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PARAMETROS BIOQUIMICOS E CITOLOGICOS ASSOCIADOS COM A
IDENTIFICACAO BACTERIANA EM EFUSOES SEPTICAS EM CAES E GATOS

Autora: Tania Marta Ferraboli

Orientadora: Stella de Faria Valle

RESUMO

O diagndstico sensivel e especifico de efusdes sépticas vem se tornando cada vez mais
necessario na medicina veterinaria, visto que a taxa de letalidade dos animais que apresentam
piotorax ou peritonite é alta. A célula encontrada em maior quantidade nos exsudatos é o
neutrofilo e alteracGes de degeneracdo celular podem estar relacionadas com a presenca de
bactérias. A mensuracdo de parametros bioquimicos como glicose e lactato aliados a
confirmacdo da presenca de bactérias por métodos mais simples, rapidos e sensiveis podem
facilitar a identificacdo das efusdes sépticas. Esse estudo buscou associar a morfologia dos
neutréfilos com os demais parametros citoldgicos, bioquimicos, cultura bacteriolégica e
identificacdo pela metodologia do Maldi-Tof em liquidos cavitarios de cées e gatos. Para tanto,
foram utilizadas 51 amostras de efusdes de pacientes que ndo estavam utilizando
antibioticoterapia prévia. Dentre as 51 amostras, 25 foram efusGes obtidas de cdes, sendo 19
assépticas e 6 sépticas e 26 amostras de efusdes obtidas de gatos, 17 efusbes assépticas e 9
sépticas. A avaliacdo citoldgica dos liquidos cavitarios abordou a contagem total de células
nucleadas, quantificacdo de neutr6filos, porcentagem de neutrofilos integros, degenerados,
hipersegmentados e avaliacdo de sua morfologia celular. A densidade, pH, mensuracdo de
glicose, lactato e proteina total, também foram analisadas nas efusBes. A identificacdo da
espécie bacteriana foi realizada pela metodologia do Maldi - Tof. Adicionalmente, foi realizado
hemograma dos pacientes incluidos no projeto. Proteina total foi quantificada no soro e glicose
e lactato no plasma fluoretado. Nas efusGes sépticas foi possivel observar a presenga de
neutrofilos degenerados (P < 0,001), alteracdes de degeneragdo como picnose e caridlise em
maior proporcao, confirmando que a presenca de neutrdfilos degenerados tem correlacdo com
a presenca de bactérias nas efusdes sépticas. Além de valores de glicose baixo e lactato elevado,
foi possivel a identificacdo bacteriana pelo método Maldi - Tof na maioria das amostras e
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter, foram as bactérias mais observadas
nas efusdes sépticas. Nos hemogramas dos pacientes com efus@es sépticas foi possivel observar
presenca de neutrofilos toxicos (cées: P = 0,025; gatos: P: = 0,001). A avaliacdo da morfologia
dos neutrdfilos e visualizagdo alteracfes de degeneracdo celular nas anélises citologicas dos
liquidos cavitarios, aliados a parametros bioquimicos como glicose e lactato e a utilizacdo do
Maldi - Tof, sdo ferramentas que podem facilitar a identificacdo de efusGes sépticas em cées e
gatos contribuindo para o diagnostico, tratamento e sobrevida desses animais.

Palavras-chave: bactérias, cées, gatos, células, neutrofilos.



BIOCHEMICAL AND CYTOLOGICAL PARAMETERS ASSOCIATED WIT'
BACTERIAL IDENTIFICATION IN SEPTIC EFFUSIONS IN DOGS AND CA".

Author: Tania Marta Ferraboli
Advisor: Stella de Faria Valle

ABSTRACT

Sensitive and specific diagnosis of septic effusions is becoming increasingly necessary in
veterinary medicine, since the lethality rate of animals that present pyothorax or peritonitis is
high. The cell found in greatest quantity in exudates is the neutrophil and cellular degeneration
changes may be related to the presence of bacteria. The measurement of biochemical parameters
such as glucose and lactate combined with confirmation of the presence of bacteria by simpler,
faster and more sensitive methods can facilitate the identification of septic effusions. This study
sought to associate the morphology of neutrophils with other cytological, biochemical
parameters, bacteriological culture and identification using the Maldi-Tof methodology in
cavity fluids from dogs and cats. 51 effusion samples from patients who were not using
previous antibiotic therapy were analyzed. Among the 51 samples, 25 were effusions obtained
from dogs, 19 of which were aseptic and 6 septic and 26 effusion samples obtained from cats,
17 aseptic effusions and 9 septic. The cytological evaluation of cavity fluids addressed the total
cell count nucleated cells, quantification of neutrophils, percentage of intact, degenerated and
hypersegmented neutrophils and evaluation of their cellular morphology. The density, pH,
measurement of glucose, lactate and total protein were also analyzed in the effusions. The
identification of the bacterial species was carried out using the Maldi - Tof methodology.
Additionally, a complete blood count was performed on patients included in the project. Total
protein was quantified in serum and glucose and lactate in fluoridated plasma. In septic
effusions it was possible to observe the presence of degenerated neutrophils (P < 0.001), and
degenerative changes such as pyknosis and karyolysis in a greater proportion, confirming that
the presence of degenerated neutrophils has correlation with the presence of bacteria in septic
effusions. In addition to low glucose values and high lactate, bacterial identification using the
Maldi - Tof method was possible in most of the samples and Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli and Enterobacter were the bacteria mostly observed in septic effusions. In
blood counts of patients with septic effusions it was possible to observe the presence of toxic
neutrophils (dogs: P = 0.025; cats: P: = 0.001). A evaluation of neutrophil morphology and
visualization of changes in cellular degeneration in cytological analyzes of cavity fluids,
combined with biochemical parameters such as glucose and lactate and the use of Maldi - Tof,
are tools that can facilitate the identification of septic effusions in dogs and cats contributing to
diagnosis, treatment and survival of these animals.

Keywords: bacteria, dogs, cats, cells, neutrophils.
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1. INTRODUCAO

As cavidades corporais abdominal, tordcica e pericardica, conttm uma pequena
quantidade de fluido, normal e necessario para permitir a livre movimentacdo interna dos
orgdos; lubrificando, protegendo e diminuindo o atrito entre eles e entre as paredes das
cavidades e estruturas ali presentes (Dempsey; Ewing, 2011; Alonso; Bulla; Paes, 2019;
Oliveira, et al., 2021).

Porém, pode ocorrer um desequilibrio gerado por causas etioldgicas ou ndo, que alteram
0s mecanismos de producdo, reabsorcdo e/ ou eliminacdo desses fluidos, resultando em seu
acumulo de forma anormal nas cavidades. Quando essa quantidade de fluido aumenta é
denominada de efusdo, liquido ou derrame cavitario (Dempsey; Ewing, 2011; Oliveira, et al.,
2021).

