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ELASTOGRAFIA ACOUSTIC RADIATION FORCE IMPULSE (ARFI), DOPPLER E
ULTRASSONOGRAFIA CONTRASTADA DO BACO CANINO

RESUMO - O bacgo é um 6rgdo que desenvolve inUmeras fun¢gbes importantes no
organismo e é um dos principais locais para o desenvolvimento de tumores
primérios, metastaticos e afec¢des do sistema hematopoiético, por isso realizar uma
avalicdo apurada neste orgdo € de suma importancia, em Medicina veterinaria,
particularmente em cées devido a importancia econdmica, afetiva e de similaridade
cientifica para o homem. Todavia, a maioria dos métodos utilizados para o
diagnostico conclusivo de enfermidades esplénicas sdo métodos invasivos, sendo
gue os naos invasivos perdem em sensibilidade e especificidade, dificultando que se
proceda a um correto diagndéstico. Sendo assim, este estudo prospectivo visou
avaliar a aplicabilidade das novas técnicas ultrassonograficas para avaliacao
esplénica de caninos, utilizando a elastografia ARFI (qualitativa e quantitativa),
Doppler e ultrassonografia por contraste com microbolhas, com o intuito de
determinar valores ainda ndo descritos na veterinaria, as quais fornecam subsidios
suficientes para se obter um diagndstico conclusivo sobre a condi¢cdo esplénica,
nesta espécie. Os resultados obtidos nos caes saudaveis, por meio da
ultrassonografia modo B apresentaram-se normais, sendo que na elastografia
qualitativa, as porcbes esplénicas avaliadas apresentaram-se ndo deformaveis, com
parénquima homogéneo de cor cinza escuro (hard). Na elastografia quantitativa os
valores médios da velocidade de cisalhamento foram de 2,32 m/s para a cabeca,
2,16 m/s para o corpo e 2,25 m/s para a cauda do baco, ndo apresentando diferenca
estatistica (P > 0,05). Ao exame contrastado, foram avaliados animais com
erliquiose na fase subclinica, e estes apresentaram ao exame modo-B,
esplenomegalia com presenca de bordas arredondadas, ecotextura heterogénea e
ecogenicidade mista do baco. Ao Doppler, verificou-se valores para os indices
vasculares da artéria esplénica: velocidade sistélica: 22,59 + 8,07 cm/s; velocidade
diastélica: 5,25 * 4,66 cm/s; e indice de resisténcia: 0,71 *= 0,14. Pela
ultrassonografia com contraste observaram-se valores para wash-in de 5,31 + 0,7s,
pico de realce de 18,56 = 2,90s e wash-out: 94,56 = 35,21s. A elastografia ARFI &
um método recente que pode fornecer dados de base para o bagco e permitir a
utilizacdo futura desta técnica, na avaliacdo de cdes com doenca esplénica. A
ultrassonografia convencional do bagco de cdes com erliquiose associado com a
utilizacdo do método Doppler e ultrassonografia contrastada s&do importantes
ferramentas na triagem diagndstica e podem auxiliar a monitoracéo e evolucdo de
animais na fase subclinica.

Palavras-chave: Caes, esplénico, ultrassom, contraste ultrassonogréfico
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ACOUSTIC RADIATION FORCE IMPULSE ELASTOGRAPHY DOPPLER AND
CONTRAST-ENHACD ULTRASSONOGRAPHY OF DOGS SPLEEN

ABSTRACT — The spleen is an organ develops much important functions in the body
and the spleen is one of the main organs prone to the development of primary
tumors, metastasis and a broad range of diseases of the hematopoietic system
perform assessment of spleen is important. In veterinary medicine, principally in dogs
because of economic importance, affective and scientific similarity to humans.
However, the most of the methods used for conclusive diagnosis of splenic diseases
are invasive methods, noninvasive lose in sensitivity and specificity difficulting
proceed to a correct diagnosis. Thus, this study aimed to perform the ultrasound
scan of dogs spleen using the elastographic (qualitative and quantitative) Doppler
and contrast enhanced ultrasonography. Determining values not described in
veterinary, which provide sufficient subsidies to get a conclusive diagnosis of the
splenic condition in this species. The results in healthy dogs showed, all splenic
segments visualized with the B-mode ultrasonography appeared normal. Different
splenic segments examined with qualitative elastography were free of any detectable
malformations and the images appeared as homogeneous dark areas. The mean
shear velocity values were 2.32 m/s for head, 2.16 m/s for body and 2.25 m/s for tail
of the spleen, and they did not vary between the different age groups (P>0.05). In
dogs with ehrlichiosis in subclinical phase showed, by B-mode examination,
observed splenomegaly with presence of rounded borders and heterogeneous
echotexture and mixed echogenicity in spleen. For Doppler found values for vascular
indices of the splenic artery: systolic velocity: 22.59 + 8.07 cm/s; diastolic velocity:
5.25 + 4.66 cm/s; and resistance index: 0.71 + 0.14. For contrast enhanced
ultrasonography observed values for wash-in: 5.31 £ 0.7s, peak enhancement: 18.56
+ 2.90s and wash-out: 94.56 + 35.21s. The ARFI elastography is a new method and
it may aid in the diagnosis and evaluation of splenic abnormalities routinely assessed
in veterinary practice. The conventional ultrasonography of the spleen in dogs with
ehrlichiosis associated with hemodynamic evaluation by Doppler and contrast
enhanced ultrasonography are important tools for diagnosis trial and could help the
monitoring clinical evolution in subclinical phase.

