [0,0-0,0] 0,4 [0,0-40,9]* 0,1 [0-14,1] 0,5 [0,0-40,9] 0,5 [0,0-9,2] 1,3 [0-40,9]
Linfécitos (x10°%) 2,2 [0,8-4,6] 2.4[0,6-16,9] 3,0[1,1-9,1] 2,2 [0,0-16,9]@ 2,1[0,0-15,8] @ 4,1[0,9-16,9]
Plaquetas (x10%) 271 [156-478] 172 [20-848]* 298 [203-570] 148 [20-848]®@ 144 [20-848] ® 162 [32-276]
RNL 3,4[1,0-10,1] 8,6 [0,0 — 47,01* 7,5 [0,5 - 46,5] 8,7 [0,0 — 47,0] 9,0 [0,0 — 47,0] 7,2[32-21,2]
RPL 132 [42-364] 72 [0 — 493]* 80 [29 — 373] 66 [0 —493]@ 69 [0 — 493] 25 [11 —180]
disfunt;(“)e;,\| (;Jrrgéer:(i)cgg i 1[0-5] 0 [0-0] 2[1-5]¢ 1[1-5]® 4 [1-5]

* significancia estatistica em relacdo ao grupo C; ® significancia estatistica entre os subgrupos PO e PS; ® significancia estatistica entre os
subgrupos SS e SN; p<0,05
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Figura 1-2. Curva ROC da Relacdo Neutrofilo-Linfocito (RNL) e Relagdo Plaqueta-Linfocito
(RPL) em cadelas portadoras de piometra e sepse. Em (1), RNL para predi¢do de
Obito por sepse; (2). RPL para predicdo de Obito por sepse. Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Seropédica, Brasil), periodo de agosto
de 2017 a dezembro de 2019.

DISCUSSAO
A idade de 8 [1-16] anos demonstrada na populacdo de cadelas com piometra do presente estudo
se assemelha ao demonstrado em outros estudos e se encontra bem estabelecido na literatura
cientifica (Hagman et al. 2011, Jitpean et al. 2012, Ahmed Shah et al. 2017, Anjos et al. 2021). A
maior incidéncia de piometra em cadelas mais velhas se justifica pelo papel que a estimulacéo
cronica desempenhada pela progesterona exerce sobre o endometrio ao longo dos anos (Dow 1959,
Smith 2006).

Apesar da incidéncia de sepse em caes ser desconhecida (Camargo Junior et al. 2021), no
presente estudo foi observado uma frequéncia alta na populacdo estudada (79%). Outros estudos
avaliaram a incidéncia de sepse em cadelas portadoras de piometra, sendo demonstrados valores
préximos aos do presente estudo (74%) (Jitpean et al. 2014), e também valores discrepantes (59%)
(2Jeitpean et al. 2017). E importante ressaltar, no entanto, que os referidos estudos utilizaram os
critérios diagnosticos antigos para a sepse (Hauptman et al. 1997, Singer et al. 2016).

A mortalidade por piometra de 9% se encontra dentro do descrito em outros estudos
semelhantes a esse (Egenvall et al. 2001, Jitpean et al. 2014, Prasad et al. 2017). Sobre a
apresentacdo clinica desta afeccdo, estudos tem implicado a ocorréncia da cérvix fechada como
possivel determinante de maior gravidade, por esta impedir a eliminacdo de exsudato uterino
(Jitpean et al. 2017, PRASAD et al. 2021, Santana & Santos 2021), o que diferiu dos resultados da
presente pesquisa, bem como dos resultados demonstrados por outros autores (Volpato et. 2011,
Ucmak et al. 2021). Acredita-se, portanto, que os niveis inflamatorios e de endotoxemia
determinados pela afeccdo (Hagman et al. 2006), os quais sdo importantes componentes da
fisiopatogenia da piometra (Hagman 2022), possivelmente ndo sofram influéncia do maior
acumulo de exsudato uterino determinado pela apresentacdo de cérvix fechada. Entretanto, é
importante considerar que a auséncia de descarga vulvar relacionada a apresentacdo de cérvix



fechada pode interferir sobre a percep¢do mais precoce da doenca pelos proprietérios, e,
consequentemente, levar a procura por atendimento veterinario em estagios de maior gravidade
clinica (Santana & Santos 2021), o que pode ser a causa dos resultados divergentes entre 0s estudos
disponiveis sobre o tema na literatura cientifica.

