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Resumo

A sindrome de resposta inflamatoéria sistémica é despoletada através de um estimulo
inflamatério agudo, provocando assim uma resposta sistémica do organismo. Esta sindrome
afeta muitos dos doentes em urgéncias e em regime de internamento e pode apresentar
indices de mortalidade e morbilidade elevados, se nao for efetuada uma identificacdo precoce
e eficaz dos sinais clinicos, de modo a permitir ao médico veterinario iniciar uma terapéutica
adequada ao doente.

A Proteina C-reativa € uma proteina de fase aguda que aumenta rapidamente a sua
concentragdo sanguinea aquando de um estimulo infecioso ou inflamatério, voltando ao seu
nivel basal assim que se reponha a homeostasia do organismo.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo determinar se a Proteina C-
reativa pode ser utilizada como um biomarcador para detetar precocemente a presenca da
sindrome de resposta inflamatéria sistémica, comparando-a com os biomarcadores
inflamatérios mais usuais (lactato, contagem de leucécitos e tempos de coagulagéo, tempo
tromboplastina ativada e tempo de protrombina).

A amostra deste estudo foi recolhida entre 1 de Outubro de 2015 a 1 de Abril de 2016,
no Hospital Veterinario da Arrabida, sendo que compreende 28 cdes de ambos os sexos, com
idades abrangidas entre os 5 meses e os 16 anos e diferentes etiologias (organizadas em 4
grupos: urgéncias, cirurgias, doengas neoplasicas e doengas sistémicas).

Os resultados encontrados determinam que, embora néo tenha sido detetada uma
relacdo significativa estatisticamente, existe uma maior propor¢do de casos de cirurgias,
doengas sistémicas e doengas neoplasicas com a PCR aumentada, enquanto que,
relativamente a presenga de SIRS, existe uma maior incidéncia de casos de medicina de
urgéncias e doencas neoplasicas. Concomitantemente, neste estudo foi ainda determinado
gue o aumento de lactato pode ser um indicador fidedigno de mortalidade em animais com a
Proteina C-reativa aumentada.

Os dados descritos permitem concluir que a Proteina C-reativa pode ser utilizada
como um biomarcador da sindrome de resposta inflamatéria sistémica, se for utilizado em
conjunto com outros biomarcadores inflamatérios, tendo em conta a forma como as diferentes

etiologias estao relacionadas com a presencga da sindrome de resposta inflamatoéria sistémica.

Palavras chave: Proteina C-reativa, sindrome de resposta inflamatéria sistémica, cao,

biomarcador, tempo de tromboplastina ativada, tempo de protrombina, lactato
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Abstract

The systemic inflammatory response syndrome is triggered by an acute inflammatory
stimulus, provoking a systemic response of the organism. This syndrome, which affects many
patients in hospital admission and in emergencies, may present high mortality and morbidity
rates, if the veterinarian can’t perform an early and effective identification of clinical signs, in
order to apply an appropriate therapy for the patient.

C-reactive protein is an acute phase protein that rapidly increases its concentration in
blood during an infectious or inflammatory stimulus, returning to its basal level as soon as the
body's homeostasis is restored.

In this context, the present study aims at the determination of a C-reactive protein can
be used as a biomarker to detect early the presence of systemic inflammatory response
syndrome, comparing it with the most common inflammatory biomarkers (lactate, white blood
count and the coagulation times, activated thromboplastin time and prothrombin time).

The sample of this study was collected between October 1. 2015 and April 1, 2016,
in Hospital Veterinario da Arrabida, including 28 dogs of both sex, aged between 5 months
and 16 years and with different etiologies (organized in 4 groups: urgencies, surgeries,
neoplastic diseases and systemic diseases).

The results in this study indicate that, although no statistically significant relationship
was detected, there is a higher proportion of cases of surgeries, systemic diseases and
neoplastic diseases with increased CRP, whereas, in relation to the presence of SIRS, there
is a higher incidence of cases of urgencies and neoplastic diseases.

Alongside it was also determined that lactate increase could be a reliable indicator of
mortality in animals with an increased C-reactive Protein.

The results obtain allow the conclusion that C-reactive protein can be used as a
biomarker of systemic inflammatory response syndrome, if it's used together with other
inflammatory biomarkers, considering how the different etiologies affects the presence of the

systemic inflammatory response syndrome.

Key words: C-reactive protein, systemic inflammatory response syndrome, dog, biomarker,

activated thromboplastin time, prothrombin time, lactate



Sara Raimundo | Proteina C-reativa como biomarcador da sindrome de resposta inflamatdria sistémica em cdes

Abreviaturas, Siglas e Simbolos

AAG - Alfa 1- glicoproteina acida

ACCP - American College of Chest Physicians
ACT - Tempo de Coagulacao Ativado

ACTH - Hormona adrenocorticotréfica

ADN - Acido desoxirribonucleico

APTT - Tempo tromboplastina ativada

AT- Atividade antitrombina

ARN- Acido ribonucleico

CRAA - Centro de Reabilitagdo Animal da Arrabida
DAMP - Padrbées moleculares associados ao dano
DCC - Doenga cardiaca congestiva

DMVM - Doenga mixomatosa da valvula mitral
ELISA - Teste de imunoabsorgao enzimatico
EPCR — Recetor endotelial da proteina C

FA — Frequéncia absoluta

FcyRI- recetor FC

FNT-a - fator de necrose tumoral

FR - Frequéncia relativa

FT - Fator de tecidual

HVA — Hospital Veterinario da Arrabida

IL-1 — Interleucina-1

IL-6 — Interleucina-6

IFAT - Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina
IFN-a. - Interferon-a

ITAM- Motivo de ativacédo do imunorrecetor baseado em tirosina
ITIM- Motivo de inibicdo do imunorrecetor baseado em tirosina
IgM - Imunoglobulina M

IgG - Imunoglobulina G

LPS — Lipopolissacarideo

MAC — Complexo de ataque a membrana

MARE - Meningite-arterite responsiva a esteroides
MFO - Multipla falha orgéanica

MIP - Proteina inibidora de macréfagos

NF-xB — Proteina Rel

NLR - Nucleotide binding oligomerization domain-like receptor
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PCR - Proteina C-reativa

PMAP- Padrdées moleculares associados a patogenos
PCA - Proteina C ativada

PAC - Pneumonia adquirida na comunidade

PT- Tempo de protrombina

PFA- Proteinas de fase aguda

RFA - Resposta de fase aguda

RPLA- Aglutinagéo de latex reversa passiva

RRP - Recetor de reconhecimento de patogéneos
SAA — Proteina amiloide sérica A

SCCM - Society of Critical Care Medicine

SDMO - Sindrome de disfungéo de multiplos 6rgaos
SOFA - Sequential Organ Failure Assessment

SIRS - Sindrome de resposta inflamatéria sistémica
SRCA - Resposta compensatoéria anti-inflamatdéria
STATS3 - Signal transducer and activator of transcription 3
TRL - Recetor Toll-like

WBC - Contagem de gldbulos brancos/ leucograma
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. Descrig¢ao das atividades realizadas durante o periodo de estagio curricular

O estagio curricular foi realizado no Hospital Veterinario da Arrabida (HVA), situado
em Vila Fresca de Azeitdo, nas encostas da serra da Arrabida, no periodo compreendido entre
1 de Outubro de 2015 a 1 de Abril de 2016, sob a alcada e orientagéo da Dr.2 Angela Martins.

Junto ao edificio do hospital encontra-se o Centro de Reabilitacdo Veterinaria da
Arrabida (CRAA), estruturas separadas, mas que funcionam interligadas e com constante
comunicagdo dos casos. A equipa é constituida por sete veterinarios, incluindo a diretora
clinica, quatro enfermeiros e uma auxiliar.

Embora as areas de maior interesse a nivel pessoal, durante o estagio, fossem
direcionadas para a medicina de urgéncias e medicina cirurgica, o trabalho era dividido em
dias no CRAA e dias no HVA, oferecendo assim a oportunidade de acompanhar casos clinicos
em diversos tipos de areas clinicas. Quer no CRAA, quer no HVA, o trabalho era realizado
em conjunto com os restantes estagiarios e com os membros da equipa, que foram
incansaveis ao longo destes meses, sempre atentos e preocupados com qualquer dificuldade
ou davida que fossem referenciadas.

Este estagio permitiu consolidar de maneira pratica e pertinente os ensinamentos
adquiridos ao longo do percurso académico, assim como possibilitou a aquisicdo de novos

conhecimentos, praticos e tedricos, de medicina veterinaria.

1. Descricdo das atividades realizadas

Durante o periodo em que foi efetuado o estagio curricular foi permitido assistir a
diversificadas consultas de varias areas de medicina interna, assistir a inumeros
procedimentos cirurgicos, seguir casos desde a anamnese e exame fisico, juntamente com a
realizacdo de exames complementares, até ao proprio diagnéstico e identificagdo do
tratamento a executar, com respetivo internamento, caso fosse necessario. Além de haver
uma participacdo pré-ativa em todos estes procedimentos, existia ainda a oportunidade de
acompanhar animais em regime de internamento e de cuidados intensivos, procedendo ao
seu tratamento e maneio.

Era ainda permitido acompanhar variadas situagbes de urgéncias. Estes casos,
necessitavam que fosse efetuada uma abordagem inicial precisa, rapida e clara com
identificacdo das lesdes mais importantes, a fim de estabilizar o animal antes que este
entrasse em descompensacéo.

De seguida serdo descritas as atividades realizadas, divididas nas principais areas

onde foi possivel intervir clinicamente.

-12 -
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2. Casuistica

2.1. Distribuicao da populagao por espécie animal

Esta divisao foi realizada conforme as espécies que se apresentaram a consulta e a
distribuicdo estatistica, foi realizada em frequéncias absolutas (FA) e frequéncias relativas
(FR). A espécie com maior relevancia estatistica foi a canina com 73% da populagéo animal,
enquanto que a espécie felina representou 27% do total (grafico 1). Relativamente as espécies
exoticas, visto que apenas foram consultados 2 doentes (um lagomorfo € uma ave), nao

apresentam qualquer relevancia estatistica, sendo apenas apresentadas na tabela 1.

Gato -
27%

Cao-73%

Grafico 1: Distribuicdo dos animais apresentados a consulta por espécie

Tabela 1: Distribuicdo das espécies de animais apresentadas a consulta (FA e FR)

Espécie FA FR
Cao 1953 72,6%
Gato 732 27,2%

Exoticos 2 0,07%
Total 2687 100%

2.2. Areas clinicas

A area clinica com maior valor de frequéncia absoluta e relativa durante o estagio foi
a doenga médica, seguindo-se da medicina fisica e de reabilitagdo animal, doencga cirurgica,
medicina de urgéncias e por ultimo a medicina de prevencao e profilaxia. Tanto a medicina
de urgéncia como a medicina fisica e de reabilitagdo animal sao areas de referéncia no HVA
e CRAA respetivamente. Em gatos, contudo, foram efetuadas mais consultas de medicina
preventiva do que medicina fisica e reabilitacdo animal.

E importante denotar que estes dados, demonstrados na tabela 2, foram obtidos

através do registo do nimero de casos ocorridos nas diferentes areas clinicas. Isto porque
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era frequente um animal apresentar mais do que uma doenga e ser submetido a diferentes
metodos de diagndstico.

Tabela 2: Distribuigdo das diferentes areas clinicas (FA e FR)

] L ‘ Cées H Gatos H Total ‘
Area clinica
| FA | FA | FA || FR |
‘ Doenga médica H 913 H 254 H 167 H 43,5% ‘
Medicina fisica e de reabilitagdo 409 38 447 16.6%
animal i
‘ Doenga cirurgica H 276 H 197 H 473 H 17,6% ‘
‘ Medicina de urgéncias H 250 H 182 H 432 H 16,1% ‘
Medicina de prevencéo e 105 61 166 6.2
profilaxia e
| Total | 1953 || 732 | 2685 | 100% |

2.2.1. Medicina de prevencgao e profilaxia

Esta area, tal como o nome indica, tem o objetivo de prevenir doengas futuras, tendo
principal importéncia, em animais recém-nascidos. A primo-vacinagao vai conceder a estes
animais uma imunidade adquirida adequada. Nesta area, os procedimentos com maior
relevancia, em termos estatisticos, sao os de imunoprofilaxia e de desparasitagdo, seguindo-
se as consultas para identificagao eletronica, ou seja, aplicagdo de microchip, e as primeiras

consultas realizadas a cachorros e gatinhos (tabela 3).

Tabela 3: Distribuigdo de casuistica em medicina preventiva e profilaxia (FA e FR)

Medicina de prevencio e Caes Gatos Total

profilaxia FA FA FA FR
Imunoprofilaxia 51 38 89 54%
Desparasitacbes 32 12 44 27%
Identiﬁca'ga"o e{etrénica 13 7 20 12%

(microchip)

Primeiras consultas 9 4 13 4%

Total 105 61 166 100%

2.2.2. Doenga médica

A casuistica aqui registada foi divida por especialidades médicas como exemplifica a
tabela 4. As especialidades mais importantes, estatisticamente, foram a ortopedia e musculo-
esquelético (14,2%), a neurologia (13%) e a oncologia (12,3%), como se pode verificar na
tabela seguinte (4). As duas primeiras apresentam estes valores devido aos varios casos que
chegavam ao CRAA, como por exemplo, doentes com displasia do cotovelo, da anca e
osteoartrite (referentes a especialidade de ortopedia e musculo-esquelético) ou doentes com

hérnias (referentes a especialidade de neurologia). A especialidade de oncologia € comum
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em bastantes hospitais, uma vez que o crescimento anomalo de células cancerigenas pode
ser despoletado por inUmeros fatores, tornando-se assim uma doencga bastante frequente.

A especialidade de dermatologia (8,9%) foi a quarta com maior relevancia, porque os
animais que se encontravam em regime de internamento no CRAA apresentavam,
maioritariamente, um sistema imunodeprimido, o que os predispunha a doengas como
piodermites, dermatofitoses e outras doencas dermatolégicas. A mobilidade muito reduzida
de casos mais grave levava também ao aparecimento de lesbes associadas ao decubito
prolongado, como escaras.

A especialidade de doencas infeciosas e parasitarias também apresenta uma
frequéncia consideravel, devido ao surto de traqueobronquite infeciosa canina que ocorreu
durante o periodo de estagio, assim como os casos frequentes de leishmaniose, uma vez que
a zona onde se encontra o hospital € umas das zonas de maior incidéncia da doenga a nivel
nacional.

Tabela 4: Distribuicao da casuistica das diferentes especialidades da area de doenga médica
(FAeFR)

Doenca médica Caes Gatos Total
FA FA FA FR
Ortopedia e musculo-esquelético 134 32 166 14,2%
Neurologia 121 31 152 13,0%
Oncologia 107 37 144 12,3%
Dermatologia 89 23 112 9,6%
Gastroenterologia e gldndulas anexas 78 20 98 8,4%
Doencas infeciosas ou parasitarias 75 12 87 7,5%
Cardiologia 54 15 69 5,9%
Otorrinolaringologia 52 8 60 5,1%
Endocrinologia 41 10 51 4,4%
Oftalmologia 40 10 50 4,3%
Toxicologia 37 11 48 4,1%
Pneumologia 31 22 53 4,5%
Urologia e nefrologia 29 17 46 3,9%
Ginecologia, andrologia e obstetricia 25 6 31 2,8%
Total 913 254 1167 100%

2.2.3. Doenga cirargica
Na area de doencga cirurgica, a cirurgia com maior relevancia durante periodo de
estagio foi a cirurgia de tecidos moles, que constitui 80,7% do total da amostra. Neste
contexto, eram realizadas com maior frequéncia as orquiectomias e as ovariohisterectomias.
A cirurgia ortopédica apresenta o segundo valor mais alto (14,4 %), uma vez que as

cirurgias eram realizadas em ambulatério pelo Dr. Rui Onga e o Dr. Antdnio Martinho, sendo
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0s animais reencaminhados para o CRAA logo no periodo pés-operatério, de modo a que
fosse aplicado de imediato um protocolo de reabilitagcdo adequado, permitindo assim uma
recuperagao mais rapida do animal (Tabela 5). Foi permitido sempre o acompanhamento dos
procedimentos cirurgicos na sua totalidade:
- a avaliagdo pré-cirargica, com a consequente classificagdo do risco anestésico;
- planeamento da cirurgia, podendo participar ativamente na mesma, em diversos
papéis, como ajudante, circulante ou como apoio ao anestesista;

- acompanhar o animal durante o periodo de recobro.

Tabela 5: Distribuigdo da casuistica registada relativamente a area de doenca cirurgica (FA e FR)

L Cao Gato Total
Doenga Cirurgica
FA FA FA FR
Cirurgia de tecidos moles 216 166 382 80,7%
Cirurgia ortopédica 47 21 68 14,4%
Cirurgia plastica e reconstrutiva 13 10 23 4,9%
Total 276 197 473 100%

2.2.4. Medicina de urgéncias

O seguinte grafico (2) demonstra as percentagens do total de urgéncias ocorridas em
periodo de estagio. Ambas as espécies tém valores consideravelmente semelhantes,
contudo, foram acompanhadas mais urgéncias de caes (FA de 250 casos) do que de gatos
(FA de 182 casos). As urgéncias de caracter toxicoldgico foram as mais frequentes, seguindo-
-se as urgéncias relacionadas com o trato respiratério, os politraumatizados e as urgéncias

neurolégicas.

Cdo - 58%

Grafico 2: Frequéncia relativa de urgéncias por espécie

2.2.5 - Medicina fisica e de reabilitagdo animal
A area de medicina fisica e de reabilitagdo animal foi uma das areas com maior

relevancia durante o periodo de estagio curricular, também devido a inauguracdo do CRAA,
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que permitiu receber casos referenciados de todo o pais. Os casos eram seguidos desde a
primeira consulta de referéncia, com o respetivo exame fisico de reabilitagdo funcional,
planeamento do protocolo adequado para cada caso, assim como o acompanhamento
durante o periodo de internamento no CRAA ou ambulatério, realizando as modalidades
adequadas, treino locomotor e de cinesioterapia.

Os doentes com alteragdes de locomocao e alteracdes posturais, devido a doengas
neuroldgicas, foram os mais relevantes, sendo que a doenga mais comum € a hérnia discal
tipo | comum, presente principalmente em ragas condrodistréficas, como o bulldog francés,
que se apresentava frequentemente em regime de internamento no CRAA.

Quanto as doencas ortopédicas ou do sistema musculo-esquelético, a displasia
coxofemoral foi a mais frequente, seguindo-se da osteoartrite e displasia do cotovelo (tabela
6). Estas doencas acometem animais normalmente numa idade mais avang¢ada, sendo as
racas de médio e grande porte mais predispostas para o seu desenvolvimento, como

Labradores Retrievers, Pastores Alemaes, Rafeiros Alentejanos, entre outros.

Tabela 6: Distribuigdo da casuistica relativa a medicina fisica e reabilitagdo animal (FA e FR)

Medicina Fisica e de Reabilitacao Céo Gato Total
Animal FA FA FA FR
Neurolégico 238 28 266 60%
Ortopédico/Musculo-esquelético 165 12 177 40%
Total 409 38 443 100%

2.2.6. Exames complementares

Os exames complementares diagnésticos permitem recolher dados complementares
a anamnese e ao exame fisico, de modo a auxiliar a obteng¢do de diagndsticos diferenciais ou
obter a confirmagao de um diagndstico final, visto que existem inimeros e variados tipos de
testes de diagnédstico. Os métodos mais utilizados durante o periodo de estagio foram as
analises clinicas, nomeadamente as analises hematolégicas e bioquimicas, seguindo-se as
analises endocrinas e ionograma. Referente a imagiologia, incluem-se os métodos de
radiografia, radiografia com contraste, eletrocardiograma, ecocardiografia e ecografia. Os
métodos mais utilizados foram os de radiografia, seguindo-se o de eletrocardiograma e de
ecografia, isto em caes. Em gatos, contudo, existe uma ligeira diferenga, sendo que o método
imagioldgico de eletrocardiograma o mais usual, seguindo-se a ecocardiografia e a radiografia
(tabela 7).

Quanto aos exames ecocardiograficos, sido realizados pelos especialistas da area
de cardiologia, Dr.2. Rita Gongalves e Dr. Pedro Parreira, que se deslocam ao hospital quando
solicitados.
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Relativamente aos exames de tomografia computorizada, visto que o HVA nao
apresenta nenhum aparelho para realizagdo do mesmo, sado efetuados pelo Professor Dr.
Antonio Ferreira na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

Na realizacdo destes exames de imagiologia era permitida a assisténcia de

estagiarios, assim como acompanhamento do processo e interpretacdo das imagens.

Tabela 7: Distribuigéo da casuistica relativamente aos métodos de diagndsticos utilizados (FA

e FR)
Cao Gato Total
Exames complementares
FA FA FA FR
Anadlises clinicas laboratoriais 580 132 712 69,7%
Imagiologia 120 85 205 20,1%
Tempos de coagulagéo (PT e o
APTT) 40 0 40 3,9%
PCR 32 0 32 3,1%
Urianalise 12 5 17 1,7%
PAAF 10 2 12 1,2%
Teste de fluoresceina 2 1 3 0,3%
Total 796 225 1021 100%

-18 -



Sara Raimundo | Proteina C-reativa como biomarcador da sindrome de resposta inflamatdria sistémica em cdes

ll- Monografia

Introdugao

A primeira reacdo do organismo a um estimulo agressivo, que afete a normal
hemdstase imunoldgica, € uma resposta inata, ndo especifica, que precede um conjunto de
reacgdes imunologicas especificas e organizadas (Gruys et al., 2006).