Keywords: Dogs, splenic, ultrasound, contrast-enhanced
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

O baco possui multiplas funcbes no organismo (linfaticas, imunoldgicas,
circulatérias e hematopoiéticas), aléem de ser considerado um dos maiores O0rgaos
reticuloendoteliais (FRY; MCGAVIN, 2007). Ademais, esse 6rgédo € um dos principais
locais para o desenvolvimento de tumores primarios, metastaticos e afec¢des do
sistema hematopoiético (MORRIS; DOBSON, 2007). Fatos que denotam importancia
singular para o diagnéstico de anormalidades do tecido esplénico, utilizando
métodos que possam contribuir com outros métodos de avaliagdo dos pacientes.

O que dificulta o diagnostico de massas no tecido esplénico é que essas
podem ser consideradas neoplasicas ou ndo neoplasicas, fato esse que faz o
diagnéstico conclusivo das alteracBes esplénicas em caninos, fundamental para
prescricdo de um tratamento adequado e efetivo. Atualmente tal diagndstico é obtido
principalmente por meio da analise histopatologica, método considerado invasivo
(BJORLING 1999; RODASKY; PIEKARZ, 2009). Além disso, essa caracteristica
diagnéstica implica no desenvolvimento de técnicas complementares, como o
Doppler, elastografia e ultrassonografia com contraste, que possam melhorar a
sensibilidade e especificidade no diagnostico de afeccdes esplénicas em cées, de
modo n&o invasivo.

Em Medicina humana, novas técnicas de imagem tem sido implementadas e
dentre elas ressalta-se a elastografia, ultrassonografia com contraste por
microbolhas e Doppler com resultados bastante promissores, fato que facilita a
utilizacao destes métodos em Medicina Veterinaria, particularmente no céo pela sua
importancia econdmica, afetiva e de similaridade cientifica para o homem.

Visto a gama de alteragdes que comprometem o parénquima esplénico de
cées e a importancia que este 6rgado apresenta para 0 organismo e suas funcgodes,
faz-se de grande relevancia promover um diagnéstico preciso de alteracdes
esplénicas. Por isso, a inclusdo de novas técnicas para tal finalidade diagnéstica
pode corroborar e aumentar a precisdo na deteccdo e diferenciacdo dessas

enfermidades esplénicas em cées.
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Considerando a novidade do uso da elastografia ARFI, técnica Doppler e
ultrassonografia com contraste na avaliagdo esplénica em caes, esse estudo teve
como objetivo descrever a aplicabilidade destas técnicas na avaliacdo esplénica em

cées, determinando padrdes inéditos e relevantes para medicina veterinaria.
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2. Reviséo de Literatura
2.1 Baco

O baco € o maior 6rgéo linfoide secundéario do organismo canino (REECE, 2006)
e é responsavel por desempenhar fungdes de extrema importancia. Dentre as quais
destacam-se a hematopoiese, remodelamento de células vermelhas, reservatorio de
hemacias e plaquetas, filtracdo e fagocitose sanguinea, remocéao de inclusdes intra-
eritrocitaria, além do envolvimento no metabolismo de ferro e fungdes imunoldgicas
(TILSON, 2003).

Anatomicamente, o bago canino esté localizado no abdémen cranial esquerdo
e normalmente segue a curvatura maior do estbmago, mas sua posicao exata é
variavel, pois ira depender da distensdo gastrica e do tamanho de outros 6rgaos
abdominais adjacentes. De modo geral, a cabeca do baco esta localizada abaixo do
limite do gradil costal, com corpo e cabeca se estendendo ao longo da regiao
hipocondriaca esquerda ou proximo ao abdémen ventral (NYLAND; MATTON,
2015).