As efusdes sdo classificadas com base na quantidade celular, tipo celular, concentracdo
de proteina, parametros bioquimicos e fisicos. A avaliacdo e classificacdo dos liquidos
cavitérios se tornam mais urgentes ainda quando os fluidos tém envolvimento séptico ( Stillion;
Letendre, 2015; Martiny; Goggs, 2019). Bactérias, na maioria das vezes, sdo de dificil
identificacdo nas efus@es, devido a quantidade no liquido e/ou porque intervencges terapéuticas,
como utilizacdo de antibioticoterapia prévia, ja foram realizadas (Stockham; Scott, 2011;
Valenciano; Rizzi, 2020; Casna; Simmerson, 2021; Alonso; Christopher, 2021). O diagndstico
e tratamento precoce sdo essenciais para um prognostico favoravel nos animais que apresentam
esse tipo de efusdo (Stillion; Letendre, 2015; Martiny; Goggs, 2019).

A célula presente em maior quantidade nas efusGes sépticas € o neutrdfilo e a sua
degeneracdo esta relacionada a presenca de bactérias (Brownlow 1983; Dempsey; Ewing, 2011;
Alonso; Bulla; Paes, 2019; Alonso; Christopher; Paes, 2020 Oliveira, et al., 2021). Porém, nao
h& estudos que comprovem essa relacdo, fato que facilitaria a determinacdo indireta e mais
sensivel da presenca de bactérias nas efusdes, relacdo que foi proposta neste estudo.

Parametros bioquimicos como a glicose e lactato das efusdes também auxiliam na
classificacdo das efusdes sépticas (Stockham; Scott, 2011; Weiser, 2022; Boes, 2023). Nesses
casos, a confirmacdo deve ser obtida através da cultura microbiologica do liquido cavitario.
Atualmente, os meétodos de cultura em nivel de identificacdo de espécies utilizados, séo
demorados e por vezes pouco precisos. A espectrometria Maldi-Tof, permite uma identificacdo

bacteriana répida, facil, mais sensivel e de menor custo, encurtando o diagnostico e tratamento
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aumentando assim a sobrevida dos pacientes (Randall, et al., 2015; Marting; Goggs, 2019; Did,
2023).

Desta forma nos hipotetisamos que a degeneracdo dos neutrofilos tem associagdo com
a presenca de bactérias das efusdes e que parametros bioquimicos como glicose, lactato, aliadas
a uma identificagdo bacterioldgica mais rapida podem facilitar a identificacdo de efusdes
sépticas em cdes e gatos.

O propdsito deste estudo foi associar a morfologia dos neutrofilos com os demais
parametros citoldgicos, bioguimicos e a identificacdo bacterioldgica pela metodologia do
Maldi-Tof.

13



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Associar a morfologia dos neutréfilos com os demais parametros citoldgicos, bioquimicos,

cultura microbioldgica e identificacdo pela metodologia do Maldi-Tof.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever os parametros citoldgicos, bioquimicos e séricos, das efusdes cavitarias de cées e
gatos

- Analisar a morfologia neutrofilica e associar com a presenca de bactérias em efusdes cavitarias
de cées e gatos

- Analisar a glicose e o lactato da efusdo e o soro dos animais com efusdes sépticas e assépticas
- Identificar a espécie de bactéria em efusGes sépticas de cdes e gatos utilizando o método de
Maldi-Tof.

14



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.FISIOLOGIA DOS LIQUIDOS NO ORGANISMO

A maior quantidade de liquido se encontra no espaco intracelular, seguido pelo espaco
extracelular que corresponde ao meio extravascular (liquido intersticial) e 0 meio intravascular
(plasma). O terceiro espaco que contém uma pequena quantidade de liquido € o meio
transcelular, que corresponde aos liquidos presentes no pericardico, intraocular, fluido
cerebroespinhal, sinovial, linfa, bile, secre¢cdes glandulares e secre¢des respiratdrias (Dempsey;
Ewing, 2011; Oliveira, et al., 2021).

Através dos capilares sanguineos os liquidos compostos por nutrientes, proteinas e
demais substancias importantes e necessarias para irrigar e nutrir todas as estruturas do corpo
sdo transportados ao longo do corpo. Esses capilares sdo formados por uma fina camada de
endotélio capilar que permite através de seus poros a troca de nutrientes entre o tecido,
intersticio e o sangue circulante (Light; Macgregor, 1972; Valenciano; Rizzi, 2020; Boes,
2023).

A entrada e saida dos liquidos e/ou fluidos, sdo controladas pelas forcas de Starling, que
movimentam os liquidos corporais através de duas pressdes. Uma delas é a pressdo hidrostatica
(Phidro), que é a forca exercida pelo volume de agua dentro dos vasos sanguineos nas paredes
dos capilares empurrando o liquido para fora do vaso. A outra é a coloidosmética ou oncética
(Ponco), que é forca de atracdo gerada pelos solutos, principalmente a albumina (proteina que
estd em maior quantidade na circulacdo), que estdo presentes nos vasos sanguineos, atraindo o
liquido para dentro dos vasos, reabsorcdo (Dempsey; Ewing, 2011; Oliveira, et al., 2021). Essas
forcas mantém o equilibrio determinando se o liquido € reabsorvido ou eliminado conforme a
necessidade, processo que ocorre em condigdes fisiologicas impedindo que ele se acumule nas
cavidades (Boes, 2023).

A Phidro sempre inicia maior e vai diminuindo ao longo do leito capilar e a Ponco
sempre se mantém a mesma dentro do vaso, processo necessario para que ocorra a filtracdo no
inicio do leito capilar e a absor¢é@o no final, assim o sangue chega, irriga os tecidos e no final
retorna ao sistema circulatorio (Dempsey; Ewing, 2011; Stockham; Scott, 2011; Stillion;
Letendre, 2015).
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E normal que permane¢a uma pequena quantidade de liquido entre as cavidades, no
espaco intersticial para lubrificar, nutrir e oferecer movimentacdo entre as estruturas ali
presentes, impedindo o atrito entre as superficies. Em condicdes fisioldgicas, o fluido deve ser
incolor ou discretamente amarelado, ndo apresentar eritrocitos e ter baixa quantidade de células
nucleadas (Valenciano; Rizzi, 2020; Oliveira, et al., 2021).

O excesso do liquido e outras substancias como moléculas grandes que ndo conseguem
retornar para o sistema circulatorio ou que ndo sdo necessarios, séo empurrados para fora do
vaso através das forcas hidrostaticas para o espaco intersticial e sdo reabsorvidos pelos vasos
linfaticos que conduzem esse liquido em direcdo ao coracdo. Durante o percurso a linfa (nome
que o liquido recebe assim que é captado pelos vasos linfaticos), passam pelos linfonodos antes
de retornar a circulacdo (Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

Algumas etiologias ou condi¢Ges podem interferir nesses mecanismos que regulam os
liquidos, levando ao seu acumulo anormal entre essas cavidades (Dempsey; Ewing, 2011). S&o
diversas as causas que podem levar a esse acumulo. Processos infecciosos, inflamatorios,
neoplasicos, traumas, rupturas, hemorragias entre outras sdo causas conhecidas de formacao
anormal de liquidos. Esses processos patoldgicos alteram os mecanismos de fluidez dos
liquidos, levando ao aumento da Phidro nos vasos sanguineos, queda na Ponco no plasma,
obstrucBes nos vasos linfaticos e alteracdo na permeabilidade vascular (Casna; Simmerson,
2021; Oliveira, et al., 2021).