A resposta de fase aguda (RFA) faz parte do sistema imune inato e € descrita como
uma proeminente reacdo sistémica ou local, consequente a uma alteracdo organica
provocada por uma infegdo, lesado tecidular, crescimento neoplasico, doengas imunoldgicas,
trauma ou cirurgia (Gruys et al., 2006).

Ap0Os esta alteracdo da hemostase imunoldgica, regista-se um aumento na producéao
de proteinas de fase aguda (PFA), em resposta a mediadores inflamatérios, como as citocinas
por exemplo (Milne et al., 1991; Kent, 1992).

As PFA sao maioritariamente glicoproteinas, sintetizadas pelo figado, cuja
concentragdo € alterada face a um estimulo infecioso ou inflamatério. Estas podem ser
positivas, caso a sua concentracao aumente, como acontece com a proteina C- reativa (PCR),
a proteina amiloide sérica A (SAA) e a haptoglobina. Podem também ser classificadas como
negativas, como acontece com a albumina e a transferrina, que apresentam um decréscimo
na sua concentracao ( Kent, 1992; Eckersall, 1995; Cerdn et al., 2005).

As PFA apresentam uma grande importancia clinica em medicina veterinaria uma
vez que, providenciam um método eficaz de monitorizagado da saude do animal. Embora néo
possam ser utilizadas, isoladamente, como um exame de diagnéstico, podem fornecer
informacao objetiva sobre a extensdo da doencga infeciosa ou inflamatéria e permitem auxiliar
na detecao de infe¢des subclinicas (Petersen et al., 2003).

Apds a resolugdo da condigdo patologica, os niveis séricos das PFA voltam
rapidamente ao normal, providenciando também um método util de monitorizagdo da resposta
ao tratamento aplicado (Du Clos, 2000).

A PCR, em medicina humana, é uma das PFA com maior importancia na pratica
clinica, sendo utilizada no auxilio do diagndstico, no prognéstico e como biomarcador em
diversas doencas inflamatdrias e infeciosas (Cerén et al., 2005).

Em medicina veterinaria, a PCR canina, contudo, ndo tem uma utilizagao tao vasta,
uma vez que apresenta algumas limitacbes, nomeadamente na pratica clinica diaria. Por
exemplo, a maior parte dos métodos de detecédo e analise de amostras séricas disponiveis
em clinicas ainda exigem alguma técnica e tempo por parte do meédico veterinario e também
relativamente a interpretacdo de resultados, visto ndo existir uma literatura cientifica tao

diversificada como em medicina humana (Kjelgaard-hansen, 2004; Cerén et al., 2005;).
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1. Resposta de Fase Aguda

A resposta de fase aguda (RFA) € um processo dindmico, constituido por um
conjunto de reacdes sistémicas e metabdlicas desencadeadas, normalmente apds uma leséo
tecidular, com o objetivo principal de permitir a manutengcédo da homeostase do organismo (Koj
& Aleksander, 1996; Ceron et al., 2005; Rubio et al., 2014). Esta leséo pode ter diversificadas
origens, tais como, processos inflamatérios, imunoldgicos, neoplasicos e traumaticos (Cerén
et al., 2005).

A RFA pertence ao sistema imune. Este sistema é altamente especializado,
constituido por uma complexa rede de 6rgaos, células e moléculas que interagem entre si,
encontrando-se dividido em sistema imune inato e em sistema imune adaptativo (Cruvinel et
al., 2010). Mais especificamente, a RFA pertence ao sistema imune inato e é representada
por um conjunto de barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, bem como células especializadas
e moléculas soluveis, que constituem assim a primeira linha de defesa do organismo contra
agressodes externas (Ceron et al., 2005; Cruvinel et al., 2010).

As respostas induziveis do sistema imune inato sdo despoletadas pelo
reconhecimento de organismos patogénicos, atraves de recetores denominados de recetores
de reconhecimento padrdo. Estes recetores reconhecem estruturas moleculares que se
encontram presentes nos microrganismos invasores € ndo em células do organismo, aos
quais se da o nome de padrées moleculares associados a patdégenos ou PMAPs (pathogen-
associated molecular pattern) (Medzhitov & Janeway Jr., 2000). Por exemplo, o
lipopolissacarideo (LPS) é um constituinte da membrana exterior de bactérias gram-negativas
que, em caso de infegdo, estimula a sintese de substancias quimicas e de citocinas que fazem
parte da resposta de fase aguda (Fearon & Locksley, 1996).

As propriedades dos PAMPs e o seu reconhecimento pelos recetores do sistema
imune inato permite que este detete a presenca de uma infegdo, mas também que determine
o tipo de patogéneo invasor, possibilitando a modulagdo de uma resposta eficaz do organismo
(Medzhitov & Janeway Jr., 2000).

O sistema imune inato reconhece ainda moléculas endégenas, denominadas de
padrées moleculares associados ao dano (DAMPs de damage associated molecular
patterns). Estas substancias sdo produzidas ou libertadas por células danificadas, devido a
infegdes, toxinas quimicas, queimaduras, trauma, ou até por células apéptoticas. Os DAMPs
também podem surgir de células saudaveis, normalmente referidas como alarminas, cujo
efeito aumenta a resposta imune a infecdes (Ward, P., 2012).

A resposta de fase aguda representa a reagao sistémica, complexa, que ocorre apos

uma variedade de insultos ao organismo, sejam eles bacterianos, virais, parasitarios,
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traumaticos, mecénicos, térmicos, necroticos ou até mesmo devido ao crescimento tumoral
maligno (Heinrich et al., 1990; Koj & Aleksander, 1996; Gruys et al. 2005).

Esta reacao local, manifestada através de uma inflamagao aguda, envolve uma série
de respostas, como a agregacdo plaquetaria, a formacado de coagulo, a vasodilatagcéo e
vasoconstricdo e uma ativagao de leucécitos, fibroblastos e outras células mononucleares que
levam a libertagcdo de citocinas de fase aguda (Heinrich et al., 1990). Através destes
mediadores é induzida uma resposta sistémica baseada em alteracbes metabdlicas,
neurolégicas e enddcrinas, que se traduzem em sinais clinicos como pirexia, anorexia,
balango negativo de nitrogénio, catabolismo das células musculares e um aumento libertag&o
de hormonas, nomeadamente da hormona adrenocorticotréfica (ACTH) e glucocorticoides,
provocando ainda alteragdes no metabolismo de lipidos, proteinas e carbohidratos ( Heinrich
et al.,1990; Miert ,1995; Gruys et al., 2005). As interagbes das citocinas com as diferentes
células-alvo leva ainda a uma ativacéo do eixo hipotdlamo-pituitario-adrenal (Gruys et al.,

2005). A reagdo observada esta sumariada na imagem seguinte:

Perturbacoes hemostaticas |

Infecao

Lesao tecidular (=)

Crescimento neoplasico
Doengas imunolégicas

¥

Resposta local |

fibrobl células endoteli
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Libertagao de citocinas inflamatérias

Ativacao de leucécit

2
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ACTH 1

Leucécitose
Ativagado da cascada
do sistema complemento

:

Restabelecimento
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Figura 1: Diferentes reagdes que ocorrem na resposta de fase aguda no organismo. Adaptado de
Heinrich et al., 1990

Em termos de alteracbes hematoldgicas e laboratoriais, € espectavel a detecdo de

leucocitose, aumento do ratio de sedimentagdo de eritrocitos e diminuicdo sérica da
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concentracdo de elementos como o ferro, zinco e calcio. Contrariamente, o cobre apresenta
um aumento de concentragdo, uma vez que se liga a uma PFA, a ceruloplasmina (Kushner,
1982). E ainda relatada a ativagdo das cascadas de coagulagdo, do complemento e das vias
de formacado de cinina (kinin-forming pathways), assim como um rearranjo da sintese de
proteinas plasmaticas, nomeadamente a sintese hepatica das proteinas de fase aguda
(Heinrich et al., 1990; Miert, 1995; Koj & Aleksander, 1996; Gruys et al. 2005).

A intensidade destes sinais estd diretamente relacionada com a leséao,
microrganismo ou toxina bacteriana invasora que provoca a reacgao inflamatoria aguda (Miert,
1995).

1.1. Maediadores inflamatérios — as citocinas

Apos a lesdo tecidular, as citocinas pro-inflamatérias sdo ativadas juntamente com o
sistema vascular e com as células inflamatdrias. Estas citocinas, juntamente com 6xido nitrico
e com os glucocorticoides, tem a capacidade de despoletar e modular a resposta sistémica
da reacao de fase aguda e a consequente produgéo hepatica de PFA (Heinrich et al., 1990;
Gruys et al., 2005).

Aquando desta resposta sistémica a uma alteragcdo de carater inflamatério, sao
distinguidas duas respostas fisiolégicas com maior importancia. A primeira, é a desregulagéo
do centro termorregulacdo do hipotalamo, o que resulta em pirexia; a segunda, esta
relacionada com as alteragdes do metabolismo e da regulagéo de genes do figado (Baumann
& Gauldie, 1994).

Uma resposta inflamatdria local, causada por toxinas bacterianas ou através de uma
lesdo tecidular, vai provocar uma chamada de mondécitos ao local, responsaveis por secretar
as principais citocinas proé-inflamatérias (interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-a). Numa infegao viral, por bactérias gram negativas, o interferon-a (IFN-a), o fator
de necrose tumoral-a. (TNF-a), e a interleucina-1 (IL-1) sdo as primeiras citocinas a ser
produzidas, sendo que as ultimas duas referidas sdo responsaveis pela migracdo de
neutréfilos até ao local de infegdo e pela sua consequente ativagao (Miert, 1995; Van Reeth
et al.,1998).

As citocinas sdo mediadores intercelulares que, além de apresentarem um papel
importantissimo na regulac&do da resposta imune do organismo, tem ainda a capacidade de
influenciar a regulagdo da sobrevivéncia, crescimento, diferenciagdo e mesmo da funcéo
efetiva de diversos tipos celulares (Heinrich et al., 1998). As citocinas, em geral, apresentam
efeitos pleiotroficos (a mesma citocina tem capacidade para atuar em diferentes células alvo),
contudo, apresentam ac¢des redundantes e partilham algumas propriedades biologicas entre
si (Heinrich et al., 1998).
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Na literatura, as citocinas podem ser classificadas consoante a sua estrutura tri-
dimensional, de acordo com o tipo de recetor utilizado, ou agrupadas, consoante as fungdes
que desempenham (Heinrich et al., 1998).

Miert et al. (1995), agruparam estes mediadores em trés grupos, mediante a sua
funcdo. O primeiro, engloba as citocinas que tem uma fungéo primaria de fator de crescimento,
seja positivo ou negativo. Neste grupo incluem-se as citocinas interleucina-2, interleucina-3,
interleucina-4, interleucina-5, interleucina-10, interleucina-11, interleucina-12 e o fator
estimulante de colénias de granulécitos e macréfagos. O segundo, sao as citocinas que tém
um comportamento de fatores anti-inflamatérios, como a interleucina-1ra (agonista
competitivo da IL-1), recetores da IL-1 soluvel e proteinas ligadas a IL-1 e TNF-a. Por ultimo,
as citocinas que apresentam propriedades pro-inflamatoérias, como o TNF-a/f3, IL-1a/B, IFN-
o/B e a proteina inibidora de macréfagos (MIP) -1a/B , sendo ainda indutoras de outras
citocinas como a IL-6 e a IL-8, leucotrienos, 6xido nitrico e do fator ativador de plaquetas
(Miert, 1995).

Heins Baumann e Jack Gauldie (1994), diferenciaram as diferentes citocinas em
quatro grupos principais. O primeiro, classifica as citocinas do tipo IL-6, onde se incluem a
interleucina-6 (IL-6), interleucina-11, fator de inibicdo da leucemia, o fator neurotréfico ciliar, e
a onconstatina M. O segundo, sdo as citocinas do tipo IL-1, que engloba a IL1-a.e B e o TNF-
o e B. Estes dois grupos de citocinas atuam como estimuladores da sintese de PFA. Existem
mais dois grupos nesta classificagdo, o grupo dos glucocorticoides e o grupo dos fatores de
crescimento, em que ambos se apresentam como moduladores da agao das proprias citocinas
(Baumann & Gauldie, 1994).

De todas as citocinas pré-inflamatdérias, os maiores mediadores da sintese hepaticas
de PFA sédo a IL-6, o fator de necrose tumoral-a e a IL-1B. Estas s&o libertadas
maioritariamente por macréfagos, contudo, podem ser sintetizadas por outras células em
resposta a diversos estimulos, quer sejam internos, quer externos. A IL-6 pode ser sintetizada
extra hepaticamente, como na pituitaria ou na mucosa do epitélio nasal, podendo ainda ser
sintetizada por outras células nomeadamente as células de Kupffer ou os queratinécitos
(Murata et al., 2004).

Na tabela seguinte esta descrita a relagdo entre os tipos de diferentes citocinas e
PFA produzidas.
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Tabela 8: Influéncia das citocinas na sintese das PFA (adaptado de Baumann & Gauldie,
1994)

Mediadores inflamatoérios Resposta das PFA

Estimulacdo de PFA tipo-1:

e PCR
SAA
o 1-glicoproteina acida
Complemento C3
Haptoglobina*
Hemopenxina*
Inibicdo de PFA tipo-2

Citocinas do tipo IL-1

Estimulagdo da maioria das PFA
Ativador primario de PFA tipo-2:
e Fibrinogénio a, p ey

02- macroglobulina*
Tiostatina*

a1- Antitripsina

o1- Antiquimiotripsina
Haptoglobina

Hemopenxina

Ceruplasmina

Sinergismo com citocinas do
tipo IL-1

Citocinas do tipo IL-6

Pouco estimulo da maioria das PFA
Glucocorticoides Aumento sinérgico dos efeitos das
citocinas em grande parte das PFA

Redugéao dos efeitos das citocinas do

Insulina tipo IL-1 e IL-6 na maioria das PFA

Redugéao dos efeitos das citocinas do

Fator de crescimento de tipo IL-1 e IL-6

hepatdcit . .
pato .OS Aumento dos efeitos das citocinas do
Fator de crescimento de . - L.
) tipo IL-1 na produgao de acido
fibroblastos

glicoproteico* e complemento C3

*observado em estudos com ratos

1.2. Proteinas de Fase Aguda

As PFA s&o um grupo proteico, constituido maioritariamente por glicoproteinas, cuja
sintese hepatica pode apresentar-se exacerbada como resposta a acdo de mediadores
inflamatoérios. Estes mediadores, sao libertados apds um estimulo, que pode ser interno ou
externo e que apresenta multiplas origens, nomeadamente infeciosas, inflamatérias, através
de trauma cirurgico ou de stress e que, exercem um efeito sinérgico e modulador da producgéo
das PFA pelo figado (Murata et al., 2004; Cerén et al., 2005).
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Assim, durante a resposta de fase aguda, as concentracdes séricas das diferentes
PFA diferem bastante do seu nivel basal, podendo ser classificadas consoante a resposta que
apresentam (Petersen et al., 2003). As PFA, cuja concentragdo sérica decresce, sdo
denominadas de negativas e incluem a albumina e transferrina. As positivas, que tal como o
nome indica, apresentam um aumento sérico durante a RFA, podem ser subdivididas em
maiores, moderadas e menores. As primeiras, as maiores, tem um aumento de concentragao
entre 10 a 100 vezes o valor inicial, como a PCR e a SAA. No grupo das PFA moderadas,
com um aumento de concentracdo entre 2 a 10 vezes a inicial, estdo incluidas a haptoglobina,
fibrinogénio e a1-glicoproteina acida. As menores apresentam apenas um pequeno aumento,
sendo que a ceruloplasmina, uma vez que apresenta um incremento gradual entre 60 a 70%
do valor basal é classificada como uma PFA menor (Murata et al., 2004; Ceron et al, 2005;
Eckersall & Bell, 2010).

As PFAs positivas maiores, apresentam por norma, um aumento de concentragao 24
a 48 horas ap6s o estimulo que desencadeou a resposta inflamatéria e, visto que apresentam
um tempo de semivida curto, o seu declinio de concentracdo € igualmente rapido. As PFA
moderadas e menores ja tem um percurso de aumento e declinio de concentracdo mais lento,
sendo mais usuais em casos de processos inflamatorios crénicos (Tothova et al., 2014). Na
espécie suina existe ainda uma PFA maior que ndo estd descrita noutras espécies,
denominada de pigMAP (Gruys et al., 2005).

Esta classificacdo ndo é a mesma para todas os animais, uma vez que a resposta
das PFA varia consoante a espécie, isto, a exce¢do da albumina que, para todas, apresenta
uma diminuigdo na concentragao sérica entre 10 a 30% (Petersen et al., 2003).

O comportamento apresentado pelas PFA, embora seja inespecifico, permite a
identificagcdo de processos potencialmente nocivos para a homeostase do organismo. Assim
as PFA assumem um papel importante no diagndstico e no progndstico de diversas doengas,
bem como permitir a monitorizag&do da evolug&o do processo patoldgico e até de determinados

tratamentos (Paltrinieri, 2007).

1.2.1. Aplicagao das diferentes proteinas de fase aguda em medicina veterinaria

A maior parte das PFA encontra-se presente em niveis séricos basais, apresentando
normalmente limites estreitos de valores considerados normais. Estes, ndo séo alterados por
fatores intrinsecos ao animal, como por exemplo, 0 sexo ou a idade. Existe, contudo, um
rapido aumento de concentragéo séricas das PFA, podendo atingir valores bastante elevados,
no caso de o animal apresentar uma alteracdo na homeostasia tecidular (Kent, 1992;
Heegaard et al., 2011).
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Da mesma forma, existe um decréscimo da concentragdo das PFA, no caso de a
hemdstase do organismo ser restabelecida. Se tal ndo acontecer, é porque existe uma infegéo
secundaria (Kent, 1992).

Estes pressupostos permitem que as principais PFA adquiram uma grande utilidade
clinica diagnéstica em medicina veterinaria apresentando, contudo, diferentes
comportamentos consoante a espécie (Kent, 1992).

As PFA podem desempenhar diversificados papéis no organismo. A PCR e ay-
glicoproteina acida apresentam uma atividade imunomoduladora, antibacteriana e anti-
inflamatéria. A haptoglobina e a ceruloplasmina exibem propriedades de transporte,
apresentando ligagbes a hemoglobina livre e ao ferro, respetivamente (Paltrinieri, 2007).
Existem ainda as proteinas com fung¢des protetoras, como o caso da SAA ou da a —globulina
(Paltrinieri, 2007).

As PFA podem ainda induzir doengas, como o caso da SAA. Quando é produzida em
casos de inflamacéo, esta proteina extravasa do sangue para os tecidos, sendo proteolizada
por enzimas ai presentes. Se a inflamagao for cronica, a SAA fica saturada e as enzimas
proteoliticas conseguem apenas proteolizar parcialmente a SAA, acumulando-se esta nos
tecidos como amiloide, o que resulta numa amiloidose sistémica reativa (Paltrinieri, 2007).

Serao de seguida descritas algumas das proteinas com maior importancia clinica em
medicina veterinaria.

A SAA é uma apolipoproteina hidrofébica de grande densidade (Cerdn et al., 2005;
Gruys et al., 2005) que apresenta fungdes no recrutamento de células inflamatérias para o
local de inflamagdo, modulando a resposta inflamatéria e inibindo o burst respiratério dos
leucécitos (Murata et al., 2004; Gruys et al., 2005).

Em bovinos foi descrita uma proteina negativa que apresenta uma reagao cruzada
com soro anti-SAA. Nestes animais, esta proteina adquire especial importancia no diagndstico
clinico de uma inflamacgao. Niveis séricos aumentados de SAA podem ser encontrados em
casos de mastite, no parto ou em animais submetidos a stress (Gruys et al., 2005).

Em cavalos, pode ser util no diagnéstico de infegdes virais ou septicémia e infecéo
focal em potros neonatos (Murata et al., 2004).

Em caes adquire uma resposta semelhante a da PCR enquanto que em gatos, € das
PFA que apresenta um aumento mais rapido de concentracdo sérica em resposta a uma
condigao infeciosa ou inflamatdria (Eckersall, 1995).

Quanto a haptoglobina, apresenta envolvimento na resposta de defesa do
organismo. Esta liga-se a hemoglobina livre no sangue que resulta de processos de hemolise

ou, no caso de existir uma les&o tecidular, com invasdo bacteriana, a haptoglobina tem a
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capacidade de limitar a hemoglobina férrica circulante e impede o crescimento bacteriano
(Ceron et al., 2005).

Em caes é uma PFA moderada, utilizada em variadas doengas inflamatérias como
método de diagndstico e de progndstico (Murata et al., 2004).

Em animais de producéo, ja se apresenta como uma PFA maior, adquirindo especial
importancia em ruminantes, sendo amplamente utilizada para detetar e monitorizar processos
inflamatdrios (Kent, 1992; Murata et al., 2004;), tais como mastite, enterite, peritonite ou
abcessos, assim como, para a monitorizagdo de certos tratamentos (Murata et al., 2004).