O tecido esplénico € envolvido por uma cédpsula muscular lisa e espessa que se
estende como uma trabécula e sua rigidez é fornecida por uma estrutura de suporte
tridimensional, que €é formada pela capsula e por trabéculas (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2003).

O parénquima esplénico é dividido em polpa vermelha e branca. A polpa
branca é responséavel pela atividade imunolégica do 6rgdo e consiste primeiramente
em linfdcitos e células do sistema reticulo endotelial, sendo distribuidas ao longo dos
vasos arteriais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2003). A polpa vermelha é um “filtro”
altamente eficiente, que retira do sangue circulante o material particulado, como
bactérias e células sanguineas lesionadas ou envelhecidas, servindo ainda como
reservatorio de plaquetas e eritrocitos (GIL; FROES; FELICIANO, 2015), além de ser
constituido por pequenos capilares, vasos venosos e um reticulo preenchido por
sangue e macrofagos (TILSON, 2003).

Quanto a sua vascularizacdo, este 6rgdo é altamente vascularizado e seu
suprimento sanguineo é feito essencialmente pela artéria esplénica, que € um ramo
da artéria celiaca. A artéria esplénica se ramifica em trés a cinco vasos primarios,

direcionados ao terco ventral do baco, com o primeiro ramo constituindo o
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suprimento sanguineo esquerdo do pancreas e os restantes direcionados para o
corpo do baco; posteriormente, estes ultimos ramos emitem 20 a 30 ramificacdes
esplénicas que adentram ao parénquima, sendo que estes Ultimos por sua vez,
continuam no ligamento gastrosplénico até a curvatura maior do estdmago, onde
formam as artérias gastricas pequenas e artéria gastroepipléica esquerda. J4 a
drenagem venosa é realizada por meio da veia esplénica (FOSSUM et al., 2005).

As caracteristicas e funcdes acima apresentadas faz com que o baco tenha
sua aparéncia macro e microscopica afetadas por uma grande variedade de
doencas sistémicas, inflamatérias e hematologicas (COWEL; TYLER; MEINKOTH,
1999). Anormalidades esplénicas, mais comumente apresentadas pela
esplenomegalia, sdo quase sempre reconhecidas em cées durante o exame fisico
dos pacientes; sendo que a neoplasia é anormalidade mais comumente observada
na clinica veterinaria (MORRIS; DOBSON, 2007).

As esplenomegalias podem ser classificadas como localizada e generalizada.
A esplenomegalia localizada € dividida em neoplasica ou ndo neoplasica e a
generalizada é caracterizada como uma leséo difusa do baco e, este aumento pode
ser ordenado em quatro tipos, de acordo com 0s mecanismos patologicos
envolvidos: inflamag&o-infeccdo, hiperplasia linforreticular, congestédo ou infiltragao
(NEER, 1996).

Em termos de sintomatologia de doenca esplénica os sinais sao geralmente
inespecificos (COUTO, 1992). Por isso, em casos de suspeita, o clinico precisa fazer
uso de exames complementares, entre eles a radiografia e a ultrassonografia. Por
meio da radiografia, normalmente, € possivel visibilizar o baco, contudo a sua
aparéncia pode variar amplamente, dificultando a avaliacdo do oOrgdo. A
ultrassonografia é o procedimento de escolha porque pode mostrar de forma
acurada a imagem e o tamanho do baco e, permite monitorar a resposta do paciente
a terapia (COUTO, 2010).

2.2 Ultrassonografia Esplénica
Para realizacdo dos exames ultrassonograficos do parénquima esplénico em
cées, é indicada a realizacdo de tricotomia ampla do abdémen, estendendo-se do

apéndice xifoide até os ultimos pares de glandulas mamarias (FELICIANO et al.,



20

2007). Ademais, é ideal que se faca jejum alimentar de no minimo oito horas e a
administracdo de antifiséticos (FELICIANO; GARCIA; VICENTE, 2015). O exame
pode ser realizado pelo contato direto do transdutor com a superficie do érgdo em
interface com o gel condutor (JOHNSTON et al., 1991; DAVIDSON; BAKER, 2009).

O tamanho do baco nos caes é variavel, o que acarreta na necessidade de
modificacdes na abordagem ultrassonografica para cada paciente (HELCHT, 2011).
Normalmente, o paciente é posicionado em decubito dorsal, mas pode ainda ser
realizada em decubito lateral direito, para facilitar a delimitacdo do o6rgao (GIL;
FROES; FELICIANO, 2015). Em geral, a avaliacdo esplénica € feita em cortes
longitudinais e transversais e a frequéncia dos transdutores deve ser em torno de
7,5 MHz ou mais (NYLAND; MATTON, 2015).