O aumento anormal de quantidade de liquido, que pode ser definido como efusdo,
liqguido ou derrame cavitario (Dempsey; Ewing, 2011; Stockham; Scott, 2011; Stillion;
Letendre, 2015; Oliveira, et al., 2021; Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

3.2 MECANISMOS DE FORMAGCAO DAS EFUSOES E SUAS CLASSIFICACOES

As efusbes podem ser formadas por mecanismos de transudacéo, exsudacéao ou rupturas/
vazamentos nas visceras ou vasos. O mecanismo de transudagdo ocorre quando ha alteracdo
nas leis de Starling, aumento da Phidro e diminuicdo da Ponco ou alteragbes no sistema
linfatico. J& os liquidos formados por exsudacdo, ocorrem em resposta quimiotaticas, que altera
0s mecanismos de permeabilidade vascular e por fim o acimulo anormal de liquido por rupturas
ou vazamentos de visceras, 0rgaos ou vasos sanguineos (Dempsey; Ewing, 2011; Oliveira, et

al., 2021). Este ultimo no inicio pode se apresentar como um mecanismo de transudagdo e
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posteriormente se apresentar como um mecanismo de exsudagdo pela atracdo das células
inflamatorias (Valenciano; Rizzi, 2020; Oliveira, et al., 2021; Boes, 2023).

A classificacdo das efusdes busca auxiliar na identificacdo do mecanismo pelo qual ela
ocorreu, e posteriormente a causa que desencadeia esse desequilibrio (Burton, 2018;
Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

Com base em um conjunto de variaveis, anamnese, sinais clinicos, concentragdo de
proteina e a contagem total de células nucleadas (CTCN), as efusdes podem ser classificadas
em transudato puro ou pobre em proteina, transudato modificado ou rico em proteinas, exsudato
(asséptico ou séptico), e condi¢des especifica tais como: rupturas ou vazamentos de 6rgaos,
visceras ou vasos sanguineos, efusdes quilosa, uroperitdnio, neoplasica e hemorragica (cronica
e aguda) (Stockham; Scott, 2011; Dempsey; Ewing, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020; Boes,
2023).

Esta classificacdo auxilia no entendimento do mecanismo que esta sofrendo alteracéo
em sua pressdo e consequentemente facilita a compreensdo da causa que esta atras desta

alteracdo (Dempsey; Ewing, 2011; Boes, 2023).

3.2.1 Transudagéo

Os liquidos transudativos séo resultado de alteracdes nas forcas de Starling, que afetam
as pressdes Phidro e/ou Ponco ou altera¢6es no sistema linfatico. Essas alteracbes ocorrem por
disturbios hipertensivos ou congestivos, como por exemplo a insuficiéncia renal, insuficiéncia
cardiaca, hepatopatias, neoplasias e hipoalbuminemia; distarbios que levam ao aumento do
fluxo dos liquidos nos vasos sanguineos e diminui a remogdo dos mesmos pelos vasos
linfaticos, fazendo com que se acumule na cavidade (Valenciano; Rizzi, 2020; Oliveira, et al.,
2021).

As caracteristicas dos derrames por transudacédo se apresentam conforme a origem do
fluido, mas geralmente sdo liquidos que apresentam uma baixa quantidade de células
inflamatdrias pois a pouco estimulo para atraidas e a quantidade de proteina € variavel,
dependendo da etiologia envolvida e da cronicidade do liquido (Dempsey; Ewing, 2011).

Quando ocorre a diminuicdo da albumina principal soluto presente nos vasos
sanguineos, a forca de Starling oncdtica é alterada. A diminuicdo desta proteina pode ter

diversas etiologias, as principais causas sdo por perdas renais e/ou gastrointestinais, ma
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absorcdo ou por causas primarias como deficiéncia nutricional e/ou insuficiéncia hepética.
Como o principal soluto que regula a pressdo oncotica esta deficiente a reabsorcéo dos liquidos
fica prejudica e ele acaba se acumulando no intersticio de forma anormal (Stockham; Scott,
2011; Oliveira, et al., 2021).

De acordo com suas caracteristicas quimicas, fisicas e citoldgicas, os liquidos gerados
pela essa deficiéncia de soluto devido as diversas causas citadas acima, geralmente apresenta
baixa quantidade CTCN < 1.500/uL e baixa quantidade de proteina < 2,0 g/dL e sao
classificados como transutados puros ou pobres em proteinas (Alonso; Bulla; Paes, 2019; Boes,
2023).

Ja quando a Phidro sofre aumento, decorrente de congestdo venosa no figado ou nos
pulmdes o liquido acumulado nas cavidades apresenta uma contagem de células nucleadas <
5.000/uL e proteina total > 2 g/dL. Sdo liquidos com um pouco de turbidez, fluidos,
discretamente avermelhados e recebem a classificacdo de transudatos modificados ou ricos em
proteina (Alonso; Bulla; Paes, 2019; Valenciano; Rizzi, 2020).

As células comumente observadas nos transutados puros ou pobres em proteinas e nos
transutados modificados ou ricos em proteinas sdo células mesoteliais reativas, neutréfilos,
macrofagos e linfocitos (Valenciano; Rizzi, 2020). Entretanto, pode ocorrer uma transi¢éo
devido a cronicidade do derrame de transudato puro para um trasudato modificado e caso
persistir para um exsudato (Dempsey; Ewing, 2011; Boes, 2023).

Esse transito ocorre pois 0 acumulo de liquido anormal nas cavidades é irritativo para
as células mesoteliais que estdo ali presentes e sdo reativas a este tipo de derrame e
posteriormente, entdo sempre presentes nesses tipos de liquido. Apds um tempo essas células
acabam morrendo e liberando citocinas que atraem 0s macrdfagos para remover 0s restos
celulares, resultando em um leve aumento na contagem de células nucleadas e na proteina total
e a medida que esse processo vai se tornando crénico mais contagem de células nucleadas, vai
sendo atraida e a proteina aumentando e dificilmente sera possivel distinguir de transutado para
exsudato (Boes, 2023).

3.2.2 Exsudagéo

Os liquidos formados pelo mecanismo de exsudagdo ocorre pelo aumento da

permeabilidade vascular resultado de processos inflamatorios secundario a causas infecciosas
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como bactérias, fungos, virus, helmintos e protozoarios ou causas ndo infecciosas que geram
quadros inflamatorios intensos, como enterites, tor¢cdes de 6rgaos, pancreatite, extravasamento
de liquidos irritativos (urina, bile, esperma), neoplasias inflamatorias, dentre outras causas
(Stockham; Scott, 2011; Oliveira, et al., 2021; Boes, 2023).

