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1-REVISAO DE LITERATURA

1.1 SEPSE, SIRS, CHOQUE SEPTICO, SEPSE GRAVE

feridas supuras (ANGUS; VAN DER POLL, 2013). No entanto, ainda hoje continua a ser uma
das principais causas de morte nos Estados Unidos (CAWCUTT; PETERS, 2014). No brasil,
tem-se uma das maiores taxas demortalidades por sepse do mundo. Estudo multicéntrico
demonstrou uma mortalidade global dos pacientes sépticos de 46,6% (SALES JUNIOR et al.,
2006). Dai vem sua importancia clinica, social e epidemioldgica, sendo questdo de saude
publica.

O conceito de sepse encontra divergéncias na literatura, mas pode ser definido como
uma disfuncao organica que pode ser fatal, causada por uma resposta desregulada do hospedeiro
a infeccdo (RHODES et al., 2017).

A sepse tradicionalmente inclui desde uma resposta inflamatdria aguda na linha de base
até uma infeccdo sistémica associado a mais de um dos seguintes fatores: temperatura elevada
(>38°C) ou baixa (inferiora 36 ° C), frequéncia cardiaca superior a 90 batimentos por minuto,
taxa respiratoria superior a 20 respiragdes por minuto ou hiperventilacdo, alteracdo na
contagem de glébulos brancos, ou a presenca de mais de 10 por cento de neutréfilos imaturos
(BONE et al., 1992).

E para descrever um processo inflamatério, independente de sua causa a literatura
sugere uma nova expressdo: sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) (BONE et al.,

1992). Pelo novo consenso SEPSIS-3, SIRS ¢é classificada como Suspeita/Documentacdo de



Infeccédo associado a pontuagédo 2 ou 3 no qSOFA ou aumento de 2 ou mais no SOFA (SINGER
etal., 2016)

J& outro termo com uso consolidado é choque séptico. Esse quadro clinico pode ser
entendido como um subconjunto da sepse e que esté associado a presenca disfuncéo circulatdria
e celular/metabdlica e por isso hd um maior risco de mortalidade (DELLINGER et al., 2013)

A sepse grave cursa clinicamente com hipoperfusdo ou hipotensao induzida pela sepse
associada a disfuncéo ou anormalidade orgéanica (BONE et al., 1992). A hipoperfuséo tecidual
induzida por sepse seria a base do lactato elevado ou oligdria (DELLINGER et al., 2013). Este
conceito entrou em desuso, mas € ainda amplamente empregado na pratica clinica.

Sepse é considerado um grande problema de salde publica, cada ano mata até um em
cada quatro pacientes nas UTI’s, sendo encontrado prevaléncia maior em alguns estudos
(RHODES et al., 2017). Com uma incidéncia estimada em mais de 19 milhdes de casos de sepse
e 5 milhGes de mortes relacionadas a sepse anualmente, a maioria em paises de baixa e média
renda (RUDD et al., 2018). As despesas relacionados aos cuidados de pacientes com sepse
representaram mais de US $ 23 bilhdes em 2013, sendo 6,2% de todos 0s custos nacionais de
salde nos Estados Unidos (BARBARA et al., 2018).

Diante desta realidade, de crescente incidéncia e prevaléncia, até mesmo nos casos mais
graves, novos avangos de suporte clinico vém ocorrendo. O rastreamento microbiano tornou-se
mais eficaz, varidveis hemodindmicas e das técnicas de suporte organico foram optimizadas.
Buscando melhor controle metabdlico dos internados, melhor monitorizagdo e diagnéstico do
paciente. Somou-se a isso, novas medicacGes que visam interferir na cascata inflamatéria e da
coagulagéo, atuando sistemicamente (SALES JUNIOR et al., 2006).

Diante disso, o 1lAs ( Instituto Latino Americano de Sepse) vem realizando campanhas
para divulgacgdo de protocolos clinicos que orientem as agdes na sepse de criancas e adultos,

tendo em vista que os préprios profissionais de saude necessitam de melhores atualizaces



clinicas constantes afim de facilitar a identificacdo precoce e a quantificacdo precisa da sepse
(SINGER et al., 2016).

Todos os dados corroboram para 0 aumento de pesquisas para elucidacdo dos
mecanismos fisiopatolégicos e dos meios de prevencdo, diagnostico e novas abordagens
terapéuticas da sepse. Isso com o objetivo de diminuir o tempo do paciente na UT]I, a incidéncia
e prevaléncia (SALES JUNIOR et al., 2006), promovendo salide e também diminuindo gastos

publicos com os enfermos, ja que pacientes com sepse tem custado 6 vezes mais do que

1.2- ESCORES

O gSOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment) é considerado como uma
abordagem inicial, fornecendo dados para solicitar uma investigagdo mais aprofundada da sepse
(SEYMOUR et al., 2016a). E principalmente em ambientes com recursos limitados
(BARBARA et al., 2018), por se tratar de um escore mais rapido e com menos insumos. As
variaveis de avaliacdo do qSOFA sdo: pressdo arterial sistélica menor que 100 mmHg,
frequéncia respiratoria maior que 22/min e alteracdo do estado mental (GCS < 15). Para cada
variavel descrita presente é dada uma pontuagdo de 1 se presente, assim a escala varia de 0-3 e
guanto ao prognostico, 2 ou 3 indicam maior risco de mortalidade ou permanéncia prolongada
na UTI (SINGER et al., 2016).

Outra importante escala de avaliacdo clinica é o SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) (SEYMOUR et al., 2016a; VINCENT et al., 1996), que difere do qSOFA por ser
mias completo, podendo predizer melhor a gravidade e, consequentemente, a probabilidade de
mortalidade. Trata-se de um escore que necessita incluir maior quantidade de dados, além dos

parametros utilizados pelo gSOFA. Sendo assim, o SOFA inclui valores de exames



laboratoriais, como PaO., plaquetas, creatinina e bilirrubinas. Anormalidades no organismo e
intervencdes clinicas também sdo levadas em conta (SINGER et al., 2016).