A estrutura esplénica é visibilizada na regido hipocondriaca esquerda,
apresenta estrutura capsular lisa, fina e com contornos ecogénicos, exceto na regiao
do hilo. Esse 6rgdo é considerado hiperecoica em relacdo ao figado e ao cortex
renal, apresentando ecotextura homogénea (Figura 1) (GIL; FROES; FELICIANO,
2015).

Figura 1. Imagem ultrassonogréfica de baco canino normal (setas) (Arquivo pessoal)

Os ramos das veias esplénicas sdo visibilizados como estruturas anecoicas
tubulares dentro do parénquima esplénico e saem do 6rgdo pelo hilo. As artérias
esplénicas, normalmente, ndo sao vistas pela ultrassonografia convencional
(HELCHT, 2011).
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A ultrassonografia convencional é extremamente Uutil na avaliagdo dos
pacientes caninos. Usualmente, a realizacdo da varredura esplénica € indicada nos
casos de esplenomegalia generalizada, massas esplénicas ou abdominal, historico
de trauma, anemia, leucocitose, hemoperitdnio, estadiamento de neoplasias e
procura de metastase (GIL; FROES; FELICIANO, 2015).

Entretanto, a diferenciacdo das alteragbes malignas e benignas pela
ultrassonografia convencional é limitada (WARREN-SMITH, 2012), dessa forma, a
aspiracao por agulha fina ou biopsia com tru-cut sdo técnicas comumente utilizadas
para tal fim, contudo sdo consideradas alternativas invasivas e que necessitam

geralmente de sedacao ou anestesia geral (HOLDSWORTH et al., 2014).

2.3 Ultrassonografia Doppler

Dentre o0s recentes avancos na tecnologia dos equipamentos
ultrassonogréficos, uma técnica que tem obtido destaque na avaliacdo da funcéo de
varios orgaos é a ultrassonografia Doppler, a qual proporciona em tempo real
informacbes valiosas sobre a caracteristica de irrigacdo dos 6rgaos
parenquimatosos, de maneira ndo invasiva e segura (CARRILLO et al., 2012).

A ultrassonografia Doppler € uma técnica que consiste na interagdo do
ultrassom com o fluxo sanguineo, onde o efeito Doppler ocorre quando 0 movimento
das células sanguineas é refletido para o ultrassom (NYLAND; MATTON, 2015).

A aplicacdo deste método € recente e tém demonstrado bons resultados em
animais, sendo que sua eficacia tem sido comprovada no estudo hemodinamico dos
tecidos (FELICIANO et al.,, 2012) e, especificamente no baco, pelo estudo da
neovascularizacao tecidual em alteracbes esplénicas, avaliacdo de neoplasias e
torcdo esplénica, onde nesta ultima € notado a auséncia de fluxo sanguineo (GIL;
FROES; FELICIANO, 2015).

Durante o estudo da vascularizagdo esplénica em céaes, observa-se
principalmente a artéria e veia esplénica, ambas visibilizadas na regido hilar do
orgao, além de ser possivel detectar os ramos destes vasos principais (NYLAND;
MATTON, 2015).

As principais caracteristicas avaliadas ao modo Doppler do bagco sdo a

presenca ou ndo de neovascularizagdo e a determinagdo dos indices
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dopplervelocimétricos: velocidade do pico sistolico (VPS); velocidade diastolica (VD);
o indice de resisténcia vascular (IR = Vmax — Vmin / Vmax); e de pulsatividade (IP =
Vmax — Vmin/Vmédia) (MIDDLETON et al., 1989; GUMBSCH et al.,, 2002;
CARVALHO et al., 2008). Na avaliacdo do fluxo sanguineo esplénico ao tracado
Doppler, observa-se fluxo de baixa resistibilidade, ou seja, pico sistolico amplo e
continuo, com pico diastélico alto ou diastole cheia, além de pico sistélico sem janela
espectral, semelhante ao padrdo espectral das artérias hepaticas e renais (GIL;
FROES; FELICIANO, 2015) (Figura 2).

60°

Figura 2. Imagem ultrassonogréafica Doppler da artéria esplénica (seta) em um céo.
Nota-se a imagem ultrassonografica do parénquima esplénico (B) (Arquivo pessoal).