Os exsudatos apresentam diferentes coloracGes, variando de vermelho a amarelado, de
aspecto turvo, com CTCN > 5.000/ uL, proteina total > 3,0 g/dL, com predominancia de
neutrofilos (aproximadamente 50%) (Dempsey; Ewing, 2011; Alonso; Bulla; Paes, 2019;
Alonso; Christopher; Paes, 2020 Oliveira, et al., 2021).

Os exsudatos, sdo classificados como exsudatos sépticos quando causas infecciosas
estdo envolvidas e exsudatos assépticos quando ndo tem envolvimento infeccioso (Stockham;
Scott, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

De uma maneira geral, os neutréfilos migram para a efusdo devido aos efeitos
quimiotéticos (histamina, bradicinina e leucotrienos) que séo liberados pelo tecido inflamado e
que atraem essas células. Na citologia, os neutréfilos sdo avaliados quanto a sua integridade
celular em neutréfilos integros, que séo relacionados a irritacdo grave e neutréfilos degenerados
que estdo relacionados a presenca de bactérias (Stockham; Scott, 2011; Burton, 2018;
Valenciano; Rizzi, 2020; Alonso; Christopher, 2021; Boes, 2023). E mesmo que esses
microrganismos ndo sejam observados no liquido, a cultura microbioldgica deverd ser realizada
para confirmacdo (Stockham; Scott, 2011; Burton, 2018; Valenciano; Rizzi, 2020; Alonso;
Christopher, 2021; Boes, 2023).

Os exsudatos sépticos podem ser gerados em consequéncias de perfuracdes no trato
gastrointestinal, penetracBes por corpos estranhos, inflamacgdes graves e até mesmo por sepse
sistémica (Valenciano; Rizzi, 2020). As bactérias mais comumente isoladas nas peritonites em
cées e gatos sdo Escherichia coli e Enterococcus spp. (Casna; Simmerson, 2021; Boes, 2023).

As causas de piotdérax na maioria das vezes é desconhecida, mas acredita-se que
cavidade oral e o pulmdo sejam as principais fontes bacterianas que levam a esse processo
efusivo septico. Além de causas iatrogénicas, perfuracdes por corpos estranhos, traumas,
perfuracdo de esdfago, doencgas sépticas como osteomielite, discoespondilite, migracdo
parasitaria, dentre outros, sdo as principais causas de piotdrax (Stillion; Letendre, 2015;
Jonhson; Epstein; Reagan, 2023; Boes, 2023).

Os principais agentes aerobicos isolados sdo Escherichia coli, Pasteurella spp.,
Actinomyces spp., Nocardia spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Corynebacterium
spp. Os agentes anaerdbicos incluem Fusobacterium spp., Peptostreptococcus anaerobius,
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Bacteroides spp., Prevotella spp. e Porphyromonas spp. que vai depender conforme a etiologia
envolvida no processo séptico (Stillion; Letendre, 2015; Boes, 2023).

Os liquidos causados pelo coronavirus felino (FCoV) agente causador da peritonite
infecciosa felina (PIF), também recebe uma classificacdo especial de peritonite infecciosa
felina. Gerado pelo aumento da permeabilidade vascular, o liquido apresenta altas
concentracOes de proteina total > 4,5 g/dL e baixa CTCN < 5.000 uL, cor amarelo, aspecto
turvo ou limpido e comumente sdo observados neutréfilos integros e macrofagos ativados,
entretanto em algumas efusdes pode ser observado predominancia de linfocitos. Para auxiliar
no diagnostico dessa efusdo, vérias ferramentas sdo citadas como a avaliagdo da relacdo
albumina/globulina no liquido, avaliacdo isolada da proteina total, determinacdo de
gamaglobulina, teste de Rivalta, imunofluorescéncia, imunoquimica do liquido, sendo os dois
ultimos considerados mais especificos (Valenciano; Rizzi, 2020; Oliveira, et al., 2021; Boes,
2023).

3.2.3 Lactato e glicose

O lactato é produzido em circunstancias normais pelo organismo, sendo produto da
glicolise, e as células do musculo esquelético, cérebro, medula renal e eritrécitos responsaveis
pela maior parte da producao fisioldgica. Todo o lactato é derivado do piruvato, que é gerado
normalmente durante a glicélise. A quantidade pequena de lactato produzida fisiologicamente
é metabolizada principalmente pelo figado e pelos rins, que o converte de volta a lactato através
da enzima lactato-desidrogenase (Levin, et al., 2004; Pang, Boysen 2007).

Processos inflamatorios mediados por bactérias, que realizam glicolise anaerdbia
podem elevar a concentracdo de lactato no sangue e/ou aumentar também a concentracéo de
lactato nos meios extravascular como nas efusGes. Se uma condigdo de hiperlactatemia se
instala e a producdo de lactato segue elevada, uma acidose latica pode eventualmente ocorrer,
devido a reducdo de pH causada pela presenca do lactato (Levin, et al., 2004; Pang, Boysen
2007).

Desta forma, os valores de lactato também podem ser utilizados como ferramenta para
auxiliar na deteccdo de bactérias no liquido. A atividade do lactato nas efusGes € maior quando
comparadas aos valores séricos, isso se da pelo ambiente anaerdébico que se forma. Também,

pode ocorrer a producdo de lactato através da glicolise neutrofilica e pela presenca de
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metabdlitos bacterianos no liquido, se apresentando aumentado em efusdes sépticas (Light;
Macgregor, 1972; Boncznski, et al., 2003; Levin, 2004; Rosato; Anai; Santana, 2011).

Assim como a glicose do liquido, também pode ser utilizada e se apresenta com valores
baixos quando mensurados em consequéncia da atividade metabdlica aumentada (glicolise
aumentada) dos neutréfilos e das bactérias presentes no liquido, ressaltando que a glicose
também pode se apresentar baixa nas efusdes neoplésica em consequéncia a alta atividade das
células (Bonczynski, et al., 2003; Nestor; Mccullough; Schaeffer, 2004; Dempsey; Ewing,
2011).

3.2.4 Condicdes especificas

Algumas etiologias geram quadros diagndsticos caracteristicos e recebem uma
classificacdo especial (Stockham; Scott, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

3.2.4.1 Rupturas ou vazamentos de 6rgaos, visceras ou vasos sanguineos

As rupturas ou vazamentos de 6rgdo vasculares (figados e baco), visceras e vasos
sanguineos, geralmente na cavidade abdominal, provocam a alteracdo dos mecanismos de
permeabilidade vascular, em decorréncia da reacdo inflamatéria intensa causada pelo contetdo
anormal dessas substancias na cavidade abdominal (Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

Inicialmente esses liquidos podem apresentar uma baixa contagem de células nucleadas
e proteina total pois o processo inflamatério esté no inicio. A medida que o processo vai ficando
cronico, as células séo atraidas, levando ao aumento da CTCN e da proteina (Boes, 2023).