A a4-glicoproteina acida € uma PFA moderada, sendo utilizada para a monitorizagéo
de alguns processos inflamatérios decorrentes em animais de produgdo. Niveis elevados
desta proteina podem ser detetados em doengas como pneumonia e meningite. (Murata et
al., 2004)

Em gatos adquire especial importédncia em termos de diagndstico, uma vez que pode
ser utilizada como um biomarcador de peritonite felina infeciosa (Eckersall, 1995), sendo que,
um aumento da concentragdo desta proteina, também é registado em casos de linfoma,
neoplasma, falha renal ou em doengas hepéaticas (Paltrinieri, 2007).

Em cédes, aumentos da concentragdo de o4-glicoproteina acida podem ser
encontrados em casos de hepatite (Murata et al., 2004).

A ceruloplasmina ndo tem uma aplicagdo muito comum na pratica clinica veterinaria,
no entanto, em diversos estudos confirmam que, pode ser utilizada como indicador de infegao
em ruminantes, cavalos, caes e galinhas, sendo que na espécie canina pode ter valor como
parametro de diagnéstico precoce de gravidez (Murata et al, 2004).

Quanto ao fibrinogénio, em caes, também pode ser utilizado no caso de diagndstico
de gravidez, visto que a partir das 3 semanas, os valores séricos desta proteina aumentam
apds a implantacdo. No caso dos ruminantes e ovelhas esta PFA indica a presenca de
inflamagao, infegcado bacteriana ou trauma cirirgico e em cavalos unicamente a presenca de
infecdo (Murata et al., 2004).

Quanto as PFA negativas, a albumina é a proteina mais abundante no sangue,
constituindo 35-50% da porgdo proteica do plasma em cdes e gatos saudaveis e é
responsavel por 75% da pressdo osmoética do mesmo. Ja a transferrina é responsavel pelo
transporte de ferro no sangue, mas, em condicdbes em que o pH desca dos 5,5 esta
desassocia-se do ferro. A concentracido sérica da transferrina € normalmente identificada,
através da medicdo da capacidade de ligagcdo do ferro total, ou através de testes
imunoloégicos. A concentragdo de albumina é realizada através de métodos de
espectrofotometria (Cerén et al, 2005).

A PCR seré descrita pormenorizadamente no seguinte capitulo.
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2. Proteina C-Reativa

2.1. Histéria

A PCR é uma proteina prototipica de fase aguda, que apresenta um rapido aumento
de concentragao no soro sanguineo como resposta a um estimulo insultuoso inflamatério ao
organismo (Marnell et al., 2005).

Foi a primeira proteina de fase aguda a ser descrita (Cerdn et al., 2005), em 1930
por Tillet e Francis, que relataram a sua existéncia no soro do sangue de doentes infetados
por Streptococcus pneumoniae. Foi descrita como uma substancia que possuia a capacidade
de precipitar o polissacarido “C” da parede celular do pneumococcus e foi primeiramente
denominada de substancia C reativa (Marnell et al., 2005).

Abernaty, MacLeod e Avery descobriram, mais tarde, que se tratava de uma proteina
e no seu estudo descreveram as suas propriedades (Gotsclich & Stetson, 1960).

Volanakis e Kaplan identificaram posteriormente um ligando especifico para a PCR
na parede polissacarida do pneumococcus, a fosfocolina, sendo que, muitos outros ligandos
foram identificados desde entdo. A PCR, além de interagir com estes inUmeros ligandos
também ativa a via classica do sistema complemento, estimulando a fagocitose (Volanakis &
Kaplan, 1970).

A PCR foi descrita, em 1960 por Gostschlich e Stenson, como uma proteina existente
no soro de diferentes espécies de mamiferos, sendo primeiramente relatada no soro de
macacos e coelhos, através da reacdo cruzada com anticorpos anti-PCR humanos e da
capacidade em reagir com o polissacarido C do pneumococcus (Caspi et al., 1984).

A PCR canina foi identificada apenas em 1966 por Dillman e Coles, sendo isolada
em 1970 por Riley e Coleman e caracterizada em 1984 por Caspi. (Eckersall & Conner, 1988).

Os primeiros estudos, conduzidos por Dillman, revelaram a propriedade da PCR em
aumentar a sua concentragao sérica em resposta a um processo inflamatério. Foi induzido
em caes, uma resposta inflamatoria, através de uma injegdo por via subcutanea de diversas
substancias. Em todos os casos, os niveis de PCR dispararam, incluindo no grupo de controlo,
em que os animais apenas teriam sido injetados com uma soluc&o salina estéril ou picados
com uma agulha hipodérmica, o que provocou igualmente uma reagao inflamatéria (Eckersall
& Conner, 1988).

Em diversificadas ocorréncias, o aumento da PCR foi o primeiro indicador de
inflamacao, antes mesmo de ser detetada qualquer outra alteragdo hematolégica (Eckersall
& Conner, 1988). Contudo, apés a recuperacgao do doente, os valores de PCR voltariam ao
seu limite basal (Marnell et al., 2005).

Seguiram-se diversos estudos durante as década de 70, 80 e 90 que permitiram

identificar o aumento da concentragao sérica da PCR em inumeras condi¢des inflamatérias e
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doencas infeciosas tais como a hepatite, nefrite aguda, prostatite purulenta aguda, anemia
hemolitica mediada, arterite, leptospirose, parvovirose, entre outras (Coner et al., 1989;
Nakamura et al., 2008).

Atualmente, a PCR ¢é utilizada como um pardmetro auxiliar de diagnéstico e
monitorizagdo de inumeras doencas inflamatérias em caes, sendo que o seu nivel no soro
sanguineo esta geralmente interligado com o grau de desenvolvimento e evolugdo da

atividade do processo patolégico (Plickert, et al., 2011).
2.2. Estrutura

2.2.1. Pentraxinas

As pentraxinas sdo uma familia de proteinas plasmaticas oligoméricas compostas
por 5 mondémeros, apresentando uma topologia de “B-jellyroll”, que forma estruturas
homopentaméricas quaternarias, invariaveis, filogeneticamente conservadas, nao covalentes,
dependentes de uma ligagao de calcio. Os seus mondmetros estdo dispostos numa simetria
radial anelar de 95A de diametro e 35A de profundidade (Bottazzi et al., 1997; Romero et al.,
1998).

Estas proteinas encontram-se divididas em duas classes, as classicas curtas, (grupo
em que se inserem o PCR e a SAA), uma vez que ambas apresentam um peso molecular de
~25kd e as longas, com pesos moleculares compreendidos entre 40 a 50 kd, onde se inclui

por exemplo a pentraxina PTX3 (Rossum et al., 2004).

2.2.2. Estrutura molecular da proteina c-reativa

A PCR é uma proteina plasmatica que se encontra presente em diversificadas
espécies animais, adquirindo formas homodlogas quer em vertebrados como invertebrados.
Esta, apesar de apresentar fungdes diferentes consoante a espécie, exibe sempre uma
caracteristica comum, o seu papel ativo na resposta sistémica a inflamacgéo (Volanakis &
Kaplan, 1970). Foi a reatividade que esta apresenta, através da ligacéo calcio-dependente
com o polissacarido-C na parede celular do Streptococcus pneumoniae que, levou a sua
descoberta (Thompson et al., 1999).

A purificagdo da PCR canina mostrou-se uma tarefa delicada, uma vez que, existiam
particulas adulterantes no soro sanguineo, que dificultavam a sua identificagdo, como as IgM
(imunoglobulina M) ou a albumina, ambas exibindo também ligagbes a fosfocolina.
(Yamamoto et al., 1993b)

Yamamoto (1992) consegui produzir um soro anti-PCR canino com alta
especificidade para a PCR canina, obtido a partir de coelhos, o que levou a isolagao e

purificagado da molécula.
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A PCR é constituida por 5 protémeros, idénticos, monocovalentes, com 206
aminoacidos, simetricamente dispostos em redor de um poro central, como podemos verificar
na figura 2.

Tem um peso molecular de 100 «D, ou seja, cada uma das suas subunidades
apresenta uma massa molecular compreendida entre 23 a 25 «D ( Volanakis & Kaplan, 1970;
Rossum et al., 2004).

Cada um destes protdmeros ¢ identificavel através de uma técnica de cristalografia
de raio-x. Apresentam uma forma dobrada em duas folhas beta antiparalelas, exibindo uma
estrutura achatada “jellyroll’ (Volanakis & Kaplan, 1970).

Em cada protémero sao definidas duas faces, uma plana e uma oposta. A face plana
denominada de face de reconhecimento é reconhecida como o local de ligagédo a fosfocolina
e a dois ides de calcio. Estes encontram-se conectados através de interagcdes com as cadeias
principais e laterais carboxilicas dos aminoacidos de diferentes por¢cdes da estrutura primaria
( Volanakis & Kaplan, 1970; Agrawal et al., 2002; Rossum et al., 2004). A face oposta, a face
efetora, apresenta dois locais de ligagao a moléculas, a fragdo C1q do complemento e a Fcy
( Volanakis & Kaplan, 1970; Gaboriaud et al., 2003).
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Figura 2: Estrutura pentamétrica da PCR.
A face efetora encontra-se no topo, enquanto que a face plana, de reconhecimento, alberga os locais
de ligacao de calcio e a fosfocolina. Adaptado de Volanakis, 2001 citando Shrive et al. em 1996.

Esta face apresenta ainda uma falha, com uma extenséo representada entre o centro
do protobmero até ao centro do poro do pentdmero e que contém varios residuos e
aminoacidos que interagem com recetores da PCR especificos a leucécitos, como podemos

visualizar na figura 3 (Agrawal et al., 2001a).
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Esta falha, uma vez que se encontra oposta aos locais de calcio, sugere
desempenhar fungdes nas ligagdes ndo-dependentes de calcio, promovendo a reorientagéo
dos protémeros (Agrawal et al., 2001b).

Os residuos séo dotados de fungdes de reconhecimento e de regulagéo da ligagédo
e da ativacdo da molécula Cq1 (Volanakis & Kaplan 1970; Chi et al., 2002).

Os residuos Phe66 e Glu81 participam na formagao do local de ligacdo da
fosfocolina, sendo que o Phe66 ¢é o principal responsavel pelas ligagdes tanto a fosfocolina
como ao polissacarido-C da parede celular do Streptococcus pneumoniae (Black, 2005).

A zona de ligacao da fosfocolina consiste numa bolsa hidrofébica formada pelos
residuos Leu64, Phe66 e Thr76, dois ides de calcio e o Glu81 que esta localizado na face
contraria da bolsa hidrofébica. O Phe66 permite o estabelecimento de uma ligagao hidrofébica
com os grupos metil da molécula de fosfocolina (a mais importante), enquanto que a cadeia
lateral do Glu81 interage com o 4&tomo de nitrogénio positivo quaternario da molécula de colina
(Agrawal et al., 2002; Black, 2005).

Figura 3: Estrutura do complexo PCR-fosfocolina, sendo que, apenas se encontra representada uma
das subunidades da molécula de PCR.

A amarelo encontra-se o grupo fosfato da fosfocolina, a vermelhos os grupos metil da colina e a verde

0 nitrogénio da colina. Os pontos pretos representam os dois ides de calcio enquanto que, as cadeias

laterais dos aminoacidos Phe66 e Glu88, estdo representadas a azul e castanho, respetivamente.

(Agrawal et al., 2012)

2.2.3. Ligagdes da molécula da proteina c-reativa

Em adicao, as ligagdes que a PCR apresenta as paredes celulares bacterianas, como
acontece ao ligar-se ao polissacarido C, esta é capaz de se conectar a uma diversificada
quantidade de moléculas contendo fosfocolina na sua composi¢do, como lipoproteinas
enzimaticas de baixa densidade, membranas fosfolipidicas e até mesmo a liquido surfatante

pulmonar (Szalai et al., 1999).
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Além da fosfocolina, também a presenca de Ca?* permite @ PCR conectar-se a uma
variedade de substéncias diferentes, tais como, a cromatina, os histonas Hs, H, e Hag,
pequenas ribonucleoproteinas nucleares, a fibronectina e proteinas do envelope nuclear
(Shrive et al., 1996; Romero et al., 1998; Szalai et al., 1999; Agrawal et al., 2002;). Contudo,
estas ligagdes podem ser inibidas pela mesma fosfocolina, o que sugere que o local de ligagéo
da fosfocolina na molécula de PCR pode envolver diversas estruturas (Szalai et al., 1999).

Foi também descrito que a PCR tem a capacidade de se ligar a células danificadas,
nomeadamente a cromatina em casos de necrose e apoptose (Du Clos, 2000; Agrawal et al.,
2002) e a estruturas organicas, como o caso de determinadas espécies bacterianas
(Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae e Neisseriae spp.), fungos, leveduras e
certos parasitas como o Plasmodium falciparum e a Leishmania donovani (Agrawal et al.
2002).

A PCR tem ainda a capacidade de iniciar um mecanismo fagocitico de eliminagao de
bactérias, ao ligar-se a proteina de reconhecimento Cq1, ativando assim a via classica do
sistema complemento (Shrive et al., 1996; Mold et al., 1999; Agrawal et al., 2002).

Estas ligagdes encontram-se esquematizadas na seguinte figura (4):
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Figura 4: Os diversos ligandos da PCR.
O ligando prototipico é a fosfocolina, que esta presente em algumas paredes bacterianas e membranas
de células danificadas. A PCR liga-se ainda a molécula de Cq1 para ativar o sistema complemento e
também a recetores FcyRI e FcyRII (a,b) na superficie de leucécitos (adaptado de Marnell et al., 2005).

2.3. Sintese e expressao da proteina c-reativa

A maior parte da PCR sintetizada no organismo é realizada a nivel dos hepatdcitos
(Pepys & Marilyn, 1983; Marnell et al., 2005). Ja foram descritas outros tipos de sinteses da

PCR humana extra-hepatica, como por exemplo em linfécitos (Kuta & Baum, 1986),
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monocitos, neurdnios e placas ateroscleroéticas. Contudo estas sinteses nao influenciam a
concentragdo dos niveis plasmaticos da PCR (Black et al., 2005).

A PCR é uma proteina que se encontra naturalmente presente no soro sanguineo,
em circunstancias fisiolégicas normais, apenas em concentracdes basais. E, apdés um
estimulo agudo e em resposta a libertagdo das citocinas pré-inflamatdrias, que a sua sintese
€ iniciada, na area periportal do figado, espalhando-se as restantes células do lI6bulo hepatico
(Pepys et al., 1983; Romero et al., 1998).

A sua secregao € iniciada 4 a 6 horas apds o estimulo primario, aumentando para o
dobro logo ap6s 8h e atingindo o seu pico maximo as 36-50 horas, sendo que apresenta um
tempo de semi-vida de 19 horas (Mitaka, 2005).

Os hepatécitos produzem as PFA em simultdneo visto que, ndo apresentam
nenhuma especializagdo individual para a sua sintese. O aumento desta sintese esta
relacionado com um aumento do numero de espécies apropriadas de ARN mensageiro, o que
foi demonstrado em estudo na década de 80, com a proteina SAA e a proteina o1-
glicoproteina acida, em ratos e com a a1-antitripsina em babuinos (Pepys & Marilyn, 1983).

Quanto a inducao da PCR pelos hepatdcitos, é realizada, a nivel transcricional pela
IL-6 (Volanakis & Kaplan, 1970). Esta pode atuar isoladamente ou em conjunto com a
interleucina-1 (IL-6). Esta ultima, ao atuar sozinha, ndo tem qualquer efeito na expressao da
PCR (Agrawal et al., 2003; Cerdn et al., 2005).

A regulagao de cada gene das varias proteinas de fase aguda é devida as interagdes
especificas de inducéo entre as interleucinas e os fatores de transcricdo dos seus promotores.
Ambas as interleucinas tem a capacidade de controlo da express&o de varios genes de
proteinas de fase aguda, através da ativagao de fatores de transcrigdo STAT3, proteinas Rel
(ou NF-kB) e membros da familia C/EBP(B/c) sendo os ultimos os mais importantes para a
inducédo da PCR (Volanakis & Kaplan, 1970). Estes fatores ligam-se em diferentes locais do
promotor da PCR (Agrawal et al., 2003).

Estudos realizados por Agrawal et al. (2003), com a linha celular Hep3B, permitiu
determinar que as proteinas Rel, nomeadamente a c-Rel, liga-se diretamente a proteina
C/EBPp, formando um complexo no promotor da PCR. Assim a c-Rel, ao favorecer esta
ligacdo, tem a capacidade de regular a expressao da PCR, sem que seja necessaria uma
ligacdo a base kB, na molécula de ADN (Agrawal et al., 2003). Sao as interagdes entre as
diferentes proteinas que permitem a ligacdo C/EBP-ADN, adquirir uma maior estabilidade,

resultando numa otimizacéo da expressdo da molécula de PCR (Agrawal et al., 2001b).
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2.4. Fungao

A PCR é uma proteina de fase aguda presente no soro sanguineo. Em condi¢des
normais a sua concentragdo basal é bastante diminuida, contudo, aquando de um estimulo
inflamatério, durante a resposta de fase aguda, a sua concentragdo pode apresentar uma
marcada subida, devido ao aumento da sua sintese hepatica, através da estimulacdo de
citocinas inflamatérias (Mold et al., 1999).

Como ja referido anteriormente, a PCR tem capacidade de se ligar e interagir com
diversas macromoléculas e varios tipos celulares. E a reatividade destas ligagbes especificas
a diversos tipos de ligandos que permite o reconhecimento de um numero de microrganismos
e estruturas celulares muito abrangente (Pepys & Marilyn, 1983).

A PCR tem a capacidade de se ligar com grande afinidade a cromatina do nucleo de
células danificadas, degradando os seus componentes nucleares (Eckersall & Conner, 1988).

Tem também a capacidade de se ligar a organismos celulares patogénicos,
reduzindo a sua toxicidade, uma vez que inicia processos de defesa do organismo contra
infecbes, como a ativagdo do complemento e a fagocitose (Pepys & Marilyn, 1983).

Assim, a PCR pertence ao sistema inato imune do organismo, visto que funciona
como uma molécula de reconhecimento padrao para a ativac&o da resposta imune adaptativa
(Du Clos, 2000). Através da ativagao da via classica do sistema complemento e da ligagao a

recetores FcyR tem a capacidade de regular a fagocitose ( Du Clos, 2003).

2.4.1. Ligagao Proteina c-reativa a Cq1 e ativagao do sistema complemento

A PCR tem a capacidade de iniciar fungdes do sistema imunitario contra a
inflamacgao, tais como a precipitagdo, aglutinagéo, opsonizagao e ativagédo da via classica do
sistema complemento (Siegel et al., 1974).

O sistema complemento faz parte do sistema inato imune e integra um dos principais
mecanismos de imunidade mediada por anticorpos, sendo constituido por mais de 30
proteinas plasmaticas. Destacam-se trés fungbes mais importantes: defender o organismo de
infecbes bacterianas piogénicas através da opsonizagdo, permitir uma interagdo entre a
imunidade inata e a adaptativa e eliminar complexos imunes ou até mesmo ceélulas
apoptoticas (Walport, 2001; Guo & Ward, 2005).

O sistema complemento ¢é ativado através de diversos mecanismos por uma de trés
vias: a classica, a alternativa e a da lectina, sendo a primeira a utilizada pela PCR (lturry-
Yamamoto & Portinho, 2001).

Na via classica, a primeira das trés a ser descoberta e estudada, as proteinas
envolvidas sao designadas de C1 a C9. Esta inicia-se aquando da ligagdo do complexo C1

(constituido por uma molécula de C1q, duas de C1r e duas de C1s) a um anticorpo conectado
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a um antigénio na superficie celular bacteriana, terminando com a lise da célula (Walport,
2001).

As proteinas da segunda via, a via alternativa, sdo designadas de fatores e esta é
iniciada através da ligacdo covalente entre C3b a grupos hidréxilicos nos carbohidratos a
superficie da célula. Como resultado, é feita a ativagao da clivagem enzimatica de C3 em C3a
e C3b (Walport, 2001).

Por ultimo, a via das lectinas, € ativada pela ligagdo do complexo da lectina ligadora
de manose (que se apresenta associada a proteases séricas) a lipopolissacaridos
bacterianos, resultando na clivagem de C4 e C2 e na formagado de uma convertase C3 ( Mold
et al. 1996).

A ativacao do sistema complemento € uma funcdo da PCR, que permite eliminar
microrganismos e mediar a prote¢do contra bactérias, como o Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae, sendo que é mais eficiente a ativacéo da via classica (C1-C4 e uma
menor ativagao das proteinas de complemento C5-C9) (Mold et al., 1996; Black, 2005; Marnell
et al., 2005). Esta ativagao por parte da PCR difere da ativagédo por anticorpos, uma vez que
se observa uma ativacao seletiva de componentes precoces sem a formacao do complexo de
ataque a membrana (MAC) (Marnell et al., 2005).

A PCR participa assim no sistema de defesa do hospedeiro, enquanto limita os
efeitos inflamatérios potencialmente nocivos dos componentes tardios do complemento
(Black, 2005).

2.4.2. Recetores FcyR da proteina c-reativa e a estimulagao da fagocitose

A PCR apresenta a capacidade de se conectar a recetores existentes na superficie
celular dos mondcitos, leucocitos e de células da linha mieldide, denominados de FcyRI e
FcyRlla (Bharadwaj et al., 1999; Volanakis, 2001). A ligagdo da PCR aos leucdcitos efetua-se
com baixa afinidade através dos recetores FcyRI e com alta afinidade aos FcyRlla (Stein et
al., 2000).