Estudos anteriores tém sugerido uma possivel utilidade da RNL e da RPL como
biomarcadores da sepse canina (Hodgson et al. 2019, Pierini et al. 2020), o que contrasta com 0s
resultados do presente estudo. Entretanto, emtais estudos foram utilizados os critérios diagndsticos
de SRIS associados a suspeita de infeccdo para o diagndstico da sepse, 0 que se encontra
desatualizado (Hauptman et al. 1997, Singer et al. 2016). De fato, diversos outros estudos com caes
corroboram a utilidade destas relacdes para afec¢Ges associadas a ocorréncia de SRIS, como a
pancreatite (Neumann 2021), as enteropatias (Benvenuti et al. 2020), os sarcomas de tecidos moles
(MacFarlane et al. 2016), a periodontite e as neoplasias orofaringeanas (Rejec et al. 2017). A sepse,
no entanto, é atualmente reconhecida como uma sindrome que envolve mecanismos mais
complexos e que vdo além da inflamacdo sistémica, cursando, obrigatoriamente, com disfuncéo de
orgdos (Singer et al. 2016), e cujas dindmicas de neutrdfilos, linfocitos e plaquetas ndo sdo bem
compreendidas na espécie canina devido a sua falta de padronizacdo diagnostica.

Em seres humanos, atualmente, se reconhece na sepse a ocorréncia de um estado
imunossupressivo concomitante ao processo inflamatério sistémico (Nakamori et al. 2021). Tal
estado, 0 qual é marcado pela presenca de linfopenia, também foi demonstrado nas cadelas sépticas
do presente estudo, e tem sido atribuido a um aumento da taxa de apoptose dos linfocitos e a
ocorréncia de mecanismos compensatérios para contrabalancear a exacerbacdo do processo
inflamatério sistémico (Luan et al. 2015, Girardot et al. 2017).

A linfopenia da sepse € considerada um importante fator determinante de pior prognostico
devido a sua interferéncia sobre a debelacdo do agente infeccioso e ao maior risco de
desenvolvimento de infec¢bes nosocomiais (Inoue et al. 2013, Shubin et al. 2013, Drewry et al.
2014, Girardot et al. 2017). No presente estudo, no entanto, foi observada uma dinamica paradoxal
dos linfécitos no subgrupo o6bito, o qual apresentou valores maiores em comparagdo ao subgrupo
de cadelas sobreviventes. Tal dindmica linfocitaria em pacientes sépticos com pior progndstico ja
foi demonstrada como possivel causa de valores mais baixos de RNL em seres humanos, e pode
ser atribuida ao envolvimento de mecanismos imunoldgicos distintos e que determinem maior
gravidade (Riché et al. 2015), ou a fases mais avancadas da sindrome, uma vez que a deplecéo
linfocitaria pode ser mais acentuada em suas fases mais precoces (Le Dorze et al. 2015). Acredita-
se, portanto, na ocorréncia de dindmicas semelhantes na sepse canina e na sua possivel interferéncia
sobre elevagdes da RNL em pacientes mais graves.

A interrelacdo entre a ocorréncia de imunossupressao e de inflamacéo sistémica na sepse
(Hodgson et al. 2019) faz possivel esperar que cadelas sépticas imunossuprimidas pudessem
apresentar maiores contagens de marcadores inflamatérios do hemograma, como os neutréfilos
(Brown et al. 2006; Resende et al. 2020) e as plaquetas (Shen et al. 2019; Neumann, 2021) em
comparagéo as cadelas sem sepse, 0 que, no entanto, ndo ocorreu no presente estudo, e representa,
em grande parte, a causa da falta de utilidade diagnostica da RNL e da RPL para a sepse também
demonstrada.

Acredita-se, portanto, que os mecanismos de reducéo da taxa de apoptose dos neutrdfilos,
0s quais determinam as elevacfes de suas contagens na sepse em humanos (Shen et al. 2021),
possam apresentar menor importancia na sepse canina. O Unico estudo localizado que utilizou
critérios semelhantes ao do presente demonstrou ser mais frequente a ocorréncia de leucopenia do
que leucocitose em cdes com sepse. No entanto, no referido estudo foram utilizados cdes com
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gastroenterite viral, o que, sabidamente, resulta em tal comportamento leucocitario (Isola et al.
2013).