A ruptura da vesicula biliar ou do ducto biliar comum, pode ser gerado por traumas
secundarios ou diretos no sistema biliar, tais como formacao de mucocele, colelitiase, dilatagdo
géstrica e volvulo, obstrugdo da via biliar. A coloracdo do liquido biliar pode variar de marrom,
amarelado ou esverdeado e os valores de bilirrubina do liquido apresentam-se duas vezes
superiores as concentracdes séricas (Boes, 2023). Nesse caso, o liquido gera uma irritacdo

desencadeando um processo inflamatorio. As células observadas na maioria dos casos sdo
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neutrofilos, macrdofagos e linfdcitos, podendo ser classificada como efuséo biliar (Burton, 2018;
Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

As efusdes geradas pela ruptura das vias urinarias e 0 extravasamento da urina na
cavidade peritoneal sdo causadas, na maioria das vezes, por causas secundarias como traumas
contusos gerados por cateterismo ou palpacéo realizadas de forma inadequadas (Boes, 2023).
Apresentam baixa concentragdo proteica devido a diluicdo e contagem celular variavel,
podendo ser assépticas ou sépticas (Valenciano; Rizzi, 2020). A célula mais observada neste
tipo de efusdo também é o neutrofilo e alteragdes de apoptose sdo geradas pela presenca de
microrganismos e pela irritacdo causada pela urina também podem ser observadas (picnose,
cariorrexe e cariolise) (Boes, 2023).

No inicio da formacdo, a efusdo pode ter caracteristicas de transudato modificado, com
a evolucdo e a irritacdo causada pelo extravasamento de liquido, ocorre a atracdo de células
gerada pelos mediadores inflamatérios e observa-se uma grande quantidade de neutrofilos,
linfocitos e macrofagos, podendo ser classificado como exsudato. Na suspeita de uroperitonio,
recomenda-se a dosagem de creatinina do liquido que deve se apresentar duas vezes maior que
a creatinina sérica do paciente (Stockham; Scott, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020).

As rupturas gastrointestinais sao decorrentes de torgdes, intussuscepgéo, inflamagdes
graves, obstrucdes, traumas, dentre outras causas. Neutréfilos degenerados sdo comumente

observados devido a presenca de bactérias no liquido (Valenciano; Rizzi, 2020).

3.2.4.2 Efusdes quilosas

. A efusdo quilosa devido as suas caracteristicas quimicas, fisicas e citologicas sdo
facilmente reconhecidas, tambem recebem uma classificacdo especial, apesar de ser gerada pelo
mesmo mecanismo dos transudatos modificados. Esse acumulo de liquido pode ser observado
quando ocorre obstrucdo dos vasos linfaticos (Stockham; Scott, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020;
Oliveira, et al., 2021).

Os vasos linfaticos assumem papel importante na drenagem do excesso dos liquidos no
espaco intersticial, quando sofrem algum dano, seu trabalho fica prejudicado e o liquido €
acumulado. O principal dano que impossibilita a drenagem através dos vasos linfaticos é a

obstrucéo linfatica, que pode ser consequéncia de um processo neoplésico, traumas, processos
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infecciosos ou inflamatérios e por causas idiopaticas. S&o mais comuns nos gatos (Stockham;
Scott, 2011; Valenciano; Rizzi, 2020).

Esse tipo de efusdo tem caracteristica leitosa, branca/opaca. Proteina total > 2,0 g/dL
CTCN < 10.000/uL. As efusdes quilosas apresentam alta concentracao de triglicerideos > 3:1,
quando comparada a concentracdo serica. Outros parametros também podem auxiliar na
classificacdo da efusdo quilosa como: relacdo colesterol:triglicerideos da efusdo (C/T) < 1 ou
concentracdo de triglicerideos > 100 mg/dL. Sendo que a efusdo quilosa pode ser classificada
também como transudato modificado ou exsudato devido a alta concentracdo de proteina e
contagem celular (Bohn, 2017; Valenciano; Rizzi, 2020). Nas efusdes quilosas a composi¢do
celular é basicamente composta de linfocitos em maior proporcéo (Stockham; Scott, 2011).

3.2.4.3 Efusdes hemorragias

Sao causadas por distlrbios de coagulacdo, eventos traumaticos, neoplasias (cardiacas
principalmente) ou intoxicacdo que causam um acimulo de sangue nas cavidades. Esse tipo de
efusdo deve ser diferenciada de uma contaminacdo sanguinea e, para isso a unido de
informacdes, como exame fisico, sinais clinicos, historico e achados clinicos patoldgicos do
liguido tais como a eritrofagocitose, presenca de plaquetas e macrofagos fagocitando
hemossiderina sdo fundamentais para a interpretacdo (Burton, 2018).

A efusdo se apresenta geralmente na coloracéo vermelha, com proteina total > 2,0 g/dL
e CTCN > 2.000/uL, dentre elas neutrofilos e macrofagos (Stockham; Scott, 2011; Boes, 2023).

3.2.4.4 Efusdes neopléasicas

As efusbes podem ser secundarias as neoplasias que se esfoliam células, o diagndstico
citoldgico podera ser realizado. No entanto, a maioria dos tumores nao esfoliam células e
apresentam caracteristicas de transudato modificado devido a alteragdo na Phidro e/ou Ponco,
causadas pela obstrucdo dos vasos linfaticos provocados pelo crescimento e proliferacdo do
tumor. Ja as neoplasias que esfoliam celulas, apresentam caracteristicas de exsudato, alta
quantidade de células nucleadas e alta concentracdo de proteinas (Valenciano; Rizzi, 2020;
Boes, 2023).
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Algumas neoplasias esfoliam com mais facilidade tais como as epiteliais ou de células
redondas sendo que as de origem mesenquimal, dificilmente esfoliam (Valenciano; Rizzi,
2020). As neoplasias podem gerar processos hemorragicos, inflamatorios ou ndo. As mais
comuns em cées e gatos sdo linfoma, adenocarcinoma ou carcinoma (Boes, 2023). Os sarcomas,
também sdo mais relatadas, porém devido a origem mesenquimal, é de dificil esfoliacdo o que
compromete a avalia¢do citoldgica. A visualizagdo da massa e a biopsia citologica podem
auxiliar nestes casos (Stockham; Scott, 2011).

As efusdes neoplésicas se apresentam, na maioria das vezes, na coloracdo amarela ou
laranja, clara ou turva, proteina total > 2,5g/dL, densidade > 1.017, a quantidade de leucdcitos
é varidvel e as células observadas, sdo células neoplasicas em maior proporcao e podem ser
observadas células do epitélio reativo, como neutrofilos, linfocitos e células mesoteliais
(Valenciano; Rizzi, 2020; Boes, 2023).

3.3 FUNCAO, PRODUCAO E MATURACAO DOS NEUTROFILOS

Sdo inumeras as fungdes que o neutrofilo desempenha no organismo e é considerado
uma célula essencial na homeostase imunoldégica (Hidalgo, et al., 2019). As principais funcdes
do neutrdfilo estdo relacionadas a sua participacdo nas respostas inflamatorias do sistema imune
inata e nas respostas adaptativas, no controle das inflamac6es, regulacdo de respostas celulares
a fagocitose de estruturas estranhas e de microrganismos (Hidalgo, et al; 2019; Borregaard,
2010).