Estudos apontam que em pacientes admitidos em UTI com suspeita de infeccdo, a
validade preditiva do SOFA para mortalidade hospitalar é estatisticamente maior do que o
gSOFA, apoiando seu uso. Entre as suspeitas de infecgédo fora da UT]I, a validade para prever a
mortalidade intra-hospitalar de gSOFA foi estatisticamente maior que SOFA firmando seu uso
como um alerta para predizer possivel sepse (SEYMOUR et al., 2016b).

Outro escore utilizado principalmente nas UTI’s, que relaciona gravidade levando em
conta variaveis como temperatura interna, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
oxigenacdo, pH arterial, sodio, potéssio, creatinina, hematocrito, glébulos brancos e Glasgow
pontuacdo de coma, € o APACHE Il (Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation)
(KNAUS et al., 1985).

Sdo descritos na literatura outros escores para diagnostico e progndstico da sepse em
humanos. No entanto, em modelos animais, pouco se é documentado no Brasil e no mundo,
gerando assim uma dificuldade na comparacdo entre os resultados dos trabalhos com sepse em
animais, além disso uma escala robusta muitas vezes evitaria sofrimento através da eutanasia.

No contexto internacional, destaca-se o0 MSS (Murine Sepsis Score), desenvolvida,
validada e publicada por Shrum et al. (2014), que contempla sete variaveis clinicas (i. aparéncia;
ii. nivel de consciéncia; iii. atividade; iv. resposta a estimulos; v. olhos; vi. frequéncia
respiratdria; vii. qualidade respiratoria), cada uma graduando em uma escala de pontuacao de
0a4. A partir da soma de pontos de cada critério chega-se ao escore final da avaliacdo do estado
clinico do animal, podendo assumir valores entre 0 e 28 pontos. Para validacdo da escala, a
sepse polimicrobiana foi induzida em camundongos pela administracdo intraperitoneal de
suspensdo fecal (fecal slurry) (SHRUM et al., 2014a). Com esse estudo, assim, 0s autores

entregaram a sociedade cientifica um instrumento de avalia¢do da gravidade de animais sépticos



confidvel e consistente, com grande sensibilidade e especificidade para ndo somente predizer o
aparecimento de sepse grave, mas também a probabilidade de mortalidade durante o decurso
temporal experimental (SHRUM et al., 2014b). Dessa forma, o estadiamento do quadro clinico
pelo MSS pode ser utilizado como uma alternativa mais aceitavel e ética para o prolongamento
do evento “morte”, minimizando o desconforto e sofrimento dos animais em estudo.

Anteriormente a publicagdo do MSS, Huet et al. (2013), desenvolveram e validaram um
sistema de escore para acompanhamento do quadro clinico de animais em modelos de sepse.
Denominado M-CASS (mouse clinical assessment score for sepsis), 0 sistema de escore possui
oito critérios de analise (i. aspecto da pelagem; ii. atividade; iii. postura; iv. comportamento;
V. movimentos toracicos; vi. sons toracicos; vii. abertura ocular; viii. perda de massa
corpérea) e para cada um estdo descritos quatro estagios clinicos que representam a evolugéo
de um animal saudavel para um gravemente doente e cuja pontuacdo de cada critério varia de
1 a 4. O escore total pode, entdo, variar de 1 a 32 e pode ser utilizado para avaliar a gravidade
da sepse e prever com precisdo a morte, evitando sofrimento desnecessario dos animais de
dois modelos de choque séptico (pneumonia induzida por K. pneumoniae e injecgdo ip de
LPS) (HUET etal., 2013).

No contexto internacional, comparado ao M-CASS, o MSS tem sido mais amplamente
utilizado nas pesquisas experimentais (BELKACEM et al., 2017; BUSCHER et al., 2016; EL-
ASSAAD et al., 2017; HELMS et al., 2017; MEI et al., 2018). Apesar do desenvolvimento
tecnoldgico da pesquisa experimental, é sabido que estudos pré-clinicos envolvendo animais
antecedem os testes de novos tratamentos em ensaios clinicos. Mas na perspectiva do
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a sepse 0s estudos pre-clinicos tem sido
bastante controversos, principalmente devido as limitagdes metodoldgicas e inconsisténcias
com as condigdes clinicas (ZINGARELLI et al., 2019).

Ainda de acordo com esses autores, uma conferéncia foi realizada em 2017 com o
objetivo de propor diretrizes para padronizacdo dos modelos animais de estudo pré-clinicos.
Nessa mesma conferéncia, uma revisao de 260 artigos (publicados entre os anos 2003-2012)

utilizando modelos de sepse de evidenciou que em 79% dos estudos foram utilizados



camundongo como espécie animal experimental e, apenas, em 9% dos estudos o critério para
eutandsia havia sido definido (ZINGARELLI et al., 2019).

No Brasil ainda ndo hd um sistema de pontuacdo confidvel, adaptado e validado a
disposicdo dos pesquisadores que trabalham com modelos experimentais de sepse para que
possam utilizar para 0 monitoramento desses animais, obtencdo de dados padronizados que
permitam uma melhor comparacdo entre os estudos (nacionais e internacionais) e maior
translacdo para a pratica clinica, conforme problematica abordada por Zingarelli et al., (2019).
Além do apelo ético para a pratica da eutanasia em animais com determinada pontuagao
indicada pela escala, em detrimento da observancia passiva do evento “morte” como endpoint

experimental.