E importante considerar, também, a possibilidade de que a piometra, devido a intensa
neutrofilia que costuma causar (Bartoskova et al. 2007, Hagman 2012; Shah et al. 2017) e que
também foi observada no presente estudo, tenha resultado em menores varia¢fes das contagens de
neutrdfilos entre as cadelas com e sem sepse e entre as sobreviventes e o subgrupo 6bito, impedindo
a ocorréncia de significancia estatistica. Por outro lado, também ja foi demonstrado que a piometra
em estagios mais avangados resulta menos frequentemente em leucocitose do que estagios mais
precoces da afeccdo (Jitpean et al. 2014), o que ocorre devido a supressdo da medula dssea induzida
pela endotoxemia em combinagdo com a inflamacéo cronica (Kiehl et al. 1997, Ward et al. 2008).
Sendo assim, a piometra pode também ter resultado em menores magnitudes de neutrofilia no
subgrupo ébito do presente estudo e contribuido para a falta de elevacdes da RNL.

De modo semelhante, € possivel que a piometra tenha resultado em valores de contagens
plaquetarias mais baixos que o esperado nas cadelas do subgrupo com sepse devido a frequente
inducdo de trombocitopenia que esta afeccdo causa (Plavec et al. 2006, Shah et al. 2017), e,
consequentemente, interferido sobre o comportamento de reducéo dos valores de RPL observados
neste grupo de animais, 0 que contrasta com o demonstrado em estudos desta relagdo com a sepse
em humanos (Kriplani et al. 2022) e com a SRIS em cées (Pierini et al. 2020), os quais demonstram
a ocorréncia de elevagéo desta relagéo.

Os maiores valores de plaquetometria no subgrupo ébito em comparacdo ao subgrupo de
sobreviventes do presente estudo sugerem a ocorréncia de um estado inflamatorio mais exacerbado
quando da ocorréncia de piores prognosticos na sepse canina, e corroboram as plaquetas como
elementos marcadores da inflamacéo sistémica (Jenne & Kubes 2015, Chen et al. 2020, Neumann
2021). E possivel, portanto, que a progressdo do estado inflamatorio em cadelas sépticas possa
compensar as reducles plaquetarias resultantes da piometra, resultando em elevacdo de suas
contagens. Dessa forma, acredita-se que a utilizacdo de afeccbes ndo causadoras de
trombocitopenia per se como modelos de estudo da RPL no prognostico da sepse em cées possa
resultar em maiores elevacbes plaquetarias que a observada no presente estudo e,
consequentemente, na possivel utilidade desta relacdo na predicao do dbito pela sindrome.

Os marcadores de disfuncdo organica, de modo semelhante ao demonstrado para seres
humanos quando da sua aplicacdo nos escores SOFA (Reith et al. 2017), foram demonstrados
importantes fatores preditivos e de associacdo ao 6bito pela sepse canina quando utilizados para
quantificacdo do numero de disfuncdes organicas no presente trabalho. Sendo assim, a despeito de
suas limitacdes em Medicina Veterinaria, as quais se relacionam a menor aplicabilidade clinica, se
recomenda sua utilizacdo para a determinacdo prognéstica da sepse em cdes até que sejam
estabelecidos melhores marcadores para tal.

E importante ressaltar que, além das limitacdes relacionadas a afeccdo utilizada como
modelo de estudo da sepse no presente estudo, a falta de consenso diagndstico da sindrome em
Medicina Veterinaria representa outro importante fator limitante. Além disso, o carater
retrospectivo do presente estudo impediu a inclusdo da disfuncdo respiratoria como critério
diagndstico da sepse, a qual representa uma das seis disfuncdes organicas propostas para tal (Singer
et al. 2016), o que pode ter resultado em menor sensibilidade diagndstica.
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CONCLUSAO
A ocorréncia de sepse em cadelas com piometra ndo determina variagdes significativas dos valores
de RNL, e determina redugdes dos valores de RPL. Ambas as relagdes ndo foram demonstradas
ferramentas Uteis ao diagnostico e a determinacdo progndstica da sepse em cadelas com esta
afeccao.
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