2.4 Elastografia ARFI

Em Medicina humana, novas técnicas de imagem tém sido elaboradas e,
dentre elas, ressalta-se a elastografia. Este método ultrassonogréafico consiste em
uma extensao tecnificada de uma das mais antigas ferramentas da clinica médica, a
palpacdo, na qual se avalia a forma e a rigidez do 6rgdo de interesse (OPHIR,
2002).

A elasticidade € a propriedade de um corpo ou substancia a qual permite que
eles sejam deformados quando sujeitos a uma forca externa e possam retomar a

sua forma original ou o tamanho, quando esta € removida. Essa deformacgédo é
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inversamente prorcional a rigidez e ao tempo de reparo do tecido (GODDI et al.,
2012).

A elastografia foi desenvolvida no inicio dos anos noventa, sendo considerado
método muito promissor que avalia a elasticidade dos tecidos, sendo capaz de
estudar a dureza de tecidos. Desde entdo, varios meéetodos para avaliacdo da
elasticidade tecidual tém sido propostos em elastografia (por compressao, acoustic
radiation force impulse - ARFI e real-time shear velocity - RSV) (DUDEA et al.,
2011).

O método ARFI é uma técnica de imagem segura e ndo invasiva, que fornece
medidas quantitativas e qualitativas da rigidez dos tecidos, com variabilidade
interobservador reduzida. Para avaliagdo qualitativa, sdo utilizados impulsos
acusticos curtos e de alta intensidade para deformar os elementos do tecido e criar
um mapa estatico (elastograma) de rigidez tecidual relativa. Esse método fornece
mapeamento em escala de cinza que demonstra a rigidez relativa dos tecidos da
regido estudada, comparando-se com a imagem ultrassonografica convencional
correspondente (Figura 3). De forma geral, as areas mais claras representam os

tecidos mais deformaveis do que as areas escuras (GODDI et al., 2012).

Figura 3. Imagem da elastografia qualitativa em regido de cauda o bac¢o canino
normal (A). Ao lado direito da figura, observa-se a presenca do elastograma,
correspondente a imagem da ultrassonografia convencional (a esquerda) (seta)

(Arquivo pessoal).
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Na avaliacdo quantitativa ARFI, é utilizado um impulso acustico primario em
direcdo a regido a ser examinada, o qual promove a formacdo de ondas de pressao
em propagacao, capaz de deformar os tecidos, ocorrendo a captacao da velocidade
de propagacdo das ondas de pressdo (cisalhamento) (Figura 4). A velocidade de
propagacdo e atenuagdo das ondas estdo relacionadas com a rigidez e
viscoelasticidade do tecido, sendo que as ondas apresentam maior velocidade em
tecidos rigidos (COMSTOCK, 2011).

Figura 4. Imagem da elastografia quantitativa em regido de corpo de baco canino
normal (A), na qual se observa a demarcacao pelo gate de uma por¢céao do tecido

esplénico e obtencdo da velocidade de cisalhamento em m/s (Arquivo pessoal).

Em medicina humana, a elastografia tem sido utilizada principalmente para a
identificacdo e diferenciacdo de neoplasias mamarias, diagnoéstico de tumores
prostaticos, monitoramento de lesdes focais e fibréticas, estudo das propriedades
estruturais dos rins (SRINIVASAN et al., 2004).

Em veterinaria, o uso da elastografia ARFI € recente e experimental, sendo
utiizada na avaliacdo de neoplasias mamérias em cadelas (FELICIANO et al.,
2014a), padronizagdo de valores de referéncia para avaliacdo hepatica, renal e
esplénica em caninos adultos (HOLDSWORTH et al., 2014), baco de gatos adultos
(FELICIANO et al., 2104b), prostata e testiculos de cées (FELICIANO et al., 2015) e
rim de gatos (GARCIA et al., 2015).
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Especificamente sobre a avaliagdo esplénica do baco em caes, utilizando a
técnica ARFI, Holdsworth et al. (2014) desenvolveram estudo inicial utilizando
animais adultos. Porém, realizou apenas a técnica ARFI quantitativa e o nimero de
animais foi reduzido (15 caninos), com alta variabilidade racial, além destes
pacientes ndo serem avaliados clinicamente antes da realizagdo do estudo. Estes
autores sugerem que novos estudos devem ser realizados, visando padronizar a
técnica em um maior niumero de animais, de diferentes idades, tomando-se cuidado

com as variacdes de peso e outras particularidades.

2.5 Ultrassonografia por Contraste com Microbolhas

A ultrassonografia por contraste com microbolhas (CEUS - “Contrast
Enhanced Ultrasonography”) € um método inovador que avalia alteracdes da
perfusdo vascular em diversos 6rgdos (NYMAN et al., 2005).