Os recetores FcyR constituem um elemento bastante importante no que toca a
imunidade humoral e celular, uma vez que ligam as moléculas IgG através das regides Fc que
possuem. A estimulagdo das células através desta ligacdo permite iniciar uma variedade de
funcdes efetoras, nomeadamente o mecanismo de citotoxicidade celular dependente de
anticorpo, a fagocitose e a libertacdo de diversos mediadores de inflamacéo (Stein et al.,
2000).

Os recetores FcyR séo reconhecidos por duas classes, os recetores estimuladores,
caracterizados por uma sequéncia de associagcdo citoplasmatica denominada, motivo de

ativagéo do imunorecetor baseado em tirosina (imunorecetor tyrosine-based activation motif-
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ITAM) e os recetores inibidores, que apresentam uma sequéncia de motivo de inibigdo do
imunorrecetor baseado em tirosina (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif- ITIM)
(Volanakis & Kaplan, 1970).

A fagocitose e secrecdo de citocinas sdo exemplos de respostas desencadeadas
pelos FcyR estimuladores. Os recetores inibidores, ou seja, que contém ITIM, quando se
encontram agregados aos recetores estimuladores, tem a capacidade de regular
negativamente a atividade mediada por estes Ultimos. E este balango entre o input estimulador
e o inibidor que determina a resposta celular (Volanakis & Kaplan, 1970; Salmon & Pricop,
2001).

Black (2005) afirma que, tanto em humanos como em ratos, a PCR tem capacidade
de se ligar a estes dois tipos de recetores. Todavia, esta ndo é uma afirmacgao consistente em
toda a comunidade cientifica (Hundt et al., 2001).

A PCR liga-se a determinada célula ou particula, interagindo depois com células
fagocitarias e consequentemente resultando na fagocitose dessa mesma célula ou particula.
Esta capacidade de opsonizagao foi demonstrada em macréfagos e neutréfilos, através da
ligacdo aos recetores FcyRI, podendo ainda ser mediada indiretamente por fragmentos
opsonicos do complemento, que ao ligarem-se a PCR iniciam o sistema complemento (Du
Clos, 2000; Volanakis, 2001).

2.4.3. Protecao contra infe¢oes

As capacidades de opsonizacdo da PCR estendem-se a defesa do organismo contra
infecbes, como demostrado por diversos estudos realizados com ratos (Du Clos et al., 1994;
Szalai et al., 1996; Black, 2005).

A PCR, neste animal, ndo tem o0 mesmo comportamento que por exemplo, em caes,
ndo agindo como uma proteina de fase aguda e raramente excedendo os valores séricos de
2ug/ml ( Szalai et al., 1996; Volanakis, 2001).

Esta propriedade permitiu que fossem realizados varios estudos cientificos,
administrando PCR humano contra infecbes por pneumococcus em ratos. Os ratos
transgénicos, com o PCR-humano, capazes de desenvolver uma resposta de fase aguda,
apresentavam reducao na intensidade da infecdo e consequente diminuigdo de mortalidade.
(Szalai et al., 1996; Black, 2005; Thomas-Rudolph et al., 2007).

Outros modelos de infegdo foram estudados, como por exemplo, utilizando
Haemophilus influenzae (Weiser et al., 1998).

Weiser et al. (1998), relataram no seu estudo, que na auséncia de anticorpos, a PCR,
através de uma ligacdo dependente de calcio, liga-se a variante ChoP+, adquirindo a

capacidade do anticorpo em falta e ativando assim a cascada de complemento. Apesar de
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nao atuar da mesma forma que no caso de infecbes por pneumococcus, a PCR também
contribui para a imunidade inata contra determinadas estirpes de H.influenzae (Weiser et al.,
1998).

2.5. Métodos de detecao

Tal como ja foi referido, a PCR é uma proteina de fase aguda, que aumenta
rapidamente a sua concentracdo em resposta a diversos processos inflamatorios, infeciosos
e de lesédo tecidular (Parra et al., 2006). Em cées, tal como se verifica na espécie humana,
esta propriedade pode ser bastante util para monitorizar a evolugdo de doengas infeciosas ou
para determinar a eficadcia de um tratamento aplicado (Ibraimi et al., 2009; Plickert et al., 2011).

Existem diversos tipos de testes laboratoriais que permitem a detecdo das
concentragdes das diferentes proteinas de fase aguda e podem ser utilizados como métodos
mais rapidos e sensiveis de diagndstico de inflamagéo (Parra et al., 2006).

A medicdo sérica da PCR é normalmente realizada com base em técnicas
imunolégicas, utilizando anticorpos especificos de PCR canino. Destas destacam-se as
técnicas de electroimunoensaio, imunodifusdo, imunoturbidimetria, teste de aglutinacéo de
latex capilar reversa passiva e o teste de imunoabsorg¢do enzimatico (ELISA) (Hutchinson et
al., 2000; Cerén et al., 2005; Parra et al., 2005a).

Mais recentemente, Parra e os seus colaboradores (2005b) realizaram diversos
estudos que permitiram identificar a PCR canina no sangue total, saliva e em efusdes,
utilizando um novo método de teste imunoldgico fluorescente de tempo-resolvido (time
resolved fluorometry).

Em medicina humana, com a utilizagdo da PCR como um biomarcador de doengas
relacionadas com o estilo de vida (obesidade, diabetes mellitus, certas doencgas
cardiovasculares adquiridas) (Hillstrom et al., 2015), novos testes tém vindo a surgir em
substituicdo aos meétodos classicos (Hutchinson et al., 2000), mais rapidos e faceis de
executar, possibilitando a identificagdo de concentragbes muito baixas de PCR (Hillstrom et
al., 2015).

Testes como o método de ELISA ou os testes imunolégicos fluorescentes de tempo-
-resolvido ja apresentam limites de detec&o baixos, contudo, surgiu a necessidade de obter
um teste automatico, que permitisse a utilizagdo regular da detegcdo da PCR na pratica clinica
veterinaria. Assim, foram desenvolvidos os testes de alta-sensibilidade de PCR canina (high-

sensitivity CRP assays) (Hillstrom et al., 2015).

2.5.1. Testes de alta sensibilidade
Ibrahimi et al. (2009) e os seus colaboradores desenvolveram um teste automatico

baseado na detecao de permeabilidade magnética. Este método utiliza anticorpos anti PCR-
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canino conjugados com nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com dextrano. Estas
funcionam como marcadores superparamagnéticos para detegdo da molécula de PCR.
Adicionalmente séo utilizadas microparticulas anti-PCR canino policlonais conjugadas com
silica (Ibraimi et al., 2009).

Nesta técnica, a amostra é colocada num detetor de permeabilidade magnética que
efetua a medicdo do antigénio de PCR, que se encontra presente na amostra, através do
aumento da permeabilidade magnética, registado pelo sedimento das nanoparticulas de silica
com o complexo imunolégico formado entre o antigénio de PCR e as nanoparticulas

superparamagnéticas (lbraimi et al., 2009). A figura (5) seguinte demonstra o processo

® Ao %a*'.(

Complexo sandwich Sedimentagio

descrito.

Antigénio PCR

\ Componente 2; e
}—‘ Agente marcador
Nanoparticula policional
magnética anti-PCR

Componente 1:
Fase sdlida
Microparticula silca
policlonal anti-PCR

Figura 5: llustragdo do imunoensaio baseado na técnica de permeabilidade magnética.
O antigénio do PCR presente numa amostra de sangue total forma um complexo sandwich com as
nanoparticulas magnéticas (o agente marcador) e as microparticulas de silica anti-PCR policlonal (fase
soélida) presentes na amostra. Por fim, o sinal de reagdo do complexo sandwich sedimentado é medido,
sendo determinando o valor de PCR presente na amostra de sangue total canino (adaptado de Ibraimi
et al. 2009).

Mais recentemente, Hillstrém e colaboradores (2015), validaram um teste de alta
sensibilidade, desenvolvido com base num teste imunoturbidimétrico especifico para a
espécie canina e compararam os resultados com os obtidos através da técnica de ELISA.
Este estudo revelou que, existia pouca concordancia entre os resultados dos dois testes
imunolégicos, embora o limite de dete¢cdo minimo da concentracdo de PCR com o teste
automatico de alta sensibilidade fosse inferior ao registado com o teste ELISA.

O teste automatico apresentava grandes variagdes entre as amostras, sendo que a
causa para tal ndo foi determinada. Contudo, o facto de ser um teste automatico apresenta-
se como uma grande vantagem, visto eliminar a hipotese de ocorréncia de erros de
manipulagdo. Além disso, foi determinado que, o teste de alta sensibilidade automatico é
capaz de detetar com maior precisdo um aumento da concentracdo de PCR em animais em
cirurgia (medigbes efetuadas no decorrer de um processo cirurgico de ovariohisterectomia), o
que determina que este teste é preferivel na monitorizacdo de alteracbes de PCR nas
primeiras horas de pds-operatério (Hillstrom et al., 2015).
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2.6. Variagoées fisiolégicas dos valores da proteina c-reativa
2.6.1. Valores normais

A medicdo da PCR pode ser bastante util para detetar uma inflamacgao, tanto em
humanos como em cées. A introdugcdo de técnicas de alta sensibilidade, em medicina
veterinaria, possibilitou a utilizagdo da PCR como marcador inflamatério, em casos de
diagnostico clinico patoldgico de caes doentes e para monitorizar a saude de caes submetidos
a testes experimentais. Contudo, para tal ser bem sucedido, é necessaria uma compreensao
correta sobre as variagdes fisioldgicas das PFA (Otabe et al., 1998).

Yamamoto e colaboradores (1994a), efetuaram um estudo em beagles saudaveis,
onde identificaram, pela técnica de ELISA e RPLA (aglutinagéo de latex reversa passiva de
reversed passive latex agglutination) o valor minimo de PCR sérico em caes adultos
correspondendo aos valores de 8.4 ug/ml e 8,5 ug/ml respetivamente.

Mais tarde, Otabe et al. (1998), determinaram no seu estudo, sobre as concentragdes
fisioldgicas da PCR em caes normais, que a média de concentragido da proteina se registava
entre 0,8 a 16.4ug/ml (Otabe et al., 1998).

Na literatura, sao diversos os estudos realizados (Yamamoto et al., 1994a; Otabe et
al., 1998; Kuribayashi et al., 2003; Cerdn et al., 2005), com a vista a detetar os valores normais
fisiolégicos da PCR sérica canina, contudo, diferentes métodos de detecao foram utilizados,
o que torna dificil chegar a um valor de consenso. Assim, torna-se necessario saber quais os
valores de referéncia do teste utilizado, para ndo serem induzidos erros na analise dos dados
(Archer, 2008; Paul et al., 2011).

De seguida serdo descritos diversos fatores fisiolégicos, sendo que nem todos
apresentam qualquer influéncia na variabilidade na concentragéo sérica da PCR.

2.6.2. ldade

A idade nao constituiu um fator de variabilidade na concentragao sérica da PCR em
caes saudaveis, assim como nao afeta as restantes proteinas de fase aguda (Eckersall & Bell,
2010; Nemzek et al., 2012).

Todavia, foi descrito que, animais em idade adulta, em comparagao com cachorros,
tendem a exibir uma resposta mais exacerbada a uma reagéao inflamatéria (Yamamoto et al.,
1993a; Nemzek et al., 2012).

Esta afirmacéo foi demostrada por Hayashi e colaboradores (2001) no seu estudo.
Compararam as concentracdes de PCR e AAG (alfa 1- glicoproteina acida) no soro de caes
saudaveis com 1, 3 e 18 meses de idade, apds uma estimulagdo imunitaria obtida com 6leo
de turpentina, inoculagdo com Staphylococcus aureus ou através de uma vacina viral.

Também foram avaliados animais que foram submetidos a uma ovariohisterectomia ou
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gastrotomia percutanea. O valor de PCR no seu pico de concentragao foi sempre superior nos

caes com 18 meses do que nos cachorros com 1 més (Hayashi et al., 2001).

2.6.3. Género e gestacao

Kuribayashi e co-autores (2003) efetuaram um estudo envolvendo 74 caes de raca
beagle saudaveis, de variadas idades e determinaram que, a média da concentragdo de PCR
em machos era de 7,913,4 ug/ml, enquanto que nas fémeas se registava o valor de 8,3 +4,0
ug/mL. Estes resultados, consistentes com outros estudos realizados, permitem afirmar que
nao existe uma relagao entre o sexo e diferentes concentragdes séricas da PCR. (Kuribayashi
et al., 2003; Ceron et al., 2005) No mesmo estudo foram ainda avaliadas cadelas gestantes,
cujo valor de concentragcao de PCR, medida entre os 30 e 45 dias apds ovulagao era entre
70,2-90,4 pg/mL (Kuribayashi et al., 2003).

Este aumento pode ter origem num mecanismo subjacente que ainda ndo esta
completamente determinado. Especula-se que, alteragcdes embrionarias que ocorrem durante
a implantagdo e o desenvolvimento da placenta, nomeadamente a invasdo do endométrio
pela placenta (Fransson, 2012), ou devido a influéncia de hormonas endécrinas, possam ser
as causas para o aumento da concentragdo da PCR sérica em cadelas gestantes (Kuribayashi
et al., 2003).

2.6.4. Variagées diarias/ ritmo circadiano

Tal como o descrito em humanos, o ritmo circadiano parece ndo exercer qualquer
influéncia na concentragcdo de PCR em cées adultos (Cerén et al., 2005).

No estudo de Otabe e colaboradores (2000), foram efetuadas varias medi¢des da
concentragao sérica da PCR e foram estudados os resultados de dois periodos de tempo, um
ao longo de 24h, varias vezes ao dia, e outro ao longo de 4 semanas. Nao foram encontradas

variagoes significativas dos niveis de proteina em nenhum dos periodos temporais analisados.

2.6.5. Variagdes ambientais

Yamamoto e os seus colaboradores (1994a) estudaram a concentragdo sérica da
PCR em 150 caes saudaveis da raca beagle, de diferentes sexos e idades, onde 66 destes
animais, seriam provenientes de casas privadas, enquanto 84 estavam em canis de criadores.
Foram usadas duas técnicas de detecdo diferentes, ELISA e RPLA. Nenhuma diferencga
significativa foi encontrada entre os grupos, seja em termos de idade, seja em termos de sexo.

Porém, foi registado um pequeno aumento da média de valores de concentracéo da
PCR dos beagles mantidos em casas privadas (através do método de ELISA registou-se
8,414,9 ng/ml e pelo método RPLA, 8,5+6,3 ug/ml), em comparagao com os valores dos caes

mantidos em canis, sendo que, estes se encontravam em condigbes muito limpas (através do
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teste ELISA foi registado o valor de 6,2+3,9 ug/ml e através do RPLA 8,414,0 ug/ml). Pensa-
se que esta diferenga podera ter sido devido ao contacto dos animais com algum estimulante
do sistema imunitario, que ndo estava presente em ambientes controlados como no canil

(Yamamoto et al., 1994a).

2.6.6. Influéncia de farmacos

Como ja referido anteriormente, a PCR pode ser utilizada para detetar a atividade
inflamatéria durante a progressdao de uma doenca e para monitorizar a eficiéncia da
terapéutica aplicada ao doente, uma vez que os seus valores voltam ao nivel basal logo apos
a resolugao da inflamacgao (Kjelgaard-Hansen et al., 2003b).

Silvia Martinez-Subiela e co-autores estudaram a influéncia de glucocorticoides, uma
das classes medicamentosa com maior utilizacdo em medicina veterinaria, na concentragao
sérica de diferentes PFA (Martinez-Subiela et al., 2004).

Este estudo incidiu na administragcdo de varios tratamentos com glucocorticoides e
na observagao da variagdo da concentragdo das PFA. Concluiu-se que, a haptoglobina
apresentava aumentos significativos em todos os grupos, enquanto que, a ceruloplasmina,
PCR e SAA néo apresentavam qualquer diferenca digna de registo, o que tornas estas PFA
biomarcadores fidedignos para monitorizagdo da resposta de uma terapéutica com
glucocorticoides (Martinez-Subiela et al., 2004).

Outros estudos realizados, nomeadamente com inibidores de prostaglandina,
também nao afetaram a concentragdo sérica da PCR, neste caso, realizado em doentes
diagnosticados com sepsis por Escherichia coli (Cerén et al., 2005).

Em casos estudados de doentes com sinuvite, como maneio do controlo de dor,
foram utilizados diversos farmacos anti-inflamatoérios, como o carprofeno, meloxicam ou

butorfonol, que também n&o influenciaram a concentracéo da PCR (Ridker et al., 1999).

2.7. Proteina c-reativa em diferentes espécies

A PCR, desde a sua descoberta em 1930 por Tillet e Francis, ja foi identificada em
diversificadas espécies de mamiferos como humanos, cavalos, porcos, caes, gatos, ratos,
coelhos e ruminantes (Murata et al., 2004) mas também em espécies aquaticas tais como
peixes teleésteos (Sarikaputi et al., 1991).

Contudo o comportamento da PCR como uma PFA e a intensidade da resposta a um
estimulo inflamatério é, no entanto, diferente consoante a espécie (Sarikaputi et al., 1991).

Comparando caes e gatos, por exemplo, a concentragdo desta proteina de fase
aguda apenas parece ser alterada em resposta a uma inflamagao, em caes. Nestes animais,

a PCR é uma das proteinas de fase aguda com maior importancia clinica, sendo utilizada
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como um método de diagndstico de inflamagéo fiavel, uma vez que o seu aumento esta
normalmente associado com a extensao e atividade da doenca (Garvican et al., 2012).

Em gatos, a PCR foi isolada pela primeira vez apenas em 1992, por Watanabe et al.
(1992), que demonstrou que a sua concentragao sérica normal é superior a encontrada em
caes e humanos. Os dozes gatos estudados apresentaram niveis de PCR entre 38 a 168
ug/ml enquanto que os gatos bebés apresentavam concentragbes séricas entre 20 a 359
ug/ml, sendo que 80% se encontravam abaixo dos 40ug/ml.

Nos casos dos ruminantes, embora alguns estudos tenham registado um aumento
na concentracdo da PCR durante infecbes, esta ndo é considerada uma proteina de fase
aguda, mas esta presente no soro normal do animal (Eckersall & Conner, 1988; Petersen et
al., 2003).

Por outro lado, em porcos, a PCR pode ser considerada um dos melhores
marcadores de doencas inflamatérias e pode auxiliar na monitorizacdo do estado de saude
do animal, sendo um fiavel indicador da presencga de stress (Murata et al., 2004; Gutiérrez et
al., 2009).

Em cavalos, a PCR também se apresenta como uma PFA moderada, uma vez que
apo6s uma estimulagao inflamatoéria, os seus niveis séricos aumentam varias vezes em relagao
aos valores basais (Murata et al., 2004). Este aumento da concentragao sérica ja foi registado
em casos de pneumonia, enterite, artrite e no pds-cirirgico, nomeadamente apds o

procedimento de orquiectomia (Petersen et al., 2003).

2.8. Diferentes doengas que afetam a concentragao da proteina c-reativa

A meia-vida da PCR em céaes, € menor que em humanos, o que faz com que a
medi¢do da sua concentragcao seja eficaz numa grande variedade de doengas e condi¢des
clinicas (Ceron et al., 2005; Garvican et al., 2012).

O aumento desta concentragdo pode ser encontrado em caes que padecem de
doencgas inflamatérias tais como sepsis, babesiose, pidmetra, anemia hemolitica
imunomediada, tumores malignos (relatado em casos de linfoma e hemangiossarcoma),
arterite, glumerolonefrite (Nakamura et al., 2008) e varias doencgas do trato digestivo, tais
como enterite parvovirica e bacteriana, obstrugao intestinal, IBD (inflamatory bowel disease),
periodontite (Paul et al., 2011) assim como em casos de pancreatite e de hepatite (Gebhardt
et al., 2009; Sheahan et al., 2010, Garvican et al., 2012).

Segundo um estudo conduzido por Nakamura e parceiros, a maior elevagdo na
concentracdo de PCR foi registada em doengas neoplasticas e imunomediadas (Nakamura et
al., 2008).

A PCR pode ainda estar aumentada em alguns casos onde a inflamagéo é

secundaria a um processo nao inflamatoério, como falha renal ou hepatica ou até mesmo
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diabetes mellitus, sendo que estudos mais recentes demonstram que a PCR pode ter a sua
concentragdo aumentada também em caes obesos (Weisberg et al., 2003; German et al.,
2009).

Uma das aplicagdes clinicas mais importantes da medicao da PCR é na area da
neurologia, visto que permite monitorizar casos de meningite responsiva a esteroides
(Schatzberg & Nghiem, 2012).

2.8.1. Doencas inflamatérias e infeciosas

A maior parte das doencas infeciosas estudadas, quer tenham sido induzidas ou quer
tenham sido observadas no decorrer de processo natural patolégico nos animais, produzem
uma rapida resposta de fase aguda, com um aumento acentuado das concentragbes séricas
de PFA, nomeadamente da PCR que aparenta ser a proteina que apresenta uma resposta
mais pronunciada a uma infegédo (Cerdn et al., 2005).

Estudos realizados, a partir de uma infegcdo induzida por Leishmania infantum
amastigotas em céaes, confirmaram os mesmos resultados obtidos anteriormente com
infe¢cdes naturais, determinando que a PCR é a proteina de fase aguda que apresenta uma
elevagao sérica mais rapida aquando do estimulo infecioso. Apds a recuperacéao clinica do
animal a PCR apresenta uma diminuicdo da concentracido sérica, o que reforca a hipétese
que as PFA apresentam um decréscimo de concentracdo apods o tratamento ser efetivo
(Martinez-Subiela et al., 2011).