1.3- VARIAVEIS PSICOMETRICAS

A aplicacdo de questionarios vem aumentando a medida que o nimero de pesquisas
0s resultados sejam de qualidade. Para verificacdo € realizado o estudo das varidveis
psicométricas. Dentre elas estdo: confiabilidade, validade, responsividade, que auxiliam no
desenvolvimento e validagdo de protocolos e pesquisas.

a confiabilidade representa a fidedignidade.  Estd relacionado diretamente com a
reprodutibilidade dos escores das variaveis que compde a escala (consisténcia interna), que é o
guanto os itens do trabalho sdo inter-relacionados e da concordancia entre os avaliadores a

respeito das avaliagdes (confiabilidade interavaliadores).



A validade é a medida com a qual um instrumento afere 0s aspectos importantes de
Pode -se assim considerar um instrumento valido quando o contedo é um reflexo adequado do
que foi medido (TERWEE et al., 2018).

Outra variavel psicométrica que vem aumentando seu uso nos Gltimos anos é a
responsividade, que corresponde a uma medida estatistica adequada para avaliar mudancas,
torna responsiva quando pequenas mudancas j& sdo detectaveis. Esse indicador é utilizado

muito na prética clinica.
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RESUMO

Introducéo: Estudos pré-clinicos envolvendo modelos animais de sepse sdo utilizados
amplamente em todo Brasil, no entanto, ndo ha ainda, em portugués brasileiro, um sistema de
escore para a avaliacdo da condi¢do clinica de animais submetidos a modelos de sepse, como o
Murine Sepsis Score (MSS). Objetivos: Adaptar e validar o MSS para o portugués brasileiro.
Meétodos: Foram utilizados 78 camundongos da linhagem Swiss (6-9 sermanas) para a inducao
da sepse por ligacéo e perfuracdo do ceco. A gravidade da sepse foi avaliada por meio da versdo
do MSS incialmente traduzida e adaptada para o portugués brasileiro durante o tempo
experimental por duas duplas de avaliadores. Em seguida o estudo psicométrico da Versdo
Brasileira do MSS (VB — MSS) foi realizado. Estimou-se a confiabilidade através do alfa (o) de
Cronbach e coeficiente de correlacdo intra-classe (CCIl). A validade foi estimada pela
construcdo da curva ROC e quantificacdo da area sob a curva (AUC). Resultados: A VB- MSS
apresentou excelentes consisténcia interna (o0 de Cronbach = 0,945), confiabilidade
interavaliadores [CCI Escore Geral = 0,922 (IC de 95%: 0,911 — 0,932)], poder discriminatorio,
AUC (IC 95%) = 0,921 (0,878 — 0,965), p < 0,001 e grande responsividade. O escore geral e
por item estdo relacionados a probabilidade de sobrevida (p < 0,05). O escore de 4,75 é 0 ponto
cut off. Conclusdo: A VB-MSS possui 6tima performance discriminatoria, é altamente
confidvel, replicavel e valida para ser utilizada em paises de lingua portuguesa para avaliacéo

do status clinico de animais sépticos.

Palavras-chave: Sepse; Escore; Choque Séptico; Modelo Animal; Camundongo; Etica
Animal

Keywords: Sepsis; Score; Septic shock; Animal model; Mice; Animal ethics

1 INTRODUCAO



Hipdcrates (460-377 AD), ja fazia alusdo a sepse quando utilizou o termo “ferida
putrefata” para figurar as suas manifestagdes clinicas 1. E ha pelo menos 80 anos modelos
experimentais de animais foram criados e aperfeicoados para investigar o desenvolvimento, o

manejo e o tratamento da sepse 2 e eses foram elucidativos em diversas esferas.

Atualmente, sepse € um dos principais problemas de salde, a cada ano mata um em cada
quatro pacientes, sendo encontrado prevaléncia maior em alguns estudos 3. No Brasil destacou
que a sepse é 0 maior problema de saude publica nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s),
com alta taxa de morbidade, mortalidade (SILVA et al., 2004; SOGAYAR et al., 2008), gerando
causa elevado gasto publico, ja que pacientes com sepse tem custado 6 vezes mais do que

pacientes sem sepse em UTI

Os modelos animais que tentam imitar as complexidades da sepse em ambiente de
laboratdrio produziram novas ideias sobre 0os mecanismos fisiopatol6gicos e moleculares desta
doenca. Diante disso, elevaram pedidos para um exame mais atento/detalhado dos modelos

animais convencionais de sepse °.

O tratamento de pacientes sépticos depende muito do monitoramento de sinais vitais e
pacientes com maior risco de morte podem ser identificados através de escores de alerta
precoce, visualizados no SOFA (Simplified Acute Physiology Score) e o gSOFA (quick
Simplified Acute Physiology Score). Ha4 também protocolos mais utilizados em pacientes na
UTI (Unidade de Terapia Intensiva) como o APACHE (Acute Physiologic and Chronic Health

Evaluation) ® para seguimento clinico.

Nos ultimos anos se utiliza o sistema de indugédo por CLP (ligadura e puncéo do ceco)
para inducgéo de sepse moderada em animais. Surgiu entdo em 2014 o Murine Sepsis Score que
é uma escala clinica que avalia a sobrevida e a gravidade da sepse por Shrum el. al (2014) em

animais sépticos por CLP, e também surgiu em modelo de inducéo de sepse por pneumonia o



modelo de M-CASS (mouse clinical assessment score for sepsis), por Huet et al. (2013), escore

clinico por eles desenvolvido e validado, mas com certa subjetividade de avaliag&o.