A medula 6ssea é o 6rgdao hematopoiético onde ocorre a producéo, diferenciagédo e
renovacdo das células do sangue (Bongers, et al; 2021). Os neutrofilos em especial séo
produzidos quase exclusivamente na medula éssea dos animais adultos e saudaveis. Pode ser
observada uma producdo pequena nos orgdos considerados extramedulares como o bago, em
animais jovens e em casos de aumento exagerado em processos inflamatorios e/ou devido
alguma afecc¢éo, além do bago também pode ser observado alguma producgéo no figado e nos
linfonodos (Harvey, 2011; Weiser, 2022; Radin; Wellman, 2022).

As células progenitoras da linhagem mieldide, localizadas na medula 6ssea e nos tecidos
extramedulares € quem gera os neutrofilos mondcitos/macréfagos, eosinéfilos e basofilos
(Hidalgo, et al; 2019). A producdo dos neutrofilos pode ter compreendida por fases a fase
mitética e a fase de maturagdo. Na fase mitdtica as células primitivas possuem a capacidade de
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se dividir, ja na fase de maturagdo sdo observadas mudangas morfoldgicas de amadurecimento
nuclear e a fase de armazenamento ou reserva, onde grande parte das células maduras séo
armazenadas parte na prépria medula 6ssea e parte quando séo liberados na corrente sanguinea,
nos pequenos capilares ou na regido marginal (Hidalgo, et al; 2019; Borregaard, 2010; Aroca-
Crevillén, et al; 2024). Na circulacdo sua sobrevida é de 8-12 horas, podendo circular em até 5
dias e no tecido de 1-2 dias (Radin; Wellman, 2022).

Ao longo do desenvolvimento dos neutrofilos, varios tipos de granulos séo produzidos
de acordo com o estagio celular (Radin; Wellman, 2022). Nem todas as espécies animais
possuem todos os tipos de grénulos e suas fungdes e desenvolvimento ainda estdo sendo
esclarecidas (Bongers, et al; 2021). O que se sabe é que o tipo de granulo pode impactar na
resposta do hospedeiro frente a patogenicidade dos microrganismos (Hidalgo, et al; 2019). Sao
eles, os granulos primarios, secundarios e terciarios. Os granulos primarios sdo formados nos
estagios de pré-mieldcitos, secundarios no estagio de mieldcitos e metamielécitos e terciarios
no estagio de metamieldcitos, bastonetes e neutréfilos segmentados. O granulo primario é
mieloperoxidase positiva e 0s demais peroxidase negativa (Radin; Wellman, 2022).

Essa variabilidade de granulos ao longo do desenvolvimento do neutréfilo é necessaria
para auxiliar a célula a desempenhar suas funcdes. Parte dos granulos sdo liberados no
fagossomo da célula, ou membrana dos neutréfilos (priméario) e parte do meio extracelular
(secundario e terciario) e de forma inversa a sua producdo (Hidalgo, et al; 2019). O primeiro
granulo a ser eliminado pelo neutréfilo € granulo terciario, que tem como funcéo auxiliar o
neutréfilo em sua distribuicdo ao longo do organismo e migracdo nos tecidos, em seguida o
granulo secundario é liberado, esse tem como funcédo auxiliar a célula a se infiltrar no tecido,
além de possuir varias substancias antimicrobianas que ajudam na destruicdo de patogenos. E
por Gltimo o granulo primario, que estimula o invasor a entrar no fagossomo do neutréfilo para
posteriormente digerir e matar o agente (Bongers, et al; 2021; Radin; Wellman, 2022).

Os mieloblastos séo as primeiras células da linhagem que podem ser distinguidas
morfologicamente. Apresentam cromatina discretamente pontilhada, nucléolos moderadamente
basofilicos, Unicos ou multiplos, com auséncia de granulos, denominados mieloblastos tipo I.
A medida que amadurece, torna-se mieloblasto tipo Il e é possivel observar discreta quantidade
de granulos primérios, denominados de azurdfilos (mieloperoxidase positiva) (Hidalgo, et al;
2019; Aroca-Crevillén, et al; 2024).

Seguindo a fase mitdtica, seguem os pré-mieldcitos ou pro-granulécitos que apresentam

diminuicdo da basofilia citoplasmatica, e uma parte da area do Golgi pode se apresentar sem
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granulos. Apresentam cromatina discretamente pontilhada, nucléolos presentes ou ausentes,
além de serem células maiores quando comparadas aos mieloblastos (Hidalgo, et al; 2019). Os
mielocitos sdo as Ultimas células da fase de maturacdo ou divisdo celular e apresentam-se com
cromatina moderadamente condensada, ndcleos redondos a ovais e citoplasma discretamente
basofilica com granulos secundérios (peroxidase negativo), especificos de sua célula e origem,
ou seja, neutrofilos, eosindfilo ou basofilo (Borregaard, 2010; Aroca-Crevillén, et al; 2024).

A partir dos metamieldcitos e granulocitos bastonetes, ndo ocorre mais diviséo celular,
somente maturacdo. A cromatina sofre condensacao e o nlcleo se segmenta progressivamente.
Os metamielocitos possuem nucleos alongados em formato de “grio de feijao”, ja os
granuldcitos bastonetes, apresentam nucleo em formato de S ou U, com bordos nucleares lisos
e com ambos os lados apresentando o mesmo tamanho e morfologia. Possuem citoplasma
menor, basofilico e granular (Radin; Wellman, 2022).

Os neutrofilos maduros contém vérios pseuddpodes que facilitam o contato com o
receptor e a ativar sua funcédo fagocitica (Radin; Wellman, 2022). Seu nucleo € composto por
varios lébulos (comumente é possivel observar trés a cinco bandas), possuem heterocromatina
e eucromatina, discreta quantidade de poros nucleares e nucléolos muitas vezes ndo € observado
(Hidalgo, et al; 2019; Aroca-Crevillén, et al; 2024). Quando maduro o nucleo pode produzir
RNA e proteinas, necessarios na formacao da resposta inata gerada quando migra para os locais
de inflamacdo, além disso possui também vérias substancias, como proteinas antimicrobianas
que sdo utilizadas nos processos infecciosos (bactérias, fungos, protozoarios e virus), proteases
e proteinas. Apresenta citoplasma com discreta quantidade de organelas e maior quantidade de
glicogénio e grande quantidade de proteinas em seu citoesqueleto (Weiser, 2022; Radin;
Wellman, 2022).

As interleucinas 3 (IL-3), a IL-6 e o fator estimulador de col6nias de
granulécitos/macréfagos (GM-CSF), sdo os primeiros estimulantes que védo direcionado o
progenitor mieléide comum (CMP) a se diferenciar em progenitor de
granulécitos/monaocitos/macrofago (GMP), que é responsavel pela producéo e proliferacdo dos
neutrdfilos e por fim, o maior estimulador de maturacdo funcional dos neutrofilos, o fator
estimulante de col6nias (CSF) (Hidalgo, et al; 2019; Weiser, 2022).