Esse novo método ultrassonogréfico estuda de forma singular a capilarizacéo
tecidual por meio da administracdo intravenosa de microbolhas, as quais se
difundem pela macro e microcirculacdo (por possuirem o mesmo tamanho das
hemacias), além de refletirem muito bem ao ultrassom, assim capazes de aumentar
de forma consideravel o sinal Doppler, o que permite a deteccao de fluxos dificeis de
identificacdo (NOGUEIRA et al., 2002).

As microbolhas séo constituidas por um gas de elevado peso molecular, tal
como os perfluorocarbonos. Esses agentes tém o diametro entre 1 e 6 mm, fato
esse que permite sua passagem por meio dos leitos capilares. Sua utilizacdo é
segura e livre de efeitos adversos hemodinamicos, pois 0S agentes permanecem
estritamente em regido intravascular, sem difuséo intersticial ou excrecdo de urina
(KALANTARINIA; OKUSA, 2007).

Os meios de contrastes variam de acordo com tipo de gas contido nas
microbolhas. H& dois grupos principais: os de gas altamente sollveis, que usam ar,
como o Echovist® (Schering) e o Lelovist® (Schering) e os que utilizam gas de baixa
solubilidade e mais estaveis, como os gases perfluoretos e entre eles estdo o Sono
Vue® (Braco, Atlanta), Optisom® (MIB, Amersham Medical) e o Sonazoid®
(Amersham Medical) (FELICIANO; GARCIA; VICENTE, 2015).
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A ultrassonografia com contraste por microbolhas € considerada em alguns
casos na medicina, como uma técnica superior a ressonancia magnética e
tomografia computadorizada (contrastadas), no que se refere a avaliacdo de nédulos
focais em Orgados parenquimatosos; além de ndo ser necessaria a realizacdo de
anestesia do paciente, ndo emitir radiagdo e fornecer uma imagem em tempo real
(HAERS; SAUNDERS, 2009). Adicionalmente, este método vem sendo utilizado
para avaliacdo da viabilidade miocardica, deteccdo de neoplasia mamaria em
mulheres, isquemia intestinal, doenca arterial periférica, enfermidades vasculares
hepéticas e no estudo da perfusdo renal (KALANTARINIA; OKUSA, 2007).

Em medicina veterinéria, os estudos que utilizam esse método de imagem
sao recentes. Em cées, ha pesquisas descrevendo a utilizacdo desta técnica para a
avaliacdo hepatica de animais saudaveis e hepatopatas, avaliacdo da perfuséo renal
(WALLER et al., 2007) e avaliagdo prostatica (BIGLIARD; FERRARI, 2011). Ja em
gatos domésticos, tem estudos que avaliaram os testiculos desses animais (BRITO
et al.,2015)

Em relacdo aos achados ou caracteristicas observadas por meio deste
método, o0 exame contrastado estabelece pardmetros relacionados ao
preenchimento tecidual homogéneo ou heterogéneo (VOLTA et al., 2014); além de
tempos relacionados com sua presenca nos tecidos, sendo que nesta Ultima
avaliacdo € possivel mensurar o tempo entre a inje¢cdo do contraste até o
aparecimento da microbolhas, avaliando: o inicio da perfusdo do érgdo (“wash-in”); o
pico de contraste (realce), que € momento de maior perfusdo apds o “wash in”; e
tempo de saida total do contraste do parénquima (“wash-out”) (Figura 5). O padréo
de preenchimento microvascular dos contrastes ultrassonograficos possibilita
determinar precocemente pequenas massas em estagio inicial de evolucdo e de
hipervascularizagdo em tumores agressivos e auxilia na diferenciagao entre tumores

malignos e benignos, de forma n&o invasiva (LOCK et al., 2009).
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Figura 5. Imagem ultrassonografica de baco canino, utilizando o método de

contraste por microbolhas (setas) (Arquivo pessoal).
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CAPITULO 2 - Elastografia ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) em bago
de cdes saudaveis de diferentes idades
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RESUMO
Objetivos: Determinar caracteristicas elastograficas do parénquima esplénico em

cdes clinicamente saudaveis de diferentes idades, a fim de estabelecer valores de
referéncia qualiquantitativos para esta técnica.

Material e Métodos: Foram avaliados trinta e trés cdes higidos categorizados em
jovens, adultos e senis. Com a ultrassonografia modo B foi examinado o baco na
sua ecotextura, ecogenicidade e tamanho. Usando a elastografia qualitativa, o baco
(cabeca, corpo e cauda) foi examinados pela homogenidade e presenca de
deformidades. A velocidade de cisalhamento em diferentes segmentos esplénicos foi
entdo avaliada quantitativamente.