No brasil, ndo existe um escore clinico produzido ou adaptado/validado para o
acompanhamento do quadro clinico de animais submetidos a modelos de sepse, como 0 Murine
Sepsis Score (MSS). Portanto, buscou-se traduzir, adaptar e validar o Murine Sepsis Score
(MSS) para o portugués brasileiro utilizando um modelo experimental de sepse polimicrobiana

em camundongos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados no experimento camundongos machos heterogénicos da linhagem
Swiss (6-9 semanas), provenientes do Biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia Béasica
e Comportamental (LANBAC) da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e mantidos em
ambiente com temperatura (23 £ 2°C) e ciclo claro/escuro (12h/12h) controlados. Todos 0s
animais tiveram acesso a alimentacao por livre demanda, assim como a ingesta hidrica, durante

0 tempo experimental.
Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram submetidos a apreciagdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Animais (CEPA) da UFS e aprovado sob o protocolo de n° 44/2015.Todo o grupo
envolvido esteve ciente: da lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca), das normas e
principios éticos da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos (DBCA, 2016), das Diretrizes da Pratica de Eutanasia (2018), criada
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), das normas e
principios éticos da International Guiding Principles for Biomedical Research Involving

Animals.



O modelo experimental da sepse

Para a inducéo da sepse foi utilizado um modelo proposto por Shrum el. al (2014) 7, que
consiste em uma perfuracdo e ligagdo do ceco, chamado CLP (Cecal Ligation Puncture). Os
animais foram inicialmente anestesiados (Quetamina (100 mg/kg e xilazina 15 mg/kg de massa
corporea). Apds tricotomia e assepsia local, uma incisdo de 1 centimetro na regido abdominal
para acesso a cavidade peritoneal. O ceco foi exteriorizado, obstruido e ligado com um fio de
nylon estéril (4.0) na regido correspondente a 50% do ceco, abaixo da valvula ileocecal. Em
seguida, para inducgdo de sepse moderada foi realizada uma Unica perfuracéo, transpassou-se 0
ceco com agulha estéril 22 gauge 8. Logo apos, o ceco foi levemente comprimido, até ser
observado extravasamento do conteudo fecal e, em seguida, recolocado na cavidade abdominal
®. O abdome foi suturado com agulha de nylon (4.0) e, na sequéncia receberam uma reposicao
volémica com 1 mL de salina estéril (37°C) por via subcutanea. No grupo controle (Sham)
houve a exteriorizagdo do ceco, sem ligacdo e/perfuracdo, recolocando-o na cavidade
abdominal ap6s seu manuseio. A constitui¢do dos grupos foi feita de maneira randomizada por

pesquisador que ndo esteve envolvido na coleta de dados.

Traducéo e adaptacdo do MSS para o portugués brasileiro

Criado e validado Shrum e colaboradores (2014), o Murine Sepsis Score (MSS), avalia
a gravidade da sepse induzida pela administragcdo intraperitoneal de suspensao fecal (fecal
slurry). O MSS contempla sete variaveis clinicas (i. aparéncia; ii. nivel de consciéncia; iii.
atividade; iv. resposta a estimulos; v. olhos; vi. frequéncia respiratoria; vii. qualidade
respiratoria), cada uma com uma escala de pontuacdo de 0 a 4. A partir da soma de pontos de

cada critério chega-se ao escore final do animal, podendo assumir valores entre 0 e 28 pontos.



A adaptacéo transcultural do MSS para o portugués brasileiro baseou-se nas etapas
propostas por Beaton et al. (2000) (traducéo, sintese, retrotraducéo, revisdo e teste da verséo

final).

Traducdo:

Inicialmente, para evitar discrepancias, ambiguidades e/ou descontextualizacdes foram
utilizados trés tradutores denominados T1, T2 e T3. Cada um responsavel por uma traducéo de
forma independente, produzindo uma VB-MSS. Eles foram responsaveis por evitar falhas no
traducdo da versdo original do MSS 1°, escrita em inglés, e produzir, cada um, a sua versio no
portugués brasileiro. O T1 foi um pesquisador in locus (T1) com dominio da lingua inglesa e
vasta experiéncia em pesquisa experimental. O T2 foi um professor de lingua inglesa
experiente, ndo considerado pesquisador ou académico, para assim perceber as particularidades
linguisticas que poderiam ser despercebidos por tradutores com influencia técnica cientifica-
bioldgica. O T3 foi um mestrando da area bioldgica, com razoavel experiéncia em pesquisa

experimental e proficiéncia plena em lingua inglesa, adequados para a traducao.
Sintese:

Juntamente com um pesquisador a parte das trés etapas de traducéo, os tradutores em
posse das 3 em portugués brasileiro, conduziram a sintese ¢ a produgdo do intitulado ‘Versdo

Brasileira (VB) do Murine Sepsis Score (VB — MSS)’ (Quadro 1)

Retrotraducdo

A fim de testar a consisténcia interna e compatibilidade de contetudo entre as versdes,
apos a sintese, a VB — MSS foi retrotraduzida do portugués para o inglés. Foi responsavel um

outro tradutor blindado, sem contato com os processos anteriores de traducao.



Revisao

Para fazer a constatacdo da equivaléncia entre a VB-MSS e o MSS, uma equipe de
pesquisadores e tradutores das versdes, analisaram a proposta da escala traduzida sob a
perspectiva semantica, idiomatica e conceitual. Apds a avaliacdo e sem grandes modificagdes,

a versdo foi aprovada.