A maturacdo funcional dos neutrofilos € compreendida pelo aumento dos fatores de
adesdo, atividade quimiotatica, producdo de fatores bactericidas e fagocitose. Para isso, €
necessario ocorrer alterages nas expressoes da superficie celular para que o neutrofilo consiga

realizar suas funcdes (Weiser, 2022). Sdo vérias as expressdes de superficie, dentre eles a
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expressdo de CD29 e CD31, que sdao moléculas responsaveis pela adesdo celular plaquetéaria
(PECAM-1), CD33, CD49d, molécula de adesdo celular vascular (VCAM), CD11b, CD1l1c,
que sao responsaveis pelo rolamento e adesédo do neutrofilo (Radin; Wellman, 2022; Aroca-
Crevillén, et al; 2024).

Apo0s sua maturagdo, uma porcentagem dos neutréfilos sdo armazenados na propria
medula 6ssea e 0s demais seguem para a circulacdo (compartimento circular) onde percorrem
0s grandes vasos, uma pequena por¢ao é armazenado nos pequenos vasos sanguineos, capilares
(compartimento marginal) e alguns migram e seguem para os tecidos. Na circulacdo sua
sobrevida € de 8-12 horas, podendo circular em até 5 dias e no tecido de 1-2 dias (Aroca-
Crevillén, et al; 2024).

Os neutrdfilos sdo produzidos a medida que séo consumidos sempre de forma ordenada.
Sua producdo e regulacdo € coordenada por um conjunto de citocinas e fatores de crescimento,
dentre elas os chamados porgdes desencadeadoras da inflamagdo (ITMs); compreendidos e
complexos, que sdo originados principalmente dos fibroblastos, endotélio e células
mononucleares, ativam a inflamacdo e recrutam os neutrofilos (Borregaard, 2010; Weiser,
2022).

3.3.1 Neutrdfilos na circulacéo e no tecido

Em condicGes normais a medula 0ssea de cées e gatos leva aproximadamente 6 dias da
fase de mieloblasto a neutréfilo segmentado, sendo repostos na circulagdo a medida que séo
consumidos (Weiser, 2022). Quando séo esgotados, nos cées, ocorre leucocitose em resposta a
liberacdo de substancias inflamatorias, e na medula 6ssea ocorre uma hiperplasia granulocitica,
mediada pelo aumento na producgéo de CSF, que é responsavel por mobilizar os neutréfilos das
reservas na medula 6ssea, reduzindo a producéo de 6 para 2 a 3 dias, e quando essa producéo
aumenta alteracfes morfologicas podem ser observados nos neutrofilos (Harvey, 2011;
Hidalgo, et al; 2019; Bongers, et al; 2021; Weiser, 2022; Radin; Wellman, 2022).

Na circulacdo pode-se observar diferentes tipos de respostas leucocitarias, que variam
conforme o estimulo e intensidade da inflamag&o/ infeccdo (Stockham, Scott, 2011). Em
condic¢des normais, a quantidade de células maduras serd maior quando comparadas as células
imaturas (metamieldcitos e neutrofilos bastonetes). Quando a intensidade da inflamacéo é

acentuada as células imaturas e com resquicios de citoplasma e organelas podem ser observadas

27



na circulagdo, tais como metamieldcitos, neutrofilos bastonetes e neutrdfilos toxicos
(Stockham, Scott, 2011; Radin; Wellman, 2022; Weiser, 2022).

Neutrofilos toxicos, sdo ceélulas com resquicios de organelas devido a alta demanda de
producdo na medula déssea. Algumas alteracées morfologicas podem ser observadas como
corpusculos de Dohle, vacuolizacdo citoplasmatica e basofilia citoplasmética. Alteracdes que
ndo diminuem nem prejudicam a fungdo dos neutrofilos (Stockham, Scott, 2011; Radin;
Wellman, 2022; Weiser, 2022). Harvey (2011), sugere uma classificacdo em cruzes (+) ou
porcentagem (%) para essas células quando sdo encontradas na circulacdo. Ressaltando que
corpusculos de Dohle, podem estar presentes em uma quantidade pequena em gatos saudaveis.

Harvey (2011), propde uma classificacdo de porcentagem (%) para determinar o grau
de toxidade dos neutrofilos nos esfregacos sanguineos e em cruzes (+) para qualificar a
intensidade da toxicidade dos neutrdfilos nos esfregacos sanguineos. Em relacdo a
porcentagem, discreta quantidade quando sdo observadas de 5% a 10% de neutrdfilos toxicos,
moderado de 11% a 30% e acentuada acima de 30%. Em relacéo a classificagdo em cruzes; a
presenca de corpusculos de Dohle € classificado como 1+; citoplasma levemente basofilico 1+;
citoplasma moderadamente basofilico com corpos de Déhle 2+; citoplasma moderadamente
basofilico e espumoso 2+; citoplasma azul acinzentado escuro e espumoso 3+; citoplasma
basofilico com granulos toxicos 3+.

Quando a demanda é no tecido os neutrofilos saem do sangue principalmente através
das vénulas pds capilares, pela interacdo dos seus receptores com o endotélio durante o processo
inflamatdrio, se fixam no endotélio, as quimosinas ativam seu movimento e as integrinas
fornecem uma boa adesao e fixacao aos neutréfilos, que seguem rolando até o tecido inflamado
ou infectado (Aroca-Crevillén, et al; 2024; Weiser, 2022).

Esse processo de fixacdo e rolagem no endotélio até chegar ao tecido atingido, atrai e
libera varias citocinas que recrutam outros leucdcitos, como macrofagos, células natural Killer
e linfocitos, que também modulam participam do processo inflamatorio. Ao chegar no tecido
os neutrdfilos sdo atraidos pelos quimiotaticos liberados pelo tecido e pelo patdgeno,
direcionando a neutréfilo para o alvo ou processo a ser controlado (Hidalgo, et al; 2019; Aroca-
Crevillén, et al; 2024). Dentre eles, podemos citar os peptideo N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP), os componentes complementares (C5a e C3a), IL-8 e os fatores de
leucotrienos (LTs) (Hidalgo, et al; 2019; Bongers, et al; 2021; Weiser, 2022).

Quando o neutrofilo localiza o patdgeno, outras substancias e citocinas ativam a funcéo

fagocitose, dentre elas os ROS, lipopolissacarideo (LPS), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
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a) e através de seus receptores presentes em suas superficies celular e intracelular permite que
a célula endocite o patdgeno e elimine o patdgeno (Teng, 2017; Hidalgo, et al; 2019; Bongers,
et al; 2021).

Dentro do fagossoma do neutrofilo existem varias substancias que matam o patdgeno e
outras como o sistema NADPH oxidase, que fornece um ambiente adequado para que ocorra
uma a digestao celular do patégeno. E varias substancias que matam/digerem os patégenos intra
e extracelular, elas sdo dependentes e independentes de oxigénio, dentre elas as proteinas
antibacterianas, como os peptideos, defensinas e catelicidina componentes dos granulos
primarios e liberados pelos neutréfilos, dentre outras (Teng, 2017; Hidalgo, et al; 2019).