Resultados: Todos o0s segmentos esplénicos visualizados com a técnica
ultrassonografica modo B apresentaram-se normais. Na elastografia qualitativa os
diferentes segmentos esplénicos examinados apresentaram-se ndo deformaveis,
com parénquima homogéneo de cor cinza escuro. Na eslastografia quantitativa os
valores médios da velocidade de cisalhamento foram de 2,32 m/s para a cabeca,
2,16 m/s para o corpo e 2,25 m/s para a cauda do baco, ndo apresentando diferenca
estatistica entre os grupos (P > 0,05).

Significancia clinica: Elastografia Quantitativa e Qualitativa em baco de cées
clinicamente saudaveis, de diferentes idades, pode ser realizada facilmente. Além de
ajudar no diagnostico e avaliacdo de anormalidades esplénicas encontradas na

rotina veterinaria com o uso da ultrassonografia modo B.
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INTRODUCAO
Atualmente, ha um aumento no interesse de técnicas ndo invasivas para

avaliar as propriedades viscoelasticas em tecidos de 6rgéos internos, usando novas
modalidades de imagem baseadas na ultrassonografia. As analises
ultrassonograficas da deformacéo tecidual podem ser avaliadas com a elastografia
por compressdo ou sem compressao por meio da elastografia ARFI (coustic
radiation force impulse) (Gallotti et al. 2010). A elastografia ARFI é uma técnica de
imagem, segura e nao invasiva, que fornece medidas quantitativas e qualitativas da
rigidez dos tecidos com uma variabilidade interobservador reduzida (Dudea et al.
2011, Feliciano et al. 2014).

Para avaliacdo qualitativa, este método utiliza impulsos acusticos curtos e de
alta intensidade para deformar os elementos do tecido e criar um mapa estatico
(elastograma) de rigidez tecidual relativa. Esse método fornece um mapeamento em
escala de cinza que demonstra a rigidez relativa dos tecidos da regido estudada,
comparando-se com a imagem ultrassonografica convencional correspondente. De
forma geral, as areas mais claras representam os tecidos mais deformaveis que as
areas escuras (Goddi et al. 2012). Alternativamente o estudo quantitativo ARFI
utiliza um impulso acustico primario em direcdo a uma regido de interesse,
promovendo a formacao de ondas de pressdo em propagacéo capaz de deformar os
tecidos, captando a velocidade de propagacdo das ondas de presséo
(cisalhamento). A velocidade de propagacdo e a atenuacdo das ondas estdo
relacionadas com a rigidez e viscoelasticidade do tecido, as ondas apresentam
maior velocidade em tecidos rigidos (Comstock, 2011).

Em humanos, a elastografia ARFI tem sido usada, primariamente, para
identificar e diferenciar varios tipos de tumores mamarios e prostaticos. Em adicéo, a
elastografia esplénica estda sendo usada no diagnéstico de alteracdes hepaticas
(Bota et al. 2010, Dudea et al. 2011, Gao et al. 2012). Em medicina veterinéria, esta
técnica é recente e experimental e tem sido usada para detectar tumores mamarios
e determinar caracteristicas de normalidade em figado, baco e rim de cées
(Feliciano et al. 2014, Holdsworth et al. 2014).

Diagnosticar malformacdes esplénicas € de extrema importancia, pois este
orgéo esta envolvido em funcgdes linfaticas, imunes, circulatérias e hematopoiéticas

(Fry & McGavin 2007). O bago canino é um dos principais locais para o
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desenvolvimento de tumores primarios, metastaticos e do sistema hematopoiético
(Morris & Dobson, 2007). O diagndstico conclusivo de varias afec¢des esplénicas é
obtido, principalmente, por meio da analise histopatologica, sendo a amostra
coletada por biopsia guiada pelo ultrassom ou apos a esplenectomia (Rodaski &
Piekarz 2009). O primeiro estudo que avaliou a velocidade (avaliagdo quantitativa)
do parénquima esplénico (com duas profundidades: 0 a 2 cm e 2 a 4 cm) em caes
adultos, com avaliacdo dos fatores de peso, profundidade e sexo nos valores da
elastografia foi realizado por Holdsworth et al. (2014). Entretanto, a elastografia
guantitativa em diferentes regides esplénicas (cabeca, corpo e cauda) de cées de
diferentes idades e a elastografia qualitativa em cées, ainda precisa ser avaliada.
Considerando a aplicabilidade da Elastografia ARFI em medicina humana e a
escassez dos estudos sobre esta técnica em pequenos animais, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar o parénguima esplénico em céaes higidos de diferentes idades, e
determinar os padrbes qualitativos e quantitativos (velocidade de cisalhamento),