Teste da VB — MSS

Durante a avaliagdo do quadro clinico pela VB-MSS os animais foram mantidos dentro
das gaiolas, mas sem tampas, para melhor visualizagdo. O monitoramento foi realizado por duas
duplas de investigadores que se alternaram durante o tempo experimental, blindados aos grupos
experimentais. Cada avaliacdo de examinador foi protegida em relacdo a avaliacdo do parceiro.
As avaliagdes foram realizadas 1h antes da inducdo da sepse, a cada 6h apos a cirurgia durante
24h e, apds isso, a cada 24h durante 7 dias. Assim, o escore geral e por item da VB-MSS, de
cada investigador, para cada animal ao longo do tempo foram computados para posterior estudo

de variaveis psicométricas, a saber: medidas de confiabilidade, validade e responsividade *,
Andlise estatistica

Tal como a escala original do MSS *°, a intitulada Vers&o Brasileira do Murine Sepsis
Score (VB — MSS) é constituida por 7 variaveis clinicas a serem avaliadas, cada variavel
assumiu valores de 0 a 4. A confiabilidade da escala foi avaliada por meio do célculo da
consisténcia interna e da confiabilidade interavaliador. A consisténcia interna entre as sete
variaveis da VB-MSS foi avaliada pelo coeficiente alfa (o) de Cronbach. Adicionalmente,
retirando-se os itens da escala, um a um, o o de Cronbach foi recalculado com o objetivo de
identificar os itens mais discrepantes. A medida de confiabilidade interavaliadores foi
guantificada tanto para o escore geral como para o0s itens individuais da escala, através do

Coeficiente de Correlagdo Intra-classe (CCI). Para tanto, foram comparadas as pontuagoes



dadas por cada avaliador das duas duplas, independentemente, para cada animal (Sham e
Sepse), nos tempos experimentais pré determinadas (1 hora antes da indugéo da sepse, 6, 12,

18, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 horas apds a indugéo).

Para investigar a capacidade da VB — MSS em diferenciar animais sham de sépticos,
bem como detectar diferencas na gravidade da sepse entre 0s grupos de animais desse estudo
foi utilizado a curva ROC (Receiver Operating Characteristic), curva de Caracteristica de
Operacdo do Receptor. Ademais, € definido uma area dentro da ROC a AUC (AUC, do inglés,
Area Under the Curve) através da qual avaliacdo poder discriminatorio da escala em predizer
a sobrevida ao final das 24 horas. Tragcado a curva ROC, dois pontos escolhidos a ¢ 3
correspondentes, respectivamente, a sensibilidade e especificidade, foram utilizados pela
expressdo algébrica y = 1-(a+p) significando o Indice de Youden (Youden Index). Assim, com
base nas coordenadas da curva ROC, calculou-se o melhor Youden Index, aquele cujo valor
mais se aproxima do 1. Este representou a menor proporg¢éo de erros de discriminagéo, e por

meio desse indice obteve-se a pontuacdo da escala que utilizou-se como ponto de cut off 12,

Para verificar a capacidade da VB - MSS de detectar as mudancas do estado de sepse
do animal durante o experimento, foi utilizado o coeficiente de responsividade (CR). O teste
foi o resultado entre a subtracdo do escore médio basal, o escore 24 horas pos cirurgia, dividido
pelo desvio padrdo (DP) da média do escore em condi¢des basais. Os coeficientes foram
interpretados a luz da faixa de referéncia proposta por Wright et al (1997) , onde foram definidos
intervalo de pequena responsividade quando o valor é < 0,2; valores entre 0,5 e 0,8 indicam

moderada responsividade e ; valores > 0,8 grande responsividade.

Para registro dos dados e posterior analise estatistica foram utilizados os programas SPSS

versdo 22.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).



RESULTADOS

Medidas de Confiabilidade

Para verificagdo da consisténcia interna dos itens presentes na VB-MSS, foi utilizado o
coeficiente alfa (o) de Cronbach (Tabela 1). No geral, os sete itens foram considerados com
consisténcia excelente (o de Cronbach = 0,945). Apoés a retirada dos itens, um a um, verificou-
se participac¢ao uniforme (a de Cronbach entre 0,928-0,939). Mas pode ser observado que com
a retirada do item ‘Resposta a Estimulos’ da analise, obteve-se 0 maior coeficiente: 0,951,

demonstrando, assim, que esse foi 0 item que menos contribuiu para o constructo.

Para estimar o grau de variabilidade de respostas das duplas de observadores
(confiabilidade interavaliadores), foi utilizado o CCI (coeficiente de correlacdo intraclasse). Na
Tabela 2 estdo os valores de CCI para o escore clinico geral e para cada item da escala,
individualmente. Foi obtido uma excelente confiabilidade interavaliadores para o escore clinico
geral [CCI Escore Gerar = 0,922 (IC de 95%: 0,911 — 0,932)]. Para as varidveis de analise
‘Atividade’, ‘Aparéncia’, ‘Nivel de Consciéncia’, ‘Olhos’, ‘Frequéncia Respiratéria’ o CCI foi
indicativo de boa confiabilidade [CClatividage = 0,882 (IC de 95%: 0,866 - 0,897); CClaparéncia =
0,742 (IC de 95%: 0,709 - 0,772); CClnivel de consciencia = 0,829 (IC de 95%: 0,805 - 0,849);
CCloines = 0,829 (IC de 95%: 0,805 - 0,849) e CClrrequencia Respiratoria = 0,845 (IC de 95%: 0,824 -
0,864)]. Ja as variaveis ‘Qualidade Respiratoria’ e ‘Resposta a estimulos’ apresentaram indice
moderado [CClqualidade Respiratoria = 0,705 (IC de 95%: 0,668 - 0,738); CClRresposta a Estimulos = 0,477

(IC de 95%: 0,421 - 0,530)].

Medida de Validade

Para verificar o poder discriminatdrio da versao traduzida do MSS em prever aqueles

animais que tendem a morte em 24 horas, uma curva de Caracteristica de Operacéo do Receptor



(ROC- Receiver Operating Characteristic) foi construida (Figura 1). A &rea sob a curva (AUC
— Area Under the Curve) (com intervalo de confianga de 95%) calculada foi 0,921 (0,878 —
0,965) com valor de p < 0,0001, sugerindo que a versao traduzida do MSS possui um excelente

poder discriminatério.