Formando um complexo mecanismo chamado explosdo respiratoria, assim que o
patégeno vai sendo destruido o neutrofilo também sofre morte por apoptose, formando os
chamados corpos apoptoticos, que posteriormente sdo fagocitados pelos macrofagos (Bongers,
et al; 2021; Radin; Wellman, 2022).

Entretanto alguns agentes etiol6gicos conseguem barrar esse mecanismo de defesa e se
disseminam no organismo gerando quadros inflamatorios/infecciosos intensos e muitas vezes

levando o animal ao 6bito (Teng, 2017; Radin; Wellman, 2022).

3.3.2 Morte dos neutrofilos

Os neutrdfilos podem morrer por apoptose ou necrose. A forma como o neutréfilo morre
depender da intensidade do estimulo por ele recebido através das porcGes desencadeadoras da
inflamacdo (ITMs), dentre elas os lipopolissacarideos bacterianos, nucleotideos extracelulares,
ativam a inflamacdo e recrutam os neutréfilos. Assim que a inflamacdo é resolvida os
neutrofilos presentes no local fagocitam e desativam essas ITMs e morrem por apoptose. Porém
se 0 processo inflamatorio se intensifica e/ou permanece, as ITMs aumentam e
consequentemente mais neutrofilos se acumulam no local e assumem outra forma de morte, a
necrose (Presbitero, et al., 2019).

A apoptose é a morte celular natural e necessaria para manter a homeostase no
organismo, além de eliminar as células defeituosas e regular os processos inflamatorios através
da liberagdo de mediadores anti-inflamatorios. Esses processos de apoptose espontanea €
conduzido pela diminuicdo da resposta funcéo celular, antimicrobiana e pré-inflamatdria dos

neutrofilos, ou seja, das citocinas liberadas durante o processo inflamatério, o que é positivo
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pois a liberagdo desse conteudo carregado de substancias, lesiona e prejudica ao tecido. Os
restos celulares chamados de corpos apoptéticos que posteriormente sdo eliminados pelos
macrofagos, dificilmente sdo observados na microscopia (Kobayashi; Malachowa; DeLeo,
2017; Radin; Wellman, 2022).

A necrose é a morte rapida da célula, que leva a alteracGes celulares que podem ser
observadas diferentes da apoptose, como condensagéo de cromatina, fragmentacao, inchaco da
célula e das organelas, resultando na ruptura da membrana plasmatica e extravasamento do seu
conteddo extracelular, mediadores e citocinas pro-inflamatérias que induzem a inflamacéo
recrutando mais células para o local de inflamacdo (Presbitero, et al., 2019). Entretanto, a
liberacdo dessas citocinas lesiona o tecido e pode desencadear um processo inflamatério mais
intenso ainda e levar o paciente a sepse (Zachary, 2013; Kobayashi; Malachowa; DelLeo, 2017).
Ainda ndo se sabe como a necrose € resolvida (Presbitero, et al., 2019).

Além dos processos inflamatorios intensos a hipoxia e as bactérias através da liberacdo
de suas toxinas, dentes elas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes e a Streptococcus aureus, também induzem o neutréfilo a morte necrose (Urbano;
Lourido; Zychinsky, 2006; Presbitero, et al., 2019).

3.4 MALDI-TOF

O termo Maldi-Tof que significa Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation-Time of
Flight refere-se a um método de identificacdo bacteriana que € utilizado ha muito tempo na
medicina humana. Tem mostrado 6timos resultados de forma simples, rapida, sensivel e barata,
apesar do custo inicial ser alto; quando comparados com as técnicas tradicionais de
identificacdo a nivel de género e espécie bacteriana, porém na medicina veterinaria ainda pouco
utilizado (Randall et al., 2015; Dib, 2023). Essa metodologia tem como base avaliar as proteinas
ribossomais baseadas em seu tempo de voo, que € encontrada em maior abundancia nos
microrganismos, possibilitando a identificagdo de bactérias, leveduras e fungos das amostras.
Amostras com um certo grau de contaminagdo podem prejudicar a identificagdo, entdo o pré-
preparo com amostras puras é aconselhado (Randall et al., 2015; Daltonics, 2015).

Na pratica, apos o isolamento da cultura, ela é colocada em uma placa que contém uma
matriz quimica, que penetra na parede celular, facilita a exposi¢do das proteinas da amostra
permitindo que ela seja analisada e transformada em sua forma gasosa, em seguida é disparado
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um laser pelo equipamento, ocorre a vaporizacao da amostra, e as proteinas sdo captadas pelo
detector (time off light — TOF) e comparadas com o banco de dados do equipamento. Esse
tempo que a proteina demora para chegar até o detector gera um grafico que é especifico para
cada tipo de bactéria, fungo ou levedura. Baseado nesse grafico, uma base de dados contida no
aparelho analisa e gera os resultados (Randall et al., 2015; Daltonics, 2015; Dib, 2023).

Os dados inseridos no banco de dados do aparelho s&o principalmente de humanos,
entretanto essa metodologia demonstrou resultados satisfatorios e que podem ser utilizados na

identificacdo dos patdgenos veterinarios (Randall et al., 2015; Dib, 2023).
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4.8 CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizagdo do estudo pode-se observar que avaliagéo da morfologia dos
neutrofilos, coloracdo de gram, mensuracdo da glicose e do lactato aliadas a identificacéo
bacteriana pelo Maldi- Tof, facilitam a identificacdo mais rapida e sensivel das efusfes septicas

nos cdes e gatos, contribuindo para o diagnostico, tratamento e sobrevida desses animais.
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ANEXOS

ANEXO A: Questionario entregue aos médicos veterinarios

© . R ] ;
urkes  CORRELACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS E CITOLOGICOS COM A CULTURAE A &
IDENTIFICACAO BACTERIANA EM EFUSOES CAVITARIAS EM CAES h

Questionario
PACIENTE (nome e cod):

TUTOR:

Obs: Cologue um Vno quadrante se 0 paciente atende aos requisitos do projeto.

Pré requisitos

e Cio Dou gato D
e [Efusdo: abddmen D toérax D

e Auséncia de tratamento com antibidtico D

e Forma de coleta:

o Torneirade 3 vias/scalpD

o Outra: I:l

e Quantidade de amostra de EFUSAO: D
o Tubo de edta (roxo) 2mL

o Tubo seco (vermelho) 3mL

e Amostra sérica do PACIENTE D
o  Tubo edta (roxo) *
o Tubo seco (amarelo ou vermelho) 2mL
o Fluoreto de sédio* (cinza)

*Volume adequado segundo o fabricante do tubo.

Beneficios (sem custo)
e Hemograma (prazo 24hrs (teis).
e Analise da efusédo cavitaria (prazo 72hrs Uteis).

e Cultura da amostra (prazo 7 dias).

Onde buscar os exames:




Nome

Hemograma e andlise da efuséo (SimplesVet)

Cultura bacteriolégica (SimplesVet)

e assinatura do médico

veterinario

responsavel

pelo

paciente:
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