Contudo, a determinacdo combinada de varias PFA, pode fornecer um método ainda
mais preciso para analisar diferentes doengas, comparativamente a utilizagao de uma PFA
isolada. Os indices de PFA calculam a relagdo entre uma proteina de fase aguda maior e
menor simultaneamente. No caso da leishmaniose, para detecdo da doenca e monitorizagao
do tratamento, o indice mais sensivel € o que envolve a PCR, ceruloplasmina e albumina
(Martinez-Subiela & Céron, 2005).

Nenhuma correlagao foi identificada entre as concentragbes de PFA e os titulos de
anticorpos em diferentes infegbes (Cerdn et al., 2005). A resposta da PCR é mais rapida e
atinge valores maximos antes da elevagéo sérica da IgG (imunoglobulina G), o que seria
espectavel, uma vez que as PFA sdo mediadores da imunidade inata e os anticorpos IgG
pertencem ao sistema imune adquirido (Martinez-Subiela et al., 2011)

Na tabela (9) seguinte estdo resumidos os aumentos de concentracao sérica da PCR

registadas nas diferentes doencgas infeciosas estudadas por diversos autores:
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Tabela 9: Aumento da concentracdo sérica de PCR em diferentes doencas (adaptada de

Ceron et al., 2005)

Doenca infeciosa

Aumento sérico da PCR

Referencia

(Lobetti et al., 2000;

Babesiose 30 Ulutas et al., 2005)
Broncopneumonia 95 x (Yamamoto et al.,
(Bordetella bronchiseptica) 1994b)
Erlichiose 3,3-6,5 x (Rikihisa et al., 1994)
Leptospirose Infegéo induzida: 16-80 x (Caspi et al., 1984)

Infegédo natural: 30x

Infe¢do natural:
Sintomatico: 30 x
Assintomatico: 15 x (Martinez-Subiela et al.,
2011; Martinez-Subiela,

et al.,, 2002)

Leishmaniose
Infegdo experimental:
6x (concentragdo maxima: 37,56
mg/L)

20x (a maior medigéo do nivel

Tripanossomiase sérico da PCR foi de 200mg/L em (Ndung'u et al., 1991)
alguns animais)
. (Yamamoto et al.,
Parvovirose 20x 1993a)
4x
Dirofilariose Microfilaremia (média:25.03mg/L) e (Méndez et al., 2014)

Amicrofilaremia (média: 21.15mg/L)

2.8.2. Doencas do trato respiratoério

O estudo de Yamamoto et al. (1994b) envolveu caes inoculados experimentalmente
com Bordetella bronchiseptica. Durante o estudo foi produzido um modelo experimental de
broncopneumonia e foi aplicado um protocolo de tratamento com prednisolona, num dos
grupos do estudo. Os resultados revelaram, mais uma vez, a elevacao dos niveis séricos de
PCR e que apés uma terapéutica eficaz, os niveis voltavam a baixar, sendo ainda determinado
gue a concentragdo da PCR se mantinha inalterada, quando efetuada a administracdo de
prednisolona.
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Outros métodos de detecdo de doengas inflamatérias, como a contagem de
leucocitos (WBC) podem ser afetados apds a administracéo desta substancia farmacéutica,
0 que determina que a utilizacdo da medigdo da concentracdo da PCR pode ser um dado
muito mais fiavel para monitorizar a eficacia do tratamento (Yamamoto et al. 1994b).

Segundo o estudo de Viitanen et al. (2014), o aumento sérico da PCR é encontrado
em caes com doencgas das vias respiratorias inferiores, sendo que a maior concentracio da
proteina é encontrada em animais que padecem de broncopneumonia, o que vai de encontro
com os resultados obtidos por Yamamoto e colaboradores (2014), assim como com Nakamura
et al. (2008), que determinaram igualmente a elevagédo dos valores de PCR em casos e
broncopneumonia e pneumonia.

Caes com doenca nasal também apresentam um aumento nos niveis de PCR, sendo
mais marcado em casos de neoplasia (14,8mg/L) e aspergilose (13,4 mg/L). Em casos de

rinite cronica esta elevagcao é mais discreta (4,8mg/L) (Sheahan et al., 2010).

2.8.3. Doengas do trato gastrointestinal

Otabe et al., em 2000, induziram experimentalmente em caes, uma lesdo aguda da
mucosa gastrica através da administracdo de uma dose de acido acetilsalicilico, indometacina
ou cloreto de sédio. Os resultados revelaram mais uma vez a presenga do aumento dos niveis
de PCR no acometimento da mucosa gastrica.

Em animais que apresentavam doenga inflamatéria intestinal ou pancreatite, também
foi determinado que as alteragbes nos niveis séricos da PCR permitem monitorizar a atividade
de ambas as doencgas, assim como avaliar o efeito da terapia, relacionando uma diminuigcao
dos valores com a melhoria dos sinais clinicos, mais uma vez sugerindo que a PCR apresenta
um grande valor laboratorial para a medicdo dos efeitos da terapia (Jergens et al., 2003;
Nakamura et al., 2008).

Niveis aumentados de PCR foram ainda descritos em animais com outro tipo de
doencas entéricas, como enterite bacteriana ou obstrugao intestinal. Esta elevacéo deve-se a
inflamacgao ou trauma do processo obstrutivo subjacente a doenga (Eckersall, 1995; Cerén et
al., 2005).

2.8.4. Doencas neurolégicas e imunomediadas

Como ja foi descrito anteriormente, a medigéo sérica das PFA tem adquirido uma
crescente utilizagdo, como um método de diagndstico na pratica clinica veterinaria (Bathen-
Noethen et al., 2008).

A meningite-arterite responsiva a esteroides (MARE) é uma das formas mais comuns
de meningite diagnosticadas em cées, cuja confirmacéo de diagndstico e monitorizagéo de

tratamento € comumente utlizado o método de recolha e analise de liquido cérebroespinal.
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Assim, o estudo de A. Bathen-Noethen e colaboradores (2008) surgiu para responder a
necessidade de encontrar um método menos invasivo de monitorizacdo da eficacia do
tratamento.

Apos analise da concentracido sérica de PCR e no fluido cérebroespinal de caes
afetados, os resultados permitiram apoiar a hipétese que a MARE é uma doenca sistémica ou
que faz parte da sindrome de resposta inflamatdria sistémica (SIRS), sendo que, a medigéo
da concentragéo sérica de PCR, pode ser uma ferramenta util no diagndstico da doencga e
para monitorizar possiveis recidivas (Bathen-Noethen et al.,2008).

A medigao sérica da PCR, contudo, apresenta uma limitagdo, uma vez que, este
aumento nao pode ser diferenciado de outras doencas inflamatérias, como por exemplo, a
sepsis (Cerdn et al., 2005; Bathen-Noethen et al., 2008).

O aumento de concentragao de PCR registado na analise ao fluido cérebroespinal
pode ter origem em hemorragias na subaracnoide, uma vez que, cdes com MARE apresentam
um risco aumentado de desenvolverem estas hemorragias. Em cées,que apresentam sepsis
secundaria a vasculite do sistema nervoso central, a permeabilidade aumentada e funcao
desorganizada da barreira hematoencefalica pode explicar o aumento de concentragao. Este
aumento pode ainda ser explicado através do aumento de concentragdo de leucdcitos nas
meninges, uma vez que estes tém capacidade de sintetizar a PCR (Bathen-Noethen et
al.,2008 ).

Para além da sua utilidade na MARE, a medigado da concentragdo de PCR pode ter
importdncia na monitorizagdo do tratamento com esteroides, de doengcas imunomediadas
como a poliartrite canina imunomediada e a anemia hemolitica imunomediada, pois, tal como
acontece no caso de tratamentos com prednisolona, os esteroides podem afetar as
concentragdes de marcadores inflamatérios como a contagem de glébulos brancos (WBC) e
0 numero absoluto de granulécitos, tornando-os inadequados para monitorizagdo do
tratamento (Kjelgaard-Hansen et al., 2006; Mitchell et al. , 2009).

2.8.5. Doencgas cardiacas

Diversos estudos relacionaram o aumento da PCR com varias doencgas cardiacas,
como a doenga mixomatosa da valvula mitral (DMVM) ou a cardiomiopatia dilatada, duas
formas de doencga cardiaca adquirida em caes, que resultam numa falha cardiaca congestiva
(Cunningham et al., 2012). Contudo, nem todas as opinides s&o consensuais nesta area da
medicina.

Rush et al. (2006), detetaram um aumento da concentragéo sérica da PCR em casos
de cdes com doenca valvular degenerativa cronica, isto apesar de estudos histolégicos

proporem que este processo degenerativo das valvulas teria uma origem né&o inflamatéria.
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Estes achados podem sugerir a presenga de um processo inflamatério sistémico secundario.
(Rush et al., 2006).

Porém, no estudo conduzido por Reimann e colaboradores (2016), os cdes com
doenca cardiaca congestiva (DCC) nado possuiam nenhuma diferenga significativa do grupo
de cdes sem a doenca. Este estudo determinou, ainda, que o aumento de concentragéo nao
esta relacionado com a gravidade da doenca do animal.

Também o estudo de Cunningham et al., em 2012, relata o aumento da concentragéo
sérica de PCR em cédes com DCC devido a DMVM, relacionando este aumento com a
gravidade da doenca.

Opinides discrepantes surgem por Ljungvall et al. que, ndo relatou esta associagéo,
possivelmente, devido ao tamanho e variagdo da amostra utilizada ou do método de detecao
dos niveis de PCR (Cunningham et al., 2012; Reimann et al., 2016).

Apesar de todas estas divergéncias, em humanos a PCR, assim como a IL-6, foi
associada com o risco de desenvolvimento de alguns processos patolégicos como a
aterosclerose (Yudkin et al., 1999) e com a apoptose das células dos musculos lisos da
coronaria vascular, diminuindo a libertacdo de prostaglandinas pelas células endoteliais
(Rush et al., 2006).

Em medicina humana, a utilizagdo da PCR (de alta sensibilidade) tem sido cada vez
mais estudada, com o intuito de concluir sobre a possivel relagdo existente entre doencas
cronicas, como por exemplo, doengas cardiacas (Doumatey et al., 2013).

Ridker et al. (1999), em estudos de medicina humana, determinaram que a PCR de
alta sensibilidade € um marcador util na detecédo do risco cardiovascular. Relataram também
que, as concentragdes desta proteina podem ser moduladas, neste caso, reduzidas, através
da utilizacdo de uma terapia a longo prazo com estaminas, nomeadamente a pravastamina,
sendo que, a eficacia deste farmaco é maior em individuos com niveis aumentados de PCR
(Ridker et al., 1999).

2.8.6. Doencgas neoplasicas

A resposta de fase aguda é despoletada, ndo especificamente, por diversas formas
de lesao tecidular ou morte celular. O cancro apresenta uma alta taxa de morte celular, devido
ao turnover celular fortemente intensificado pela isquémia que alguns tumores com rapido
crescimento podem provocar. Os tecidos adjacentes podem ainda ser afetados pela expanséao
volumétrica dos tumores, que leva, mais uma vez, a morte celular (Merlo et al., 2007).

Em humanos a elevacao sérica de PCR tem sido estudada em varias condicbes
neoplasicas (Tecles et al., 2005), de forma a ser usada como fator de progndstico e marcador

para remissao e reaparecimentos de tumores. Embora o mesmo nao possa ser afirmado em
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caes, segundo o estudo de Merlo et al. (2007), que determinou que a PCR nao pode ser
utilizada como um marcador de remisséo do linfoma (Merlo et al., 2007).

Estudos envolvendo doentes com neoplasia linfoide, permitiram estabelecer uma
relagdo entre os niveis séricos de IL-6 e PCR. Esta relagao foi ainda investigada noutras
neoplasias, como o mieloma multiplo ou o carcinoma renal, onde foi determinado que a forte
correlagado entre os niveis séricos de PCR e de IL-6 representam um importante fator de
prognéstico da doenga, o que torna a medi¢do dos niveis de PCR uma ferramenta clinica
diagnéstica bastante util, uma vez que a sua medi¢cdo € mais facil que, neste caso, a IL-6
(Legouffe et al., 1998).

Em caes, foi determinado que neoplasias linfaticas, encontram-se associadas a uma
elevacgao dos niveis de PCR. O aumento dos niveis de varias PFA em individuos com linfoma,
leucemia e mieloma parece refletir que, por um lado, a IL-6 desempenha um papel importante
na maturagao de células B e na patogénese de neoplasias linfaticas e por outro, que € um
importante mediador da resposta da fase aguda ( Legouffe et al., 1998; Petersen et al., 2003;
Mischke et al., 2007).

O estudo conduzido por Tecles e colaboradores (2005) utilizou 55 caes divididos em
4 grupos de doencas: doengas inflamatérias agudas, neoplasias hematoldgicas, neoplasias
ndo hematoldgicas e anemia autoimune hemolitica. Foram estudadas diferentes proteinas de
fase aguda em todos os grupos e a PCR foi registada como a que se encontrava
significativamente aumentada em todos os processos inflamatérios agudos apresentados.
Com os resultados obtidos foi permitido afirmar que a magnitude da resposta de fase aguda
nao depende do local inicial da inflamagdo uma vez que, nos diferentes processos
observados, foram descritas respostas semelhantes por parte das PFA e a mesma doenca
podia produzir niveis diferentes na concentragéo sérica da PCR (Tecles et al., 2005).

Relativamente aos tumores mamarios, uma das neoplasias mais frequentes em
cadelas, também é relatado um aumento da concentracdo de PCR. Contudo, este apenas é
pronunciado em casos de cadelas que apresentem metastases ou com um tumor com
tamanho superior a 5¢cm e ulcerado (Tecles et al., 2009).

Estes resultados sugerem que os tumores mamarios apresentam uma baixa
estimulagdo da resposta de fase aguda, quando ndo apresentam processos patolégicos
secundarios tais como, metateses, inflamagdo ou ulceragdo. O maior aumento da
concentracdo de PCR é registado em fémeas com tumores ulcerados, o que propde que a
magnitude da resposta de fase aguda pode ser diretamente influenciada pela atividade da
massa tumoral e do tecido inflamado. Pode ainda refletir a presenga de uma resposta

inflamatéria ndo especifica a necrose tumoral ou a danos no tecido local (Tecles et al., 2009).
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No estudo de Nakamara et al. (2008), que envolveu diversas doengas neoplasicas,
foi detetada uma elevacgao sérica da PCR em casos de hemangiossarcoma, adenocarcinoma,
carcinoma colangiocelular, leucemia linfobldstica aguda, histiocitose maligna e linfoma
(Nakamura et al., 2008).

2.8.7. Obesidade

Sabe-se que a obesidade tem a capacidade afetar a funcdo metabdlica e enddcrina
do tecido adiposo (Weisberg et al., 2003), estando associada ao desenvolvimento de diabetes
tipo Il (German et al., 2009). Este 6rgdo secreta hormonas, fatores proteicos, citocinas e
outras proteinas relacionadas com a inflamacao, o que resulta numa inflamacéao sistémica de
baixo grau, crénica. Consequentemente vai existir um aumento da concentragdo das PFA,
como a PCR, haptoglobina e citocinas proé-inflamatérias, como a FNT-a e a IL-6 (Trayhurn,
2005; German et al., 2009).

Um estudo de German et al. que envolveu caes obesos, submetidos a uma perda de
peso, demonstrou que existe uma relagéo entre esta perda de peso e a diminuigdo dos niveis

de marcadores inflamatérios, nomeadamente a PCR (German et al., 2009).

2.9. Aplicacgao clinica da proteina c-reativa

Apods um estimulo inflamatério do sistema imunitario, € posteriormente desenvolvida,
uma rapida resposta de fase aguda, muitas das vezes mesmo antes de o animal apresentar
qualquer sinal clinico. Neste sentido, o estudo das PFA permite a obtencdo de um teste fiavel
para a resposta sistémica a um estimulo inflamatério, uma vez que representam um marcador
potencialmente mais sensivel que outras alteragdes inflamatdrias usadas comumente na
pratica clinica, como por exemplo a contagem de leucécitos (Cerodn et al., 2005; Dabrowski et
al., 2013).

E possivel encontrar uma relagéo, entre a PCR e outros marcadores inflamatérios
tais como temperatura, contagem de leucdcitos, de leucdcitos polimorfonucleares e de
neutréfilos (Safar & Fagon, 2002; Lars et al., 2003; Ceron et al.,2005). As PFA apresentam
uma maior estabilidade que os componentes celulares sanguineos, o que, para realizar uma
analise de detecdo, permite que seja a utilizado plasma sanguineo congelado ou amostra de

plasma, o que é uma propriedade com bastante utilidade na pratica clinica (Cerén et al., 2005).

2.9.1. Proteina c-reativa como diferenciador de piometra e hiperplasia endometrial
cistica
A pidmetra € uma doencga reprodutiva bastante comum em cadelas, apresentando
uma etiologia hormonal e infeciosa. A hiperplasia endometrial cistica, por outro lado, € uma

desordem hormonal que afeta a atividade das glandulas mucosas da membrana uterina, o
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que favorece a entrada a agentes bacterianos, normalmente por parte da bactéria E.coli. Esta
infecdo é normalmente acompanhada por uma endotoxémia, sepsis ou SIRS (Fransson et al.,
2007; Dabrowski et al., 2013).

O estudo de Dabrowski e colaboradores (2013) comparou amostras de sangue
arterial e periférico uterino de PCR, SAA e haptoglobina em varias cadelas com piémetra de
cérvix aberto e fechado. Concluiram que, a medi¢ao dos niveis de PFA no sangue periférico,
pode ser um método indicativo bastante util do estado de inflamacé&o do utero (Dabrowski et
al., 2013).

Embora apresentem consideraveis diferencas entre si, estas duas doencas podem
ser bastante complicadas de diferenciar em ambiente clinico, uma vez que a endotoxémia é
responsavel por alteracdes patoldgicas secundarias, o que provoca consequentes sinais
clinicos da piometra (Park et al., 2004).

No estudo conduzido por Fransson et al. foram avaliados diversos parametros de
diagnéstico, de maneira a determinar quais os que permitiam diferenciar clinicamente
piémetra de HEC (Fransson et al., 2007).

Foi determinado que os niveis de PCR e fosfatase alcalina, assim como a
determinagao da percentagem de neutrdfilos (leucograma), foram os pardmetros com maior
utilidade para distingdo das duas doengas (Fransson et al., 2007).

A percentagem de neutréfilos em banda na contagem de leucécitos, em combinagao
com uma alta concentragéo de PCR, apresenta-se como o indicador mais sensivel para prever
se o fluido no utero é uma pidometra (Park et al., 2004). Contudo, a associagao de fosfatase
alcalina e percentagem de bandas, apresentam uma sensibilidade maior, com redugéo da
especificidade (Fransson et al., 2007).

Outro diagndstico diferencial de piometra a ter em conta € a gravidez, que também
apresenta aumento na concentragéo sérica de PFA (Fransson et al., 2007). Este aumento de
concentragao presume-se que seja despoletado pela lesdo que ocorre no endométrio apds a

implantagcado do embrido (Eckersall & Bell, 2010).

2.9.2. Proteina c-reativa em cirurgia

A cirurgia também foi registada como uma causa de um aumento marcado da PCR
(Yamamoto et al., 1993a; Cerdn et al., 2005, Nemzek, 2012).

Normalmente a intensidade do trauma cirurgico esta relacionada com a magnitude
do aumento da concentragdo de PCR (Yamamoto et al., 1993a;Ceron et al., 2005;)

A contagem de leucécitos, pardmetro que aumenta apds um procedimento cirurgico,
no estudo conduzido por Yamamoto et al. (1993a), mostrou-se igualmente elevado aquando
da remogao dos pontos da sutura, momento em que o doente apresenta o desaparecimento
dos sinais clinicos. Por outro lado, a medicao sérica da PCR revelou uma descida acentuada
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da concentragao, sugerindo que esta pode ser utilizada como um método mais fidvel que a
contagem de leucécitos, na monitorizacdo da recuperacdo pods-cirurgica do animal
(Yamamoto et al., 1993a;Céron et al., 2005).

3. Sindrome de resposta inflamatéria sistémica e sepsis

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta localizada, protetora do
organismo, sendo provocada por uma les&o ou destruigcdo tecidular e tem como objetivo,
destruir, diluir ou extrair os agentes infeciosos ou o tecido lesado (Silverstein D., 2015; Kirby
R., 2017).

Como ja referido anteriormente, aquando desta lesdo, séo libertados mediadores
quimicos em resposta a inducéo antigénica que consequentemente vai iniciar a resposta inata
imune do organismo responsavel pela inflamagéo. Quando a inflamacgao esta restrita ao local
da lesdo, os diversos mediadores sdo responsaveis por sinalizar o problema, destruindo
possiveis agentes patogénicos e promovendo a regeneragdao tecidular (Kirby, 2017).

Contudo, em doentes mais debilitados, a resposta pode descontrolar-se e tornar-se
sistémica, seja esta referente a um estimulo infecioso ou n&o infecioso, denominando-se de
SIRS (de systemic inflammatory response syndrome) (Silverstein, 2015; Kirby, 2017). Se este
estimulo apresentar uma origem infeciosa, designa-se de sepsis (Cunningham et al., 2012;
Neumann, 2015; Silverstein, 2015; Singer et al., 2016). No decurso desta doencga pode ainda
ocorrer uma sindrome de disfuncdo de multiplos érgdos (SDMO) ou uma multipla falha
organica (MFO) (Kirby, 2017).