Para estimar o cutoff indicativo de menor proporcéo de erro em classificar os animais
que progridem para 6bito em 24h subsequentes a uma avaliagdo, o critério adotado foi o calculo
do indice de Youden, a partir das coordenadas de sensibilidade e especificidade da curva ROC.
O VB — MSS de 4,75 (indice de Youden = 0,74) foi selecionado como melhor ponto cutoff para
animais que progridem para morte nas 24 h subsequentes uma avaliagcdo: com uma sensibilidade

+95% C.1.) de 0,951 e especificidade (£95% C.I.) de 0,79.
Medida de Responsividade

Para o célculo da capacidade da VB-MSS para detectar as mudancas do quadro de gravidade
dos animais Sépticos e Sham, dividiu-se a diferenca entre as médias dos escores totais dos
animais, no tempo 0 e 24 horas apds a cirurgia, pelo desvio padrdo dos animais antes da cirurgia
(Tabela 3). A VB-MSS apresenta grande responsividade, com valor de 1,24 para comparac6es
de animais Sham (entre 0 e 24 horas apds a cirurgia) e valor de 39,28 para comparacdo dos

animais sépticos nos mesmos tempos experimentais.

DISCUSSAO

Em estudos pré-clinicos envolvendo modelos animais de sepse, existem poucas escalas
validadas com o objetivo de auxiliar o pesquisador no acompanhamento do quadro clinico dos
animais, bem como na avaliacdo de gravidade e predicdo de sobrevida. No mundo, é uma

crescente a preocupacao com a bioética das pesquisas. O interesse no assunto sepse aumentou,



trazendo visibilidade para os estudos em animais e humanos, assim, surgiu a demanda de
sistemas de pontuacédo para avaliagdo da dor e gravidade de doenga em camundongos. O M-
CASS (mouse clinical assessment score for sepsis) foi um modelo utilizado para descrever um
sistema de pontuagdo clinica para prever com precisdo a morte e evitar um sofrimento
desnecesséario para 0s animais experimentais. Para conseguir isso, a observacao sintomatica foi
escolhido em modelo com animais sépticos (pneumonia induzida por K. pneumoniae e injec¢do
ip de LPS) . E 0 MSS (Murine Sepsis Score) envolve a observacdo de sete componentes:
aparéncia, nivel de consciéncia, atividade, resposta ao estimulo, olhos, frequéncia respiratéria

e qualidade respiratéria. A pontuacgdo estabelecida no MSS é a média desses sete componentes

5

Ja no Brasil, ndo h4 nenhum escore em portugués brasileiro que norteie as pesquisas
impedindo a morte como ainda de ser usada como um ponto final em estudos de sepse em
animais. Baseado nesta caréncia de um sistema de pontuacdo de confianca para o
acompanhamento dos animais submetidos a modelos de sepse 0 Murine Sepsis Score (MSS),
bastante utilizado no contexto internacional de pesquisa, foi traduzido, adaptado e validado para

0 portugués brasileiro °.

Para a validacdo da escala para o portugués brasileiro, foi realizado uma criteriosa traducéo,
retrotraducdo e sintese das versdes traduzidas. Apds isso, foram utilizadas variaveis
psicométricas semelhantes as utilizadas para validar a versdo original, particularmente a

validade, confiabilidade e responsividade.

A utilizacdo de sistemas de pontuacdo para acompanhamento do quadro clinico dos animais
ainda permitem um manejo mais ético, objetivo e reproduzivel dos animais em estudo, podendo

sucumbir a utilizagdo da eutanasia em vez de agravamento do sofrimento %,



Para se estimar a confiabilidade de um estudo, usa-se amplamente o a de Cronbach, que é
a medida objetiva de confiabilidade (consisténcia interna) dos itens de um questionario. Como
a medida de o de Cronbach ¢ uma propriedade das pontuagdes em um teste de uma coorte
especifica é importante que ela seja estimada toda vez que for usada em diferentes coortes de
estudo 4. Foi demonstrado que a VB-MSS possui indices excelentes de consisténcia interna (o
= 0,945), semelhante aos obtidos por Shrum et al. (2014) na versao original em inglés o = 0,92.
Os erros de medicdo podem afetar a andlise estatistica, interpretacdo e a discussdo de um
trabalho, portanto, é importante avaliar a quantidade de tal erro, calculando o coeficiente de
correlagéo intraclasse (CCI), ou seja, medindo a confiabilidade interavaliador . O CCI do
presente estudo possui confiabilidade interavaliador excelente (CCl = 0,92; Intervalo de
Confianca de 95%: 0,91 - 0,93), similares aos obtidos por Shrum et al. (2014) (CCIl = 0,96 com
IC de 95%: 0,92 — 0,98).

Diante dos valores obtidos com o a de Cronbach e o CCI, avalia-se que a VB-MSS
possui alta confiabilidade em avaliacGes realizadas por avaliadores diferentes, e constitui uma
escala homogénea para avaliacdo da gravidade da sepse. Ou seja, a VB-MSS é uma escala de
excelente reprodutibilidade e objetividade.