O diagnéstico entre sepsis e SIRS pode ser algo dubio, uma vez que, estas doengas
podem apresentar sinais clinicos muito semelhantes e os exames diagnosticos disponiveis
usualmente (como por exemplo, a recolha de amostras bacteriolégicas ou a leitura da
contagem de leucécitos) podem ser bastante inespecificos, o que dificulta a sua interpretacéo
(Castelli et al., 2004).

3.1. Sindrome de resposta inflamatéria sistémica

A SIRS é definida como uma manifestagdo clinica de uma resposta sistémica a
diversos estimulos patolégicos, onde é possivel definir duas ou mais alteragbes do
mecanismo de controlo da homeostasia corporal (Bone et al.,, 1992, Robertson &
Coopersmith, 2006; Marti-Carvajal et al., 2011;).

Diversas adaptagdes destes critérios foram extrapoladas de medicina humana e
adaptadas a medicina veterinaria (Hauptman et al., 1997; Gebhardt et al., 2009; Ripanti et al.
2012).
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A tabela (10) seguinte mostra os diferentes critérios utilizados para obtencdo de um
diagnéstico positivo de SIRS (Silverstein, 2015), sendo que existem algumas variagoes

consoante o autor.

Tabela 10: Classificagcdo dos pardmetros clinicos para diagnéstico de SIRS segundo

diferentes autores.

Segundo Gebhardt et
Segundo al., 2009) (que se ) . Segundo

Parametros Clinicos (Hauptman baseou nos estudos Seg u2;102(§ ;g?nt’ et (Silverstein e

etal., 1997) de Hauptman et al. e v Acvecc, 2015)

Laforcade et al.)
Frequéncia cardiaca >120 bpm >140 bpm >120 bpm >120 bpm
Fﬂm >20 rpm >20 rpm >20 rpm >20 rpm
respiratoria
(o] o]

Temperatura iggg e <37,8°C 6 39.4°C | <38,1°C e > 39,4°C igg;g e

>16000/uL >16000/pL ou >16000/uL ou >16000/uL ou
Leucograma ou <6000/uL | <6000/uL <6000/uL <6000/uL
Banda de neutrdfilos <3% <3% < 3% <3%

Um doente com SIRS pode apresentar o desenvolvimento de uma disfungdo de um
sistema de 6rgaos, o que resulta em insuficiéncia aguda pulmonar, choque, falha renal e no
SDMO (Bone et al., 1992).

Posteriormente a resposta inflamatéria registada na SIRS, é registada uma resposta
proé-inflamatoria subsequente, registando-se uma sindrome de resposta compensatoéria anti-
inflamatdria (SRCA). Esta resposta anti-inflamatéria apresenta um aumento na libertagdo de
citocinas anti-inflamatérias e de citocinas agonistas, mantendo-se na circulagdo sanguinea
mais tempo que os mediadores pro-inflamatdrios (Kirby, 2017).

A disfuncdo funcional de macrofagos € um contribuidor para a SRCA visto que
diminui a capacidade de apresentagcdo de antigénios e liberta citocinas pro-inflamatérias
(Kirby, 2017).

A libertacao de citocinas pro e anti-inflamatérias ocorre ao mesmo tempo, ou seja, a
inducdo de SRCA e SIRS ocorre simultaneamente, sendo que esta pato-fisiologia ainda nao
€ completamente conhecida. Contudo, as alteragdes hemodindmicas nestes casos sao
conhecidas, sendo relatado nos doentes a presencga de trés tipo de choque, simultaneamente;
hipovolémico, distributivo e cardiogénico (Kirby, 2017).

A possibilidade da medigao sérica da PCR ser utilizada com fator de progndstico em
SIRS, foi estudada, em caes, por Gebhardt e colaboradores (2009). Utilizaram dois grupos de
caes, um com SIRS nao séptica e o outro constituido por caes com sepsis. Embora nao

tenham sido encontras diferengas na concentragéo sérica de PCR de ambos os grupos, houve

-52-




Sara Raimundo | Proteina C-reativa como biomarcador da sindrome de resposta inflamatdria sistémica em cdes

uma correlagéo entre os niveis de PCR e a previsao de sobrevivéncia de animais em estado
critico (Gebhardt et al., 2009).

3.2. Sepsis

Em 1992, os termos, sepsis, SIRS, choque séptico, foram determinados pela
American College of Chest Physicians (ACCP) juntamente com a Society of Critical Care
Medicine (SCCM), com o intuito de facilitar os médicos na sua abordagem clinica ao doente,
de modo a potenciar a rapidez com que é realizada a identificacdo da doenca, procedendo
desta forma, a uma intervengao terapéutica rapida e eficaz (Bone et al., 1992).

Assim foi definido que sepsis, € a resposta sistémica do organismo a determinada
infecdo. Se, juntamente a sepsis, o doente apresentar uma associagao de disfungéo organica,
hipotenséo e hipoperfusdo, denomina-se sepsis grave, enquanto choque séptico é definido
como uma sepsis induzida por hipotensdo apesar de uma fluidoterapia de ressuscitagao
adequada, encontrando-se associada a anormalidades na perfusdo sanguinea (Bone et al.,
1992).

Contudo, estas definicbes, na opinido de muitos clinicos eram pouco especificas e
apresentavam uma clareza reduzida. Em 2001 foi realizada uma nova conferéncia, entre
diversos organismos de saude, com o objetivo de esclarecer estas definicbes (Levy et al.,
2003).

Nesta conferéncia foi desenvolvido um sistema de classificacdo de sepsis
denominado de “PIRO”, que se baseia na predisposi¢cao de condi¢cbes, da natureza e extensao
do insulto infecioso, da magnitude da reposta e o grau de disfungéo orgéanica (Levy et al.,
2003).

Foi concluido que, apesar de as classificacbes determinadas em 1992 nao serem
concretas o suficiente, todos os termos apresentados continuavam apropriados quer para o
uso clinico, quer para o uso cientifico, tendo apenas sido alargada a lista de sinais clinicos
para diagndstico de sepsis (Otto, 2007; Singer et al., 2016).

Sem terem sido realizadas nenhumas alteragdes significativas durante muito tempo,
estes termos permaneceram inalterados na comunidade cientifica. Com vista a reavaliar estas
definicbes, uma vez que, surgiram novos conhecimentos sobre as alteragdes patobioldgicas
induzidas pela sepsis, em 2014, a European Society of Intensive Care Medicine e a Society
of Critical Care Medicine reuniram uma equipa de especialistas em diferentes areas clinicas
(Singer et al., 2016).

Foi determinado que a sepsis é definida como uma disfungdo grave causada pela
desregulacao da resposta do organismo a uma infegdo. Choque séptico foi definido como uma
consequéncia decorrente do processo de sepsis, que expressa alteracdes metabdlicas,
circulatoria e celulares no organismo, o que num doente se traduz num maior risco de
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mortalidade. Foi ainda definido que o termo de sepsis grave seria redundante e dispensavel
(Singer et al., 2016).

A disfungao organica que ocorre em casos de sepsis, pode ser detetada através de
uma escala denominada de SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), que se encontra
representada na tabela 11 e onde sdo avaliados diversos parametros. Uma avaliagdo igual ou
superior a dois pontos indica um risco acrescido de mortalidade (Castelli et al., 2004; Ripanti
et al., 2012).

Tabela 11: Escala Sequential Organ Failure Assessment adaptada a espécie canina (Ripanti

etal., 2012)

Pontuacgéo
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio
Pa0, /FIO,,mm Hg (kPa) <400 <400 <300 <200 <100
Circulatoério
Plaquetas, x103/pL >150 <150 <100 <50 <20
orrbina, mfdL <06 06-14 15-50 [ 51-110 | >11,1
(umol/L)
*Dopamina *Dopamina>5 | *Dopamina>15

Cardiovascular Sem PAM (presséao <5 P ou epinefrina ou epinefrina <
Hial otensao ! hipotensao | 2rterial media) |-y botj - <0,10u 0,1 ou

’ P < 60mmHg obutamina norepinefrina || norepinefrina <

S 011 0,1

Sistema nervoso
central
Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
modificada
Renal
Creatinina (mg/dL) <14 14-19 2,0-34 3,5-4,9 >5,0

*Agentes adrenérgicos administrados pelo menos 1 hora antes (doses em ug/kg/min)

Diversas ligagbes celulares podem ocorrer durante a sepsis. Os recetores de
reconhecimento de patogéneos (RRP) como os recetores Toll-like (TRLs) e os recetores com
dominio de ligagdo a nucleotideos e oligomerizagdo (nucleotide binding oligomerization
domain-like receptors - NLRs) sdo os principais responsaveis pela defesa do organismo contra
invasdes patogénicas (De Jong et al., 2010).

Esta resposta pro-inflamatéria que ocorre pode desenvolver-se secundariamente a
libertacdo de componentes bacterianos, tais como os lipossacarideos das bactérias gram
negativas, que interagem com os TLRs e desencadeiam uma resposta inflamatéria (Kirby R.,
2017). O sistema TRL pode também ser ativado através de uma infecado estéril, como

acontece no caso de um politrauma grave, ndo penetrante, numa lesdo isquémica e de
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reperfusdo ou até no caso de um choque hemorragico, onde os produtos que séo libertados,
DAMPs que se ligam aos TRLs (Ward, 2012).

Nos casos de infecdo através de bactérias os agonistas dos TRL s&o designados por
PAMPs que, por sua vez, interagem com os recetores de padrdo de reconhecimento, onde
também se incluem os TRLs (Ward, 2012).

Os varios membros da familia NLR, como os NLRP1 e NLRP2 tem a capacidade de
formar complexos multimoleculares denominados inflamassomas, emitindo assim a ativagao
das caspases inflamatérias. Subsequentemente existe um processamento das citocinas pro-
inflamatérias IL1p e IL-18, que contribuem para os efeitos de nefastos da resposta proé-
inflamatdria que ocorre em casos de sepsis (De Jong et al., 2010).

A sepsis, assim como a SRIS, tanto em medicina veterinaria como na humana, séo
doencas que apresentam uma consideravel taxa de mortalidade, o que torna necessario
definir uma abordagem de detecao precoce de modo a iniciar um tratamento efetivo e impedir
desfechos fatais nos doentes (Hauptman et al., 1997; Gebhardt et al., 2009).

Inumeros estudos tem sido realizados em medicina humana, relacionando a
aplicabilidade da PCR como um possivel indicador de diagndstico de sepsis (Povoa et al.,
1998; Castelli et al., 2004; Sierra et al., 2004; Hofer et al., 2012), assim como, para avaliar a
evolucdo do doente em resposta a terapéutica utilizada e até mesmo de possiveis recaidas,
isto porque, um decréscimo no nivel sérico de PCR, esta associado a um progndéstico mais
favoravel (Povoa et al.,1998; Hofer et al., 2012).

A literatura é consensual que, devem ser efetuadas diversas leituras dos niveis
séricos da PCR num doente ao longo do dia para monitorizar a terapéutica utilizada (Povoa
et al., 1998). Para fins de diagndstico, estas medicbes devem ser efetuadas 24-48h apds o
inicio dos sinais clinicos, uma vez que durante uma resposta inflamatéria sistémica, a indugao

mais lenta da PCR, faz com que a sensibilidade do teste diminua (Hofer et al., 2012).

3.3. Arelagédo entre inflamagao e coagulagéao

A inflamacgéao relaciona-se com a coagulagao através de trés tipos de mecanismos.
O principal é a indugéo da expresséao do fator de tecidual (FT) na superficie de determinadas
células, em especial de células de mondcitos (Levi & Van Der Poll, 2005). Os outros
mecanismos conhecidos sdo a regulacdo descendente de anticoagulantes endégenos, como
o inibidor da via do fator tecidual, o sistema da proteina C ou a antitrombina e por ultimo o
mecanismo de inibi¢ao da fibrindlise (Cheng et al., 2011; Petaja, 2011). A figura (6) seguinte

relaciona as interagdes que ocorrem no organismo entre a inflamagéo e a coagulagéo.
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Inflamagéo

Mediadores inflamatérios
IL-1, TNF- «, PCR, IL-6,...

AN
\
\\

PCR promove formagdo do FT facilitando a Formacdo de plaquetas (aumento de produgdo e
relagdo entre as células endoteliais e de reatividade)
mondcitos Ativagdo das plaquetas

Regulagdo da expressdo do FT nas células
endoteliais, mondcitos e macréfagos

v | Ocorre hemoéstase secundaria | Interagdo com células
- endotelias

Agregacgdo plaquetaria

Promove coagulagdo através da via

extrinseca do FT
(Conversdo do fator X em fator Xa)

Adesdo e
recrutamento de
leucécitos

Formagdo de
trombina T[T > Converte fibrinogénio em fibrina

Ligagdo a recetores ativados por préoteases

Inflamagédo

Figura 6: Descricdo sumarizada da relagdo existente entre a inflamagdo e a indugdo da
coagulagéo. Esquema adaptado de Cheng et al., 2011.
Os mediadores inflamatérios vao influenciar a ativagao plaquetaria e resposta inflamatéria, através de
dois processos. O primeiro esta relacionado com a via do FT e o segundo, esta relacionado com a
interacdo que as plaquetas apresentam com as células endoteliais. (Cheng et al.,, 2011). A PCR
promove a formagao do fator tecidual, permite uma interacao facilitada entre as células endoteliais e
0s mondcitos e através da ativagdo da cascada do complemento aumenta a superficie pro-coagulante
providenciando um estado hipercoagulatério do organismo. (Esmon, 2005) A trombina tem ainda a
capacidade de modular a resposta inflamatéria através da ligagédo a recetores ativados por protéases
(Cheng et al., 2011).

Como descrito, o sistema de inflamagcdo exerce um efeito na modulacdo da
coagulacdo, mas o contrario também se verifica, existindo uma interagdo mutua entre os dois
sistemas. Esta interacdo constante pode afetar a gravidade de algumas doengas, como por
exemplo doengas vasculares, a SIRS (Levi & Van Der Poll 2005) ou a sepsis (De Jong et al.,
2010).

Assim, a coagulagdo, tem a capacidade de modular a atividade inflamatodria através

de ligacbes entre protéases coagulatérias e proteinas anti-coagulantes a células inflamatdrias,
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favorecendo a producédo de citocinas ou até mesmo a apoptose celular inflamatéria (Levi et
al., 2004).

A atividade pré-coagulante é regulada através de trés vias anticoagulantes sendo
que, durante a coagulacdo induzida pela inflamacéo, todas podem ver a sua agado ser
diminuida (Levi & Van Der Poll 2005), como ocorre com a via da proteina C, que parece ser
a mais afetada por mediadores inflamatérios (Esmon, 2005; Cheng et al., 2011).

Endotoxinas e citocinas como a IL-18 e o TNF-a tem a capacidade de regular
negativamente a trombomodulina e os recetores endoteliais de proteina C (EPCR de
endothelial cell protein C receptor), que sao necessarios para ativar a via da proteina C,
reduzindo assim a capacidade do organismo de formar proteina C ativada (PCA) (Esmon,
2005; Cheng et al., 2011).

O inibidor da protéase de serina antitrombina e o inibidor da via do fator tecidual sdo
outros mecanismos importantes na regulacdo da coagulagéo. O primeiro, € inibidor principal
da trombina e do fator X,, sendo que em casos de respostas inflamatérias graves os seus
niveis séricos encontram-se diminuidos, como resultado de uma diminui¢do da sua sintese,
devido a resposta de fase aguda, a degradagao pela elastase de neutrofilos ativados e ao
consumo, devido a sintese de trombina (Levi et al., 2004; Levi & Van Der Poll, 2005).

Quanto ao mecanismo de inibicao de fibriondlise, este é provocado pelo inibidor da
fibrindlise ativado pela trombina (IFAT). A ativacdo do IFAT estd dependente de grandes
quantidades de trombina e da sua capacidade para formar o complexo trombina-
trombomodulina. A inibicdo da fibrindlise pelo IFAT ativado é secundaria a ativacdo de
plasminogénio o que provoca, consequentemente, uma diminui¢cdo de plasmina (responsavel
por dissolver coagulos de fibrina intravasculares) (Cheng et al., 2011).

Em condigbes normais, os mecanismos fisiolégicos anti-coagulantes potenciam um
meétodo eficaz contra possiveis complicacdes trombodticas. No caso de ocorrer um processo
inflamatério, este pode alterar o balango hemostatico do organismo, permitindo uma ativacéo
da coagulagdo e em casos mais graves, pode mesmo levar a coagulagdo intravascular
disseminada ou uma trombose (Esmon, 2005). Se ocorrer uma falha microvascular, como em
casos de doentes com SIRS ou sepsis, pode desenvolver-se uma sindrome de disfuncéo de
multiplos érgéos (Levi et al., 2004).

Doentes com sepsis revelam uma forte ativagdo do sistema de coagulacao, que se
reflete em niveis elevados de FT no plasma sanguineo, fragmentos F1 +2 de protrombina,
complexos de trombina-antitrombina e consumo de fatores de coagulacao resultantes de um
tempo de protrombina aumentado e de tempo de trombomplastina parcial igualmente

aumentado (De Jong et al., 2010).
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Um estudo da medicina humana, de Agapakis D. et al. (2010), identificou esta
associacao entre infegdo e alteragbes no balango hidrostatico do organismo nos alvéolos
aquando de uma infecdo pulmonar. Assim em doentes acometidos com pneumonia adquirida
na comunidade (PAC), relacionaram a PCR e marcadores coagulatérios, como a anti-trombina
Il, a proteina C, D-dimeros e a degradacdo de fibrinogénio com a gravidade da doenca.
Determinaram que a medi¢cdo destes parametros providencia informacdes com bastante
utilidade em termos de progndstico da doencga, visto que estavam relacionados com a
gravidade da mesma e foi concluido que, a utilizagdo destes marcadores em conjunto, pode
auxiliar nas decisoes terapéuticas a executar em doentes com PAC (Agapakis et al., 2010).

Teresa Cheng e colaboradores, verificaram qual a relagcdo entre os parametros
inflamatérios (PCR e contagem de neutréfilos) e os de coagulagéo [ tempo de protrombina
(PT), tempo tromboplastina ativada (APTT), atividade antitrombina (AT) e contagem de
plaguetas], em doentes afetados por uma condi¢cao patoldgica grave que necessitasse de
internamento nos cuidados intensivos (Cheng et al., 2009).

Foi determinada a existéncia de uma correlagdo positiva entre a ACT (tempo de
coagulacéo ativado) e APTT e a PCR, assim como com a contagem de neutrdfilos. Entre a
PCR e AT, foi determinada a existéncia de uma correlacdo negativa. Estes resultados
permitiram concluir que, doentes caninos que apresentem uma elevacio persistente dos
niveis de ACT, sem terem nenhuma causa subjacente (farmacolégica ou por coagulopatia),
podem padecer de um processo inflamatoério nao identificado. Quanto ao facto da AT poder
apresentar valores diminuidos no caso de inflamagao, pode ter explicagdo no facto de esta

ser uma proteina de fase aguda negativa (Cheng et al., 2009).

3.4. Relagao da inflamag¢ao com os niveis de lactato e glucose

A transi¢cdo que ocorre num doente com sepsis para choque séptico € acompanhada
de uma série de perturbagdes hemodindmicas, como o desequilibrio entre o suprimento e a
utilizacdo de oxigénio pelo organismo, o que leva a uma hipoxia tecidular sistémica e a um
choque circulatério (Rivers et al., 2007; Nguyen et al., 2010), que consequentemente irdo
contribuir para o desenvolvimento da sindrome de disfungdo de multiplos 6rgdos e a um
aumento de mortalidade (Nguyen et al., 2010).

Dos diversos biomarcadores utilizados para diagnosticar e determinar o progndstico
e manutengdo da terapéutica de doentes que apresentem sepsis e choque séptico, inclui-se
a medicdo sérica de lactato (Nguyen et al., 2010). O lactato, uma vez presente em
concentragdes mais elevadas que o normal, esta relacionado com aumento da morbilidade e
mortalidade dos doentes sépticos (Mikkelsen et al., 2009).

Os niveis elevados de lactato sérico encontrados em casos de sepsis, podem ser

explicados por dois motivos. O primeiro, uma producao excessiva, o segundo, uma diminuigao
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do “clearance” (percentagem da alteracdo avaliada no nivel de lactato 6h apds a primeira
medicao (Nguyen et al., 2010), devido a uma disfungdo de um determinado 6rgéo, neste caso
dos rins ou do figado, ambos responsaveis pelo clearance do lactato (Mikkelsen et al., 2009).