De forma pioneira, foi retirado item por item da escala e em seguida avaliado as
alteracbes dos coeficientes de confiabilidade. Observamos que, ap6s a exclusdo do item
‘Resposta a estimulos’, o a de Cronbach passou de 0,94 para 0,95, ou seja, houve melhora na
confiabilidade do instrumento. Isto pode ser devido a uma inconsisténcia e/ou subjetividade do
item que alterou, de forma limitada, a consisténcia interna da escala. A avaliagdo de "Resposta
a estimulos’ foi realizada através da producao de um estimulo sonoro proveniente da batida de
duas barras metalicas do lado externo da caixa e de acordo com a reagdo do animal foi lhe
atribuido uma pontuag@o que pode ser no minimo ‘1°. Analisamos como viés da avaliagdo deste

quesito, a subjetividade do entendimento de "Resposta a estimulos’ por cada avaliador, se seria



a movimentacgdo da cabeca em direcdo a fonte sonora ou presenga de uma reacdo de sobressalto
do animal ou apenas o piscar de olhos, entre outros.

As recentes descobertas demonstram que o0 MSS é o mais Util dos sistemas de pontuacéo
para distinguir entre os modelos de CLP moderada e grave e para prever a morte na sepse por
CLP de camundongo °. Apesar disso, M-CASS foi efetivo em predizer a morte, mas foi mais
variavel que os outros escores para diferenciar a gravidade da doenca em camundongos
sépticos.

No entanto, apesar de todo avanco, entende-se que uma das limitac6es enfrentadas por
estudos comportamentais e escalas de observacdo podem incluir tendéncia a manipulacéo ou a
estimulacdo dos animais limitando a classificacdo dos componentes pela subjetividade.

Ademais, a utilidade do M-CASS e do MSS deve ser validada também em estudos que
empreguem modelos mais leves de CLP e com administracdo de antibidticos, a fim de
determinar a ampla aplicabilidade desses sistemas de pontuacdo como marcadores substitutos
de morte em estudos CLP 6.

Assim como no estudo de Shrum et al. (2014) e Mai et al. (2018), a AUC (IC de 95%)
foi calculada a partir da curva ROC gerada e apresentou o valor de 0,92 (0,87 — 0,96), sugerindo
excelente poder discriminatério da VB-MSS. No estudo de Mai et al. (2018), a AUC foi de 0,88
(95% de IC: 0,77-0,99), também considerada com excelente poder discriminatorio. No artigo
de Shrum et al. (2014), também houve excelente poder discriminatério, AUC = 0,82 (0.752 -
0.898).

Por Shrum et. al (2014) o indice do MSS de 3 (escore de Youden de 0,61) foi selecionado
como ponto de corte para camundongos que progrediram para sepse grave sensibilidade (x 95%
Cl) e a especificidade (x 95% IC) deste escore foi 57% (47-67%) e 100% (82-100%),
respectivamente. Neste estudo para diferenciar os animais que possuem melhor sobrevida dos

que estdo progredindo para a morte o escore foi de 4,75 (indice Youden de 0,74) para



camundongos que progridem para 6bito dentro de 24 horas, com a menor proporcao total de
erros (95% de sensibilidade e 79% de especificidade). Pode-se confirmar que a VB-MSS é um
instrumento valido para predizer o desfecho do animal em 24 horas e, portanto, possui 6tima
performance discriminatdria.

Assim, em consonancia com os autores Shrum et. al (2014), Mai et. al (2018), Huet et.al
(2013) e Langford et al. (2010) , as escalas clinicas que objetivam avaliar e propor alternativa
a morte como Ultimo desfecho a sepse viabilizam a diminuicdo do sofrimento do animal, sendo
uma alternativa eficaz, acessivel, mais aceitavel do ponto de vista ético.

Para analise da competéncia do teste em detectar pequenas mudancas ocorridas na amostra
foi proposto o teste da confiabilidade da amostra. A VB-MSS demonstrou grande capacidade
em detectar mudan¢as minimas, porém significativas, no quadro clinico, tanto dos animais
submetidos ao modelo de sepse por CLP (coeficiente = 39,580) quanto dos animais falso-

operados Sham (coeficiente = 1,24).

CONCLUSAO

O estudo pscicométrico da Versao Brasileira do MSS (VB-MSS) demonstrou que a escala é
altamente confiavel, replicavel e valida para ser utilizada no acompanhamento de animais
submetidos a sepse. Além disso, possui 6tima performance discriminatoria para predizer o
desfecho do animal nas 24h subsequentes a uma avaliacdo. Assim, sua pontuacdo pode ser
utilizada como um desfecho alternativo para estudos envolvendo modelos animais de sepse,
permitindo comparagdes mais padronizadas entres os estudos, e, a0 mesmo tempo, despontando

como uma alternativa eticamente mais aceitavel.
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Quadro 1: Versédo Brasileira (VB) do Murine Sepsis Score (VB-MSS)

ATIV

IDADE

0 - Quantidade normal de atividade. Camundongo faz alguma das seguintes
atividades: se alimenta, bebe, escala, corre ou luta.

1 - Atividade levemente suprimida. Camundongo ainda se locomove no fundo da
gaiola.

2 - Atividade suprimida. Camundongo estacionario com movimentos investigativos
ocasionais.

3 - Nenhuma atividade. Camundongo totalmente estacionario.

4 - Nenhuma atividade. Camundongo apresenta tremores, particularmente nos

membros posteriores.

APARENCIA FISICA

0 - Pelagem uniforme rente ao corpo

1 - Tufos em piloerecédo

2 - Maior parte do dorso em piloerecéo

3 - Piloerecdo pode ou ndo estar presente, mas 0 camundongo estd com o dorso
curvado e aspecto corporal avolumado.

4 - Piloerecdo pode ou ndo estar presente, mas 0 camundongo parece raquitico.

NIVE

L DE CONSCIENCIA

0 - Camundongo esté ativo

1 - Camundongo esta ativo, mas evita levantar sobre patas traseiras

2 - A atividade do camundongo esta notadamente lenta. O camundongo ainda se
locomove.

3 - Atividade esta prejudicada. Camundongo apenas se move quando provocado.
Movimentos ocorrem com tremores.