Um estudo realizado por Revelly J. e colaboradores (2005), utilizando doentes com
sepsis, choque séptico e choque cardiogénico, relacionou o metabolismo da lactato e da
glucose. Determinaram que, a hiperlactémia dos doentes era devido ao aumento de produgéo
do lactato, apresentando uma percentagem de clearance semelhante ao de sujeitos normais.
Relataram ainda que a hiperlactémia esta relacionada com uma hiperglicemia concomitante
e com o aumento do turnover da glucose, sugerindo um envolvimento mutuo entre o

metabolismo da glucose e do lactato (Revelly et al., 2005).
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lll- Proteina C-Reativa como indicador da sindrome de resposta inflamatéria sistémica

em caes

1. Objetivos

O objetivo principal deste estudo consiste em relacionar a concentragdo sérica da
PCR de diferentes doentes com os marcadores inflamatérios mais usais (contagem de
leucécitos, nivel de lactato a entrada), parametros vitais (temperatura, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria) e tempos de coagulacdo (tempo de protrombina e tempo de
tromboplastina parcial ativada), cruzando também estes dados com a taxa de morbilidade e

mortalidades dos animais e as suas diferentes etiologias.
2. Materiais e métodos

21. Populagao estudada

No presente estudo foram incluidos 28 animais da espécie canina, que se
apresentaram a consulta, que se encontravam em regime de internamento ou ainda que foram
admitidos em urgéncia. A recolha da informacao relativa aos casos efetuou-se no Hospital
Veterinario da Arrabida, em Azeitdo, durante o periodo compreendido entre 1 de Outubro de
2015 e 1 de Abril de 2016. Na tabela (12) seguinte estdo descritas as caracteristicas de cada

doente.
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Tabela 12: Carateristicas dos doentes incluidos no estudo

Nome Sexo Raga Idade Etiologia
Clarinha Feminino SRD (S.ertn 3 anos Trauma (mordedura)
Raca Definida)
Romeu Masculino Yorks.hire 3 anos Trauma (Colapso pulmonar)
terrier
Gil Masculino Bullmastiff 3 anos Duas enterotomias devido a ingestdo corpo
estranho
Speed Masculino Labrador 11 anos Sindrome cardiorenal; anuria
Pés-operatdrio de uma hemilaminectomia L4-
Zé Maria Masculino Ladrador 10 anos L5: fibrilagdo artrial, oliglria e paragem
cardiorrespiratoria
Rotax Masculino SRD 11 anos Trauma (Colapso da traqueia)
Pidmetra;
Kiara Feminino Pastor 12 anos Neoplasia no epitélio vaginal e cérvix, com
Belga peritonite
Poejo Masculino Labrador 13 anos Neoplasia
Kitty Feminino Labrador 8 anos Excisdo de lipoma
Pipa Feminino ngf:oenm 2 anos Suspeita poliarterite sistémica
Fanny Feminino SRD 4 anos Suspeita leishmaniose
Woddie Masculino SRD 6 anos Choque compensatorio
Chocolate Masculino Labrador 12 anos Neoplasia esplénica
Patinhas Masculino Caniche 9 anos Convulsdes urémicas
Snooky Masculino Shih-tzu 11 anos Anorexia, doente cardiaca
Oddi (medigdol)
- — Masculino Rottweiler 9 anos Sindrome paraneoplasico
Oddi (medigdo 2)
Oddi (medigdo 3)
Lulas Masculino SRD 3 anos Andlise de rickettsia positiva
Luna Feminino SRD 1 anos Pneumotérax
Ruky Masculino SRD 6 anos Trauma (mordedura)
Kaion Masculino | Pastor alemdo | <1ano Pneumotdrax por migracdo de parasitas
Apolo Masculine Boerboel 5 anos Pneumonia com anélise par.a .Pneumococcus e
Klebsiella positiva
Nala Feminino SRD 16 anos Neoplasia mamaria
Leonardo Masculino SRD 12 anos Pneumonia alveolar
Massa na regido toracica esquerda
Amiel Feminino Galgo 7 anos extraluminal
Suspeita de vasculite por trauma
Yank Masculino WOL:Irii:;und 1ano Intoxicacdo por etilenoglicol
Jade Feminino Pastor Alemdo | 10 anos Neoplasia
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2.2. Critérios de selecao

Foram selecionados para o estudo caes, de todas as racas, de ambos o0s géneros e
de idades compreendidas entre os 5 meses até aos 16 anos.

Foram incluidos doentes:

e crénicos ou agudos, que apresentassem sinais de uma resposta inflamatdria
sistémica;

e considerados em estado critico;

e sujeitos a cirurgia.

Foram excluidos deste estudo todos os doentes da espécie felina.

Os animais que efetivamente se encontravam em SIRS, foram avaliados através da
verificacdo da alteragdo de pelo menos 2 parametros, adaptados dos critérios propostos por
Silverstein et al. (2015): temperatura inferior a 38,1°C ou superior a 39,2°C; frequéncia
cardiaca superior a 120 bpm, frequéncia respiratéria superior a 20 rpm, WBC com valores
inferiores a 5,50 k/ul ou superiores a 16,90 k/ul (Silverstein, 2015).

Os doentes foram posteriormente divididos em quatro grupos, “doentes com SIRS e
PCR aumentado; doentes com SIRS e PCR normal; doentes sem SIRS e PCR aumentado e

doentes sem SIRS e PCR normal”.

2.3. Recolha e analise das amostras

Os animais presentes neste estudo foram sujeitos a varios tipos de analises para
obter os valores de todos os pardmetros necessarios. Seguidamente serdo descritos todos os
processos realizados:

e Pardmetros vitais:

Durante a admissdo no HVA, para obter a temperatura, frequéncia cardiaca e
respiratéria, os animais foram sujeitos aos procedimentos normais, nomeadamente recolha
da temperatura rectal, medigdo da frequéncia cardiaca através da auscultagao cardiaca ou
através dos valores obtidos na eletrocardiograma e a frequéncia respiratéria através da
observagao do padrio respiratério e respetiva auscultagdo pulmonar.

e Colheita e analise de sangue para analise da contagem de leucécitos (WBC):

Para recolha das amostras de sangue, os animais foram todos submetidos ao mesmo
processo: tricotomia da zona (pescogo para venopungao da jugular ou membro dianteiro para
venopungao da veia cefdlica) e posterior assepsia com algodao embebido em alcool a 70%,
sendo a recolha realizada através de seringas estéreis descartaveis B.Braun de 5ml e agulhas
descartaveis Sterican G21 0,9x25mm. Foram retirados cerca de 3 a 5 ml de sangue venoso
a cada doente, sendo depois colocado num tubo de hematologia com anticoagulante (EDTA

de Ethylenediamine tetraacetic acid) para posterior analise do perfil hematolégico completo
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do doente, na maquina IDEXX VetLab® Station juntamente com a LaserCyte® Dx Hematology
Analyzer.
e lactato

Para verificacdo da concentragdo de lactato, aquando da admissao do doente, foi
realizada apenas uma medigao no aparelho EDGE Lactate Analyser, através da colocagéo de
uma gota de sangue total jugular, diretamente da seringa. Foi utilizada uma tira de analise de
lactato, tendo esta sido inserida na maquina, sendo que a leitura da concentracéo do lactato
demora cerca de 45 segundos e o valor € exibido no visor LCD do aparelho.

e Tempos de coagulagdo

O processo para medi¢cdo dos tempos de coagulagao, neste caso especifico, de
APTT e PT, foi efetuado no aparelho qLabs® Vet, com um processo semelhante ao realizado
para o lactato. Foi colocada uma gota (10-20 uL) de sangue venoso total diretamente da
seringa, para uma das tiras de teste, que sao inseridas na maquina. Os canais capilares
transportam o sangue para as zonas de reagao que contem elétrodos metalicos. Estes, véo
detetar as alteragbes provocadas pela coagulagdo do sangue (ao reagir com os reagentes),
permitindo assim a determinagcdo dos tempos de APTT e PT em cerca de 1 a 2 minutos.

e Proteina C-Reativa

Para proceder a analise das amostras de sangue, para detecdo do valor sérico de
PCR, foi utilizado um kit de teste LifeAssays® Canine CRP. Este kit € composto por 20 tubos
com regente (0,75 pLde 0,1% NyN3) e 25 capilares de vidro para recolha das amostras. Foi
utilizado um leitor de permeabilidade magnética, o LifeAssays® Veterinary Reader, com um
chip descartavel, que através de um algoritmo, permite uma melhor monitorizag&o e controlo
do sistema. Adicionalmente, foi ainda necessario a utilizagdo de um vértex, nomeadamente o
LifeAssays® Vortex.

Foi realizada uma recolha de sangue venoso total, com o procedimento acima
descrito, sendo este colocado num tubo seco e posteriormente centrifugado, a 2000 rpm,
durante 5 minutos, de modo a obter a separagéo do soro sanguineo.

Para iniciar a analise da amostra, ao ligar o detetor de permeabilidade magnética era
necessario aguardar aproximadamente 10 minutos para que a temperatura atingisse um
equilibrio, permitindo assim a estabilizacdo do aparelho.

Apos este tempo, foi colocado no aparelho um tubo seco com reagente, sendo depois
transferido, para esse mesmo tubo, com o auxilio de um capilar de vidro, uma amostra de soro
de 5pL (proveniente do tubo seco ja centrifugado). De seguida, colocou-se esta solugdo no
vortéx, durante 30 segundos, com o intuito de se proceder a sua homogeneizagdo. Apos este

periodo, o tubo era colocado de novo no detetor de permeabilidade magnética, que efetuava
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a leitura automaticamente, sendo que apés 11 minutos, o valor de PCR da amostra era
revelado no visor do aparelho em mg/L.

O teste que foi realizado as amostras de sangue é baseado no teste imunoldgico de
alta-sensibilidade de permeabilidade magnética. As particulas de silica (nano e
microparticulas), presentes no reagente, apresentam um revestimento de anticorpos
policlonais, que se véao ligar a PCR presente na amostra, formando um complexo “sandwich”.
Depois de colocado do detetor de permeabilidade magnética, durante o tempo de leitura (11
minutos), as microparticulas ligadas a PCR sedimentam. Através da detecao da mudanca de
indutancia da bobina interna, no detetor de permeabilidade magnética, é realizada a medi¢ao
quantitativa das propriedades dos complexos que sedimentaram, sendo desta forma obtido o
valor sérico da PCR.

A anadlise da PCR foi realizada 1 vez em cada caso, apds a intervengao cirurgica ou

na admissao em internamento no HVA dos doentes.

3. Resultados
Considerando os critérios de inclusado e de exclusao definidos para este estudo, ao
longo do periodo em que decorreu a recolha de dados, foi possivel obter uma amostra de 28
caes, a partir da qual foi possivel adquirir informagcdo relativa a diversas variaveis,
nomeadamente:
e Variaveis intrinsecas - género, idade, raca
e Variaveis extrinsecas — etiologia, temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, WBC, PCR, lactatémia, APTT, PT, numero dias de internamento
(morbilidade) e sobrevivéncia.
Com a informacao recolhida relativamente a sobrevivéncia dos animais foi possivel
estimar a taxa de mortalidade da amostra.
Os dados foram submetidos a uma analise estatistica descritiva, bem como a uma
analise estatistica inferencial, baseada em testes t e ANOVA para comparagao de médias e
em correlacbes de Pearson. Todas as variaveis foram categorizadas para ser também
possivel o seu tratamento como varidveis categéricas, estimando-se assim as relagbes

existentes entre variaveis através de testes de chi-quadrado.

3.1. Analise estatistica descritiva

Dos 28 casos estudados, 17 (60,7%) constituiram o grupo dos animais com SIRS,
enquanto que os restantes 11 (39,3%), nao tinham SIRS.

No que diz respeito ao género, 19 casos (67,9%) pertenciam ao género masculino e

9 (32,1%) pertenciam género feminino.

-64 -



Sara Raimundo | Proteina C-reativa como biomarcador da sindrome de resposta inflamatdria sistémica em cdes

N&o pretendendo mais do que o caracter descritivo da seguinte exposi¢cdo, no que
diz respeito a raga, a amostra contemplou 12 ragas distintas e um grupo de animais sem raca
definida (SRD).

O grupo de animais de raga constituia 67,9% da amostra (19 casos) enquanto que o
grupo de animais de raga indeterminada, incluia 9 casos (32,1%).

De modo a se proceder a analise da distribuicdo das diferentes faixas etarias,
formaram-se trés grupos, tendo-se considerado como jovem, uma idade inferior a dois anos,
adulto entre 2 a 8 anos e geriatrico uma idade superior a 8 anos. A Tabela 13 apresenta a

distribuicdo da amostra de acordo com as faixas etarias

Tabela 13: Distribuicdo da amostra de acordo com as faixas etarias

Frequéncia %
<1 a2anos 5 17,9
2 a 8 anos 8 28,6
8 a 17 anos 15 53,6

Quanto as diferentes etiologias encontradas, de forma a dispersar menos as
variaveis, foram distribuidas por apenas 4 grupos, detalhados na Tabela 14. As doencgas
sistémicas foram a etiologia mais prevalente, com 42,9% dos casos, seguindo-se as doengas
neoplasicas com 25% e as urgéncias com 21,4% dos casos. Por ultimo foram registadas as

cirurgias, sendo 10,7% dos casos estudados.

Tabela 14: Distribuicdo da amostra de acordo com a etiologia apresentada

Frequéncia | %
Doenggs S(stem/cas 12 42,9
(medicina interna)
Doenga§ 7 25%
neoplasicas
Cirurgias 3 10,7
Urgéncias 6 214

3.2. Andlise estatistica inferencial

3.2.1. Sindrome de resposta inflamatéria sistémica
A analise inicial pretendeu avaliar a existéncia de relagdes significativas entre a
presenca de SIRS e as diferentes variaveis em estudo. Numa primeira abordagem foram
realizados testes de chi-quadrado, verificadas as relagdes entre a presenga ou auséncia de

SIRS e as variaveis categorizadas.
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Nao foi detetada uma relagéo significativa entre a presenca de SIRS e a etiologia
apresentada. Ainda assim, parece relevante apontar a maior incidéncia de SIRS em casos de
urgéncias, nos quais mais de 80% dos animais apresentaram esta condigdo (como se pode
ver no grafico 3. O mesmo raciocinio poderia ser sugerido para as doengas neoplasicas, em
cujos casos, mais de 70% dos animais apresentaram SIRS. Esta interpretacdo deve, ainda

assim ser cautelosa, devido ao reduzido numero de casos associado a cada tipo de etiologia.

[e)]
[e)]
m

SIRS Esem SIRS
5 5

Numero de casos
o = N w £~ (92 [e)] ~

Doencas sistémicas  Doencas neoplasicas Urgéncias Cirurgias

Tipo de doengas

Grafico 3: Etiologias em presencga ou auséncia de SIRS

Foi detetada uma relagéo entre a ocorréncia de SIRS e a frequéncia cardiaca (chi?
(1, N=28) = 8,582, p = 0,004), podendo-se sugerir (como se pode perceber pelo Grafico 4),

que o aumento da frequéncia cardiaca esta provavelmente associado a ocorréncia de SIRS.

B FC Aumentada = FC Normal
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Grafico 4: Frequéncia Cardiaca em presenga ou auséncia de SIRS

Concomitantemente, foi também detetada uma relagao entre a ocorréncia de SIRS e

a frequéncia respiratéria (chi? (1, N=27) = 12,963, p = 0,001), podendo-se sugerir (como se
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pode perceber pelo Grafico 5), que o aumento da frequéncia respiratéria esta provavelmente

associado a ocorréncia de SIRS.

FR Aumentada EFR Normal

e e~
o N B~ OO

N¢ de Casos

o N B OO

Sim Nao
SIRS

Grafico 5: Frequéncia Respiratéria em presenga ou auséncia de SIRS

A presenca de SIRS parece estar também relacionada com a tendéncia para valores
diminuidos de WBC (chi? (2, N=26) = 9,066, p = 0,003) e superiores a 102 de APTT (chi? (2,
N=28) = 8,535, p = 0,011).

Nao foram encontradas relagdes significativas entre a presenca de SIRS com a PCR,
os niveis de lactato ou o PT.

Considerando a morbilidade, pode-se considerar a existéncia de uma relagao
significativa com a presenca de SIRS. A média do tempo de internamento de animais com
SIRS é de 6,76 dias * 2,48, enquanto que no caso dos animais sem SIRS é de 2,64 £ 1,22 (p
=0,012)

Finalmente, ndo foi detetada uma relacdo entre a ocorréncia de SIRS e a
sobrevivéncia dos animais. Ainda assim, importa referir que a taxa de mortalidade dos animais
com SIRS é 22 pontos percentuais superior a dos animais sem SIRS, como se pode avaliar

pela tabela 15.
Tabela 15: Sobrevivéncia em presenga ou auséncia de SIRS

Sobrevivéncia (%)

SIRS Sim Né&o
Sim 41,2 58,8
Né&o 63,6 36,4
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3.2.2. Lactatémia

Posteriormente pretendeu-se avaliar a existéncia de relagbes significativas entre os
niveis de lactato e as restantes variaveis de interesse, a saber: taxas de morbilidade e
mortalidade, valores de PCR e tempos de coagulagéo.

Foram formados 4 grupos de doentes, consoante o nivel de lactato sérico que
apresentavam. O primeiro grupo foi composto por doentes com normolactatémia ( <3 mmol/L),
o segundo por doentes com hiperlactatémia leve (3-5 mmol/L), o terceiro grupo apresentava
doentes com hiperlactatémia moderada (5-8 mmol/L) e por ultimo, o quarto grupo composto
por doentes com uma hiperlactémia grave (>8 mmol/L).

Numa primeira abordagem verificou-se a existéncia de relagdes entre a lactatémia e
a morbilidade, definida como a duracido do internamento. O teste ANOVA realizado nao
permitiu encontrar semelhante relacdo. Ainda assim, € relevante notar a tendéncia
decrescente da média do tempo de internamento com o aumento dos valores de lactatémia
(Grafico 6).

Mean of diasdeintermento

3

Lactatogrupo
Grafico 6: Média de dias de internamento por grupo de lactatémia

Por outro lado, foi encontrada uma relagéo tendencialmente significativa entre os
grupos de lactatémia e o nivel de PCR (chi® (3, N=26) = 6,234, p = 0,061). Como se pode ver
pelo Grafico 7, a PCR dentro de intervalos considerados normais (valores inferiores a
35ug/ml) estd apenas associada a niveis de lactatémia inferiores. Verificou-se que maior
proporgao de casos com PCR aumentada ( valores superiores a 35 pug/ml )estdo associados

a normolactatémia.
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Gréfico 7: Nivel de PCR por grau de lactatémia

Utilizando um teste ANOVA para comparagdo da média do valor de PCR (ndo do
intervalo) em cada intervalo de lactatémia, ndo se detetou nenhuma relacéo significativa.
Ainda assim, pode ser interessante verificar (Grafico 8) o elevado valor médio de PCR

associado ao intervalo de lactatémia de 5 a 8 mmol/L.
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Gréfico 8: Média de PCR por grupo de lactatémia

Considerando a relagdo entre a lactatémia e o APTT, nado foram encontradas
relagdes significativas nem dados de particular relevancia.

Ja no caso da relagdo da lactatémia com o PT, foi encontrada uma relagao
significativa (F (3, 22) = 3,459, p = 0,034). Como se pode ver pelo grafico 9, existe uma
diferencga significativa no nivel de PT para o intervalo de lactato > 8 mmol/L, sendo que as PT
nesse intervalo de lactatémia sao significativamente inferiores. Para os restantes intervalos

de lactatémia ndo foram detetadas diferengas significativas.

18,07

16,07

14,0

12,04

Mean of PT
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Grafico 9: Média de PT por grupo de lactatémia

Tendo em conta a morbilidade dos casos, ndo foi encontrada uma relagao
significativa entre o periodo de internamento e a lactatémia. Ainda assim, note-se (Grafico
10), o marcado grau superior de lactatémia associado aos animais com menor periodo de

internamento.
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Grafico 10: Média de dias de internamento por grupo de lactatémia

No que diz respeito a mortalidade, foi detetada uma relagao significativa desta com
o intervalo de lactatémia (chi? (3, N=26) = 8,005, p = 0,046). Como se pode perceber, pelo
Grafico 11, os casos de animais que sobreviveram estao associados a niveis mais baixos de

lactatémia.
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Gréfico 11: Sobrevivéncia por grau de lactatémia
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Na mesma sequéncia, podemos verificar a existéncia de uma relagao
tendencialmente significativa (p = 0,099) entre a média do valor de lactatémia de

sobreviventes (3,031 + 0,698 mmol/L) e n&o sobreviventes (4,317 £ 1,451 mmol/L).

3.2.3. Proteina C-Reativa

Posteriormente pretendeu-se avaliar a existéncia de relagbes significativas entre os
niveis de PCR e as restantes variaveis de interesse, a saber: tempos de coagulagao,
morbilidade e mortalidade, bem como os diferentes grupos de etiologias.

Estes casos ndo permitiram detetar a existéncia de uma relagao significativa entre o
nivel de PCR (normal ou aumentada) e os doseamentos de APTT e PT, ndo parecendo assim
existir uma relagédo entre a PCR e os tempos de coagulagao.

Também néo foi encontrada uma relagao significativa entre o nivel de PCR e o tipo
de doencga presente. Parece, contudo, ser interessante notar a maior proporgéo de casos de
doenga sistémica (66,6%), doenca neoplasica (85,7%) e cirurgia (100%) que apresentam PCR
aumentada (grafico 12). Esta observagéo deve ser analisada no contexto do pequeno numero

de casos da amostra.

EPCRnormal ®EPCRaumentada

Numero de casos

Doencas sistémicas Doencas neoplasicas Urgéncias Cirurgias

Tipos de doenga

Grafico 12: Nivel de PCR por tipo de etiologia

Nao foi encontrada qualquer tipo de relacdo significativa ou de interesse entre a PCR
e quer a morbilidade (ou seja, a média de tempo de internamento), quer a sobrevivéncia dos

animais.
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3.2.4. Sindrome de Resposta Inflamatoéria sistémica e Proteina C-Reativa
Finalmente, foram analisadas as relagdes entre os diferentes grupos definidos pela
presenca ou auséncia de SIRS e o nivel de PCR, com as restantes variaveis. Definiram-se
quatro grupos, distribuidos conforme presente na tabela seguinte (16):

Tabela 16: Distribuicdo dos casos consoante a condi¢do SIRS e PCR

Casos com SIRS e PCR aumentada (1) 14
Casos sem SIRS e PCR aumentada (2)
Casos com SIRS e PCR normal (3)
Casos sem SIRS e PCR normal (4)

Q|| W[

Foram encontradas relagdes tendencialmente significativas entre os grupos definidos
e as frequéncias cardiaca (F (3, 27) = 2,988, p = 0,051) e respiratéria (F (3, 26) = 2,913, p =
0,056). Como se pode verificar no grafico 13, a frequéncia cardiaca tendera a ser menor nos
casos sem SIRS e com PCR normal, quando comparada com os restantes trés grupos, para
os quais tende a surgir de alguma forma aumentada. A maior elevagéo da frequéncia cardiaca

parece estar associada a presenga concomitante de SIRS com PCR aumentada.
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Grafico 13: Média de Frequéncia cardiaca em presenga / auséncia de SIRS / PCR
Ja no caso da frequéncia respiratéria, como se pode perceber pelo Grafico 14, parece

estar significativamente mais elevada nos casos de presenga concomitante de SIRS com PCR

aumentada, quando comparada com os outros trés grupos.
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Grafico 14: Média de frequéncia respiratéria em presencga / auséncia de SIRS / PCR

Foi também detetada uma relagéo significativa da APTT com os grupos definidos de
acordo com a SIRS e a PCR (F (3, 24) = 6,748, p = 0,002). Como o grafico 15 demonstra, os
casos em que a PCR esta aumentada, mas em auséncia de SIRS parecem ter uma média
significativamente menor de APTT.
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Grafico 15: Média de APTT em presenga / auséncia de SIRS / PCR
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Nao foram encontradas outras relagdes significativas ou com relevancia para esta

dissertacao.

4. Discussao

O presente estudo, pretende demonstrar a importancia de efetuar uma caraterizacao
rapida e preventiva da presenca de SIRS, estabelecendo biomarcadores inflamatérios e
determinando se o valor analitico da PCR pode exercer essa diretriz clinica, uma vez que, em
caes, € a proteina de fase aguda cuja concentragdo aumenta mais rapidamente face a uma
inflamagao.

A amostra deste estudo consiste em 28 animais, dos quais 67,9% s&o do sexo
masculino, sendo ainda verificado, que mais de metade, apresenta uma idade superior a 8
anos. Estes dados, estado de acordo com o estudo de Gebhardt et al. realizado em 2009, cuja
amostra é abrangida por 57% de caes do sexo masculino e com uma média de idades de 9
anos.

Relativamente a presenca de SIRS, nos animais incluidos neste estudo, foi detetada
uma relacao entre esta e o aumento da frequéncia cardiaca e da frequéncia respiratéria, assim
como uma tendéncia para a presenga de leucopénia. Segundo a literatura, para ser
diagnosticado com SIRS, um animal tem de apresentar dois ou mais destes sinais clinicos:
taquicardia, taquipneia, hiper ou hipotermia, leucocitose ou leucopénia; assim sendo, este
estudo estda de acordo com o descrito por Hauptam et al. (1997), Gebhardt et al. (2009),
Ripanti et al. (2012) e Siverstein et al. (2015).

Em relagdo aos tempos de coagulagao, foi detetada a existéncia de uma relagéo,
tendencialmente significativa, para animais com SIRS apresentarem valores aumentados de
APTT, o que esta em concordancia com estudo efetuado por De Jong et al. em 2010. Contudo,
neste estudo, ndo foram detetadas relacbes entre a presenca de SIRS e o PT, facto este
justificavel, pela variedade consideravel de etiologias e consequentes estados
hemodindmicos que foram incluidos na amostra.

No que diz respeito a relagcao entre a presenca de SIRS e os grupos em que as
diferentes etiologias foram dispostas, a analise estatistica inferencial, ndo revelou qualquer
relacdo significativa. Porém, no grupo de etiologias, relativo a medicina de urgéncia, 80% dos
casos apresentavam SIRS, sendo que, apenas um, mostrava sinais clinicos de uma sincope
derivada de um colapso traqueal, ndo apresentando SIRS. Uma vez que o colapso traqueal é
uma doenga progressiva que provoca a degenerag¢ao dos anéis traqueais, n&o costuma estar
associada a presenca de SIRS, sendo estes dados descritos por Tappin em 2016.
Concomitantemente, neste caso nao foi registada qualquer alteragdo nos niveis de PCR, pelo

qgue se pode inferir que, a doenca apresenta uma fraca estimulagao inflamatéria, estando de
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acordo com Nakumura e colaboradores em 2008, pois no estudo que efetuaram, incluiram 11
casos de colapso traqueal e nenhum registava elevagao nos niveis de PCR (Nakamura et al.,
2008).

Ao interpretar os casos, referentes ao grupo etiolégico de medicina de urgéncias, que
apresentavam diagnéstico de SIRS, trés deles sdo traumas, um € uma cirurgia de urgéncia
(laparotomia exploratéria) e outro um choque compensatério devido a um hemoabdémen e
hepatopatia secundaria. Uma vez que estas etiologias apresentam todas um estimulo
inflamatério, seria expectavel o diagndstico de SIRS nestes doentes, sendo que estes
resultados estdo em conformidade com um estudo de medicina humana, realizado por
Robertson e Coopersmith em 2006, onde determinaram que casos de trauma e cirurgia estao
na origem da SIRS. Em medicina veterinaria, no ano de 2011, Brady e Otto, também
confirmaram estes resultados, referindo que traumas tecidulares sdo causas comuns de SIRS
nao infeciosa.

Em relagdo ao grupo de doencas neoplasicas, 70% dos animais acometidos
apresentam SIRS, estando em concordancia com o descrito, mais uma vez, por Brady e Otto
em 2001.

Quanto a descricdo da mortalidade, na amostra dos animais que apresentaram SIRS,
foi verificado que 58% n&o sobreviveram. O valor registado neste estudo € um pouco superior
ao descrito na literatura, sendo que, em 2009, na investigacdo efetuada por Gebdhardt e
colaboradores em 2009, a taxa de mortalidade foi de 42%, enquanto que Rau et al., em 2007,
descrevem uma taxa de mortalidade de 48%.

No que diz respeito a avaliagdo da morbilidade dos doentes com SIRS, verificou-se
gue a média de internamento foi de aproximadamente 6,8 dias, sendo este valor semelhante
ao registado no estudo de Rau et al. em 2007 (média 5,7 dias) e por Gedhardt et al., em 2009.
(5 dias).

Ao proceder a analise da PCR com as restantes variaveis, ndo foram encontradas
relagdes significativas estatisticamente. Contudo, registou-se um aumento dos niveis séricos
da PCR em 100% dos casos que compdem o grupo etiolégico das cirurgias. O nivel mais
elevado foi registado numa enterotomia, devido a ingestdo de corpo estranho (120ug/ml).
Neste caso, seria espectavel encontrar um valor aumentado de PCR, ndo sé devido a
extensdo da cirurgia, mas também porque qualquer alteracdo na mucosa intestinal pode levar
a um aumento do numero de bactérias entéricas e toxinas, perpetuando um estado de
endotoxémia e promovendo a libertagao de citocinas através dos macrofagos, o que levaria a
um aumento do nivel de PCR, como referido por Wang e Andersson em 1994.

Ainda neste grupo, temos representado um caso de uma hemilaminectomia (L4-L5),

referente a um doente em pds-cirirgico, cujo valor da PCR n&o foi determinado logo apés a
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cirurgia, uma vez que esta nao foi realizada no HVA. Desta forma, é possivel explicar porque
o valor de PCR, dada a extensao da cirurgia, ndo € muito elevado (55 ug/ml). O ultimo caso,
é referente a uma excisdo de um lipoma e sendo uma cirurgia menos complexa, o valor de
PCR apenas apresentou um ligeiro aumento (39 ug/ml). Estes resultados sao confirmados por
Céron e colaboradores, em 2005 e por Yamamoto et al. em 1993; que referem que, em
cirurgias, os niveis de PCR estdo normalmente relacionados com a extensdo do trauma
ciruargico.

Relativamente as doencgas neoplasicas, 85,7% da amostra registou um aumento de
PCR, dados que se encontram em concordancia com a literatura atual (Kjelgaard-Hansen,
Jensen et al., 2003a; Nakamura et al., 2008; Tecles et al. 2005, 2009). Da amostra total,
apenas um caso apresentava valores normais de PCR, sendo referente a um doente com
uma neoplasia mamaria. Era provavel encontrar esta normalidade da concentrag&o seérica de
PCR, uma vez que os tumores mamarios ndo produzem um grande aumento da produgao de
PFA e, como nado se registava a presenca de metastases ou ulceragdes, ndo iria haver
estimulagéo inflamatéria suficiente para elevar os niveis de PCR. Estes dados estdo em
concordancia com o estudo efetuado por Tecles e colaboradores em 2005, onde é
especificado que os tumores mamarios produzem uma fraca estimulagdo de PFA e mais
tarde, em 2009, também por Tecles et al., que descrevem que apenas casos com metastases
e ulceragdes produzem alteragdes significativas nas concentragdes de PCR.

Em relacdo as doencgas sistémicas, ou seja, relativamente aos casos de medicina
interna, 66,6% dos casos apresentavam PCR aumentada. Metade sido concernentes a
doencas respiratérias, nomeadamente pneumonias (16,65%) e pneumotérax (16,65%). Estes
resultados estdo de acordo com Viitamen et al. em 2014, que relatam um aumento de PCR
em casos de broncopneumonia, assim como por Nakamura et al. em 2008, que indicam a
presenca de elevados valores de PCR associados a broncopneumonias e pneumonias.

Quanto aos outros casos de doentes que apresentam elevacao da concentragao de
PCR, um é referente a uma poliartrite idiopatica e outro a uma vasculite por trauma. Ambos
os casos estdo em concordancia com os dados obtidos por Ohno et al. em 2006 e em
medicina humana no estudo de Marnell et al., realizado em 2005.

Relativamente ao doente com um diagnéstico de sindrome cardiorenal, este
apresentou uma elevagédo muito discreta da PCR, tendo sido registado um nivel de 35 ug/mL,
ou seja, o valor minimo para que seja considerada a existéncia de uma inflamagao. Uma vez
que se trata de uma inflamacgao cronica, é espectavel que a elevagdo da PCR n&o seja muito
elevada, tal como é confirmado nos estudos de Colombo e colaboradores em 2012.

Por fim, ainda relativo aos casos do grupo etiolégico de doengas sistémicas, foi

registado o caso de uma intoxicagéo por etilenoglicol. Uma vez que este animal ja apresentava
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sinais de intoxicacéo antes da sua admisséo, aquando do inicio do tratamento, ja apresentava
varias alteragbes sistémicas, quer a nivel hematoldgico (leucopénia grave), neuroldgico
(estupor) ou metabdlico (acidose metabdlica, desidratagao), sendo que a alteragédo a nivel de
PCR registada esta associada com a presenca de SIRS neste doente. Estes dados estdo em
concordancia com o descrito por Grauer em 2016 e em medicina humana, por Castelli et al.,
em 2003.

Quanto a avaliagao do nivel de lactato, embora as relagbes encontradas ndo tenham
sido significativas estatisticamente, relativamente a morbilidade, é de notar que valores de
lactato mais elevados a entrada estdo associados a um menor periodo de internamento. Este
resultado é justificado pelo facto de o unico doente que apresentou valores de lactato
superiores a 8 mmol/L (hiperlactatémia grave), estar apenas trés dias internado, isto, porque
ndo sobreviveu. O mesmo aconteceu com os animais que pertencem ao grupo
correspondente a uma hiperlactatémia moderada, pois apresentam uma média baixa de dias
de internamento, uma vez que ndo sobreviveram.

Quanto aos animais com normolactémia, o periodo de internamento foi sempre
superior a uma semana, sendo que, num dos casos, esteve vinte dias em internamento. Estes
dados demonstram que, quanto maior o nivel de lactato sanguineo a entrada, maior a
probabilidade de os doentes n&o sobreviverem. Esta relagdo é ainda demonstrada ao analisar
a relagéo do lactato com a taxa de mortalidade. Os animais que sobreviveram apresentam
niveis de lactato mais baixos e todos os doentes, com niveis de lactato superiores a 5 mmol/L,
nao sobreviveram. Estes dados estdo em concordancia com o que esta descrito na literatura
(Kobayashi et al., 2001; Cicarelli et al., 2007; Mikkelsen et al.. 2009).

Foi ainda determinado que a média do valor de lactato de sobreviventes foi de
aproximadamente 3 mmol/L, sendo inferior & média dos nao sobreviventes, que se registou
nos 4,3 mmol/L. Mais uma vez, estes resultados, vem apoiar a teoria que, na admissao, niveis
mais altos de lactato podem prever a mortalidade dos doentes. (Kobayashi et al., 2001)

Quanto a relacao entre a PCR e o lactato, foi determinado neste estudo que a maior
guantidade de casos com a PCR elevada apresentavam normolactatémia. Estes resultados
sdo explicados pelo facto de o lactato ser considerado um biomarcador de perfusao
sanguinea, como confirmam Munoz e os seus colaboradores em 2000, enquanto que a PCR
€ um biomarcador de substancias pré-inflamatérias, como por exemplo a IL-6 e a IL-1, ambas
responsaveis pela sua sintese (Heinrich et al., 1990). Estes dados comprovam que, em muitas
das situacdes clinicas em que o animal apresenta SIRS, o valor de lactato pode nao estar
elevado, mas o de PCR sim, isto porque uma reacgao inflamatéria pode ser independente da
presenca de uma ma perfusdo dos tecidos, ou seja, de uma oxigenagao fraca a nivel tecidular,

como referem num estudo de medicina humana, Vilar e colaboradores, em 1990.
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Por outro lado, ao comparar a média do valor de PCR dos doentes, em cada intervalo
de lactatémia designado, verifica-se que o maior nivel de PCR estd associado a uma
hiperlactatémia moderada (5-8 mmol/L). Estes dados demonstram que, se existe um aumento
de PCR, concomitantemente também havera um aumento de substancias pro-inflamatérias
na circulacdo sistémica. Estas substancias vao provocar uma vasodilatagdo dos vasos
sanguineos, com consequente diminuicdo da pressao arterial o que, em ultima instancia, ira
levar a um choque hipovolémico que secundariamente promove uma diminuicdo da perfuséo
sanguinea, aumentando os niveis de lactato sanguineos, explicando assim a associagéo
entre niveis de PCR e de lactato aumentados, como descreve Silverstein em 2015 e em
medicina humana, em estudos realizados por Nguyen e colaboradores em 2010 e por James
e co-autores, em 2001.

Quanto a relagao entre o lactato e os tempos de coagulacao, ndo foram encontradas
relacbes com o APTT, porém, foi registada uma diferenga significativa do valor de PT, sendo
que se encontrava bastante diminuido no intervalo correspondente a uma hiperlactatémia
grave, embora esta alteracao seja referente apenas a um caso, que apresentava um valor de
lactatémia superior a 8mmol/L e com um PT de 5,4 segundos. Este doente entrou no HVA
apdés uma hemilaminectomia realizada noutro hospital, tendo acabado por morrer, devido a
uma paragem cardiorespiratéria. Simultaneamente, o animal apresentava oliguria, o que
sugere que se encontrava sujeito a uma leséo renal aguda (pré-renal), provavelmente devido
ao baixo débito cardiaco, uma vez que tinha fibrilacdo artrial, como explica o estudo de
medicina humana efetuado por Ingham em 2006 e em medicina veterinaria por Lunn em 2011.
As alteragcdes hemodindmicas registadas neste doente, nomeadamente de desidratacdo e
hipoperfusédo (Dellinger et al., 2013; Lunn, 2011), levaram ao aumento do nivel de lactato
neste doente (Silverstein, 2015). Relativamente aos tempos de coagulagao, seria espectavel
encontrar uma alteragdo em ambos os tempos (APTT e PT), devido as alteragbes
coagulatérias consequentes de um trauma cirurgico, contudo, apds medicagdo pds-cirurgica
para restabelecer a hemodindamica do doente, apenas o valor APTT se encontrava
aumentado, devido a ser o primeiro valor a aumentar no desequilibrio inflamatério, provocado
pela abordagem cirurgica. Estes dados podem ser relacionados com o estudo desenvolvido
por Holowaychuck e colaboradores em 2014, que envolveu cdes com coagulopatias apés
traumas graves e em que determinaram que o APTT é o valor mais sensivel para ser utilizado
como indicador de prognéstico.

Em relacdo ao estudo entre a PCR e a SIRS, com as restantes variaveis, foi
determinado que a presenga concomitante de SIRS e valores de PCR aumentados estédo
associados a presenca de taquicardia e taquipneia. Como ja referido anteriormente, a

presenca de taquicardia e taquipneia, sdo algumas das alteracbes necessarias para que
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possa ser feito o diagnéstico de SIRS (Silverstein, 2015), contudo, o valor aumentado de PCR
revela que esta pode ser utilizada como um biomarcador para a presenca de uma resposta
inflamatéria, embora ndo seja completamente fiavel, uma vez que muitas alteragdes
inflamatérias e infeciosas levam a uma alteragdo dos valores de PCR (Nakamura et al., 2008).
Contudo, em conjunto com os outros pardmetros de avaliagdo de presencga de SIRS, pode
ser bastante util para um diagnéstico precoce e eficaz. Esta afirmagao estd em concordancia
com estudos efetuados, em medicina humana, por Reny et al. em 2002, Castelli et al. em
2003, Sierra et al. em 2004, mas também em medicina veterinaria, por Gebdhart et al. em
2009.

E de salientar que foram registados 21,4% de casos em que a PCR estava
aumentada, contudo, os animais n&do apresentavam diagndstico de SIRS e 10,7% de casos
em que se registou o diagnéstico de SIRS, mas nado se registou aumento de PCR. O
diagnéstico clinico da SIRS, assim como de sepsis, € muito vasto e pode ser ambiguo,
podendo ser dificil interpretar os sinais clinicos e determinar se ao animal tem ou ndo SIRS,
isto porque, os pardmetros necessarios para efetuar corretamente o diagndstico de SIRS (ja
referidos anteriormente), podem sofrer alteragdes rapidamente e um animal que previamente
nao apresentava critérios de SIRS pode passar a ter, pois estes doentes estdo em constante
instabilidade hemodinamica, como é referido no estudo em 2009 de Zimbler e Campbell e em
medicina humana por Marshall em 2000. (Zimbler & Campbell, 2005; Marshall, 2000)

Por ultimo, foi encontrada ainda uma relagao, entre valores mais baixos de média de
APTT e os casos que apresentam aumento da PCR e auséncia de SIRS. Estes dados podem
sugerir que, em determinadas situagbes clinicas, o primeiro biomarcador de SIRS seria a
elevacdo dos niveis de PCR e s6 depois encontrariamos uma alteracdo dos tempos de
coagulacdo, o que é justificavel, uma vez que os fatores de coagulagdo apresentam uma
diminuicdo secundaria ao aumento de substancias pré-inflamatérias em circulagdo, como
descreve Esmon em 2005. Contudo, seria necessario aumentar o numero total de casos da
amostra, para poder afirmar que a PCR é o primeiro biomarcador a sofrer variacbes, mesmo
antes de se registar qualquer alteragao a nivel dos parametros vitais de diagnéstico de SIRS.

Quanto as limitagbes detetadas neste estudo, como ja foi referido, seria necessario
aumentar o numero de doentes que constituiram a amostra total o que consequentemente
aumentaria o numero de casos nos diferentes grupos de etiologias aqui apresentados,
produzindo dados com uma maior relevancia estatistica.

Quanto a classificacdo dos animais em SIRS, os parametros vitais poderiam ter sido
avaliados todos @ mesma hora, de modo a obter um diagndstico ainda mais fidedigno de SIRS.
Contudo é importante referir que em todos os doentes este controlo foi feito no maximo nas

24 horas que procederam a admissao no HVA.
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4. Conclusao

Como foi constatado na discussao de resultados, ndo foi possivel encontrar uma
linha aritmética nos dados estatisticos, de forma a relacionar os niveis de PCR dos varios
doentes deste estudo com o nivel de lactato e os tempos de coagulacgéio.

Apesar da auséncia de significancia estatistica entre estes dados analisados, foi, no
entanto, possivel determinar que a PCR tem as caracteristicas necessarias para ser utilizada
como um biomarcador fiavel na identificacdo precoce da presenca de SIRS. Contudo, é
necessario, que a sua utilizacdo seja efetuada em conjunto com outros biomarcadores
inflamatdrios ja utilizados regularmente em medicina veterinaria, isto devido a complexidade
gue envolve a patofisiologia da SIRS.

Com a constante modernizacéo das técnicas de detecao de PCR torna-se cada vez
mais facil, em medicina veterinaria, poder incluir este biomarcador nos pardmetros para
detecao de SIRS, sendo que este estudo, uma vez que foi utilizado um teste automatico de
detecao de PCR, comprova essa mesma afirmacao.

Neste sentido, é possivel concluir que este estudo foi relevante para a determinagao
de biomarcadores precoces de SIRS, tendo sido reafirmada a importancia de relacionar
etologias com as diferentes alteragdes destes biomarcadores.

E relevante ainda acrescentar que este estudo deve apresentar uma continuidade
futura, de modo a esclarecer os aspetos mais polémicos relacionados com a instabilidade
hemodindmica em doentes com SIRS, sendo necessario o estudo de uma populagdo mais

numerosa.
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