4 - Atividade gravemente prejudicada. Camundongo permanece parado quando
provocado, com possiveis tremores.

RESP

OSTA A ESTIMULOS

0 - Camundongo responde imediatamente a estimulo auditivo ou toque.

1 - Resposta ausente ou lenta a estimulo auditivo; resposta forte ao toque (move-se
para escapar)

2 - Resposta ausente a estimulo auditivo; resposta moderada ao toque (move-se
poucos passos)

3 - Resposta ausente a estimulo auditivo; resposta leve ao toque (sem locomocao)

4 - Resposta ausente a estimulo auditivo. Pequena ou nenhuma resposta ao toque.
Auséncia de reflexo postural.

OLHOS

0 - Abertos

1 - Olhos ndo estdo completamente abertos, possivelmente com secrecoes.

2 - Menos da metade dos olhos fechados, possivelmente com secrecoes.

3 - Metade ou mais da metade dos olhos fechados, possivelmente com secrecoes.

4 - Olhos completamente fechados ou eshbranqui¢ados.

FREQUENCIA RESPIRATORIA




0 - Respiracao rapida, prépria de camundongo.
1 - Frequéncia respiratoria com discreta reducédo (frequéncia ndo quantificavel
visualmente).

2 - Frequéncia respiratdria modernamente reduzida (frequéncia na faixa superior do
gue se pode quantificar visualmente)

3 - Frequéncia respiratoria severamente reduzida (frequéncia facilmente contavel
visualmente em intervalos de 0,5 s).

4 - Frequéncia respiratoria extremamente reduzida (>1 s entre movimentos
respiratorios)

QUALIDADE DA RESPIRACAO

0 - Normal

1 - Curtos periodos de respiracdo dificultosa

2 - Respiracdo dificultosa, ndo agonica

3 - Respiracdo dificultosa entremeada por respiracdo agonica

4 - Respiracao agonica

Observacoes:

Versao Original publicada:
Shrum, B. et al. A robust scoring system to evaluate sepsis severity in an animal
model. BMC Research Notes 2014, 7:233




Tabela 1: Avaliacdo da consisténcia interna dos 7 itens da versdo traduzida para o
portugués brasileiro do Murine Sepsis Score (MSS).

Coeficiente o de N° total de itens da .
Cronbach Escala Item retirado

0,945 7 Nenhum
0,939 6 Qualidade Respiratoria
0,932 6 Frequéncia Respiratoria
0,951 6 Resposta a Estimulos
0,930 6 Olhos
0,929 6 Nivel de Consciéncia
0,944 6 Aparéncia
0,928 6 Atividade

Analise estatistica: Coeficiente a de Cronbach. Valor de o de Cronbach entre 0,7 e 0,79 foi
considerado como “satisfatorio”, entre 0,8 ¢ 0,89 foi considerado “bom” ¢ maior do que 0,9
foi considerado excelente (LIU et al., 2018).

Tabela 2: Coeficientes de Correlagdo Intraclasse (CCI) do Tipo 3 (IC de 95%) para o Escore Geral
e itens isolados da verséo traduzida para o portugués brasileiro do Murine Sepsis Score (MSS).

Item da o F-Statistics
Escala CCI(IC de 95%) F dfl df2 p
Escore Geral 0,922 (0,911-0,932) 24,779 767 768 <0,0001"
Atividade 0,882 (0,866 -0,897) 15995 783 784  <0,0001""
Aparéncia 0,742 (0,709-0,772) 6,763 785 786  <0,0001"
Nivelde 4 89(0,805-0,849) 10676 780 781 < 0,0001""*
Consciéncia
Olhos 0,829 (0,805-0,849) 14,090 783 784  <0,0001"
Respostaa g 479 0421-0530) 2826 781 782 <0,0001™*
Estimulos
FE fequUencla = 945 (0,824 -0,864) 11,906 781 782 <0,0001""
esplratorla
Qualidade 4 705 0,668 -0,738) 5773 783 784  <0,0001""

Respiratéria
Andlise estatistica: Coeficiente de Correlacéo intraclasse. (****) p < 0,0001.Valores de CCI menores
que 0,5 atribuiu-se a escala uma confiabilidade interavaliadores pobre; entre 0,5 e 0,75, confiabilidade
moderada; de 0,75 a 0,9, confiabilidade boa; e para valores de CCI maiores que 0,9 atribuiu-se uma
confiabilidade interavaliadores excelente (JENSEN et al., 2017).
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Figural: Curvade Caracteristica de Operac¢do do Receptor (ROC- Receiver
Operating Characteristic) da versdao do MSS traduzida para o portugués
brasileiro. A partir dela a area sob a curva (AUC) foi calculada. Uma AUC entre
0,7 e 0,8 foi classificada como aceitavel e para valores de AUC entre 0,8 € 0,9

atribuiu-se & curva ROC uma discriminacdo excelente (HANLEY; MCNEIL,
1982).

Tabela 1: Coeficiente de responsividade da versao traduzida para
0 portugués brasileiro do Murine Sepsis Score (MSS).

SHAM SEPSE
Tempo — "
Média DP N Média DP N
0 0,06 0,17 17 0,07 0,33 21
24 0,26 0,44 17 13,03 5,77 19
Coeficiente de 1.24 39 58

Responsividade

Os coeficientes foram interpretados a luz da faixa de referéncia
proposta por WRIGHT e YOUNG (1997), onde valores < 0,20, 0,5 a
0,8 e > 0,8 indicam responsividade pequena, moderada e grande,
respectivamente. SHAM: animais falso-operados; SEPSE: animais
submetidos ao procedimento de sepse induzida por ligagdo e perfuragdo
do ceco (CLP).