ainda ndo descritos para esta técnica.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado apds aprovacéo pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP/Jaboticabal (11852/14). Trinta e trés caes higidos, com peso de 2 a 10 kg
foram selecionados para este estudo. Os animais foram considerados saudaveis,
baseado no exame fisico, hemograma completo (incluindo perfil bioquimico) e
urindlise com avaliacdo da relacdo proteina/creatinina na urina (UPC). Os caes
foram divididos em trés diferentes grupos: Grupo 1 (n=11), animais jovens: 3 meses
a 1 ano de idade (idade média=6,0 + 3,3 e peso médio=3,3+1,0 kg); Grupo 2 (n=17),
adultos: 1 a 7 anos de idade (idade média=3,1 + 1,6 e peso médio=6,0+1,8 kg);
Grupo 3 (n=5), animais velhos: mais de 7 anos (idade média=9,4+2,2 anos e peso
médio = 8,0£1,6 kQ).

Ultrassonografia modo B
Realizou-se uma tricotomia ampla do abdémen desses animais, a fim de

permitir a ultrassonografia, antes do exame o gel foi aplicado sobre o abdémen do
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animal, para assegurar um adequado contato. N&o houve necessidade de sedagéo.
Todas as avaliagbes foram efetuadas por um Unico operador experiente. Para a
ultrassonografia modo B utilizou-se um transdutor linear de 9,0 MHz com o aparelho
ACUSON S2000/SIEMENS, com sistema de diagnostico (Siemens, Munich,
Germany). Durante a execugdo ultrassonografica do baco avaliou-se,
subjetivamente, a ecotextura (homogénea ou heterogénea), ecogenicidade
(comparada ao cortex renal), tamanho (aumentado, diminuido ou normal) e

contornos (triangular ou normal).

Elastografia ARFI

Para a elastografia ARFI esplénica nos céaes, foi utilizado transdutor linear
9,0MHz (Feliciano et al. 2014) com softarwe para caracterizacdo qualitativa e
quantificativa usando o método ARFI (Virtual Touch Tissue Quantification).
Imediatamente apl6s a ultrassonografia modo B, executou-se a elastografia
qualitativa da cabeca, corpo e cauda do baco, as quais formaram imagens em tons
de cinza. As imagens foram avaliadas quanto a presenca de deformidades, areas
claras (indicativo de um tecido mais elastico, ou seja, menos rigido e mais
deformavel) e areas escuras (mais rigida mais dura e ndo deforméavel). A avaliacdo
elastografica quantitativa envolveu a determinagdo da velocidade de cisalhamento,
uma funcdo apropriada no sistema foi ativada e o calipter colocado no interior do
parénquima esplénico. Realizaram-se seis medicdes em cada porcdo do 6rgao
(cabecga, corpo e cauda), com uma profundidade variando de 0,5 a 2,0 cm e com
isso os valores obtidos foram usados para calcular as velocidades de cisalhamento
médio (Figura 1). O tamanho do calipter foi ajustado em relacdo as por¢cdes
esplénicas (Figura 2).

As imagens ultrassonogréaficas modo B, do baco contendo a sua maior area
de seccdo transversal, foram salvas (*.jpeg). As andlises das imagens do
parénquima esplénico, no computador, foram realizadas utilizando um programa
comercial (Image ProPlus®, Media Cybernetics Inc., San Diego, CA, USA). Um

medidor poligonal foi utilizado para calcular os valores numéricos de pixel médios
(Fig 3).
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Figura 1. Imagem ultrassonogréfica de um baco canino, submetido a avaliagdo
Elastografica ARFI quantitativa da por¢cdo caudal (cauda).

Figura 2: Imagem ultrassonogréafica de um baco canino, submetido a avaliacdo
Elastografica ARFI qualitativa da porcdo caudal (cauda) (A) e uma imagem
ultrassonografica modo B da porcao esplénica caudal (B); Analise eslastografica do

baco (setas).

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa PROC MEANS-
SAS™ (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) e GraphPad Prisma 4 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Foram analisados os parametros de normalidade
da variancia de homogeneidade pelo teste Shapiro, ja as analises residuais foram
avaliadas pelo teste F. O nivel de significancia foi estabelecido em 95%, para todos
os testes realizados. As médias da velocidade de cisalhamento (quantitativa) e as
variaveis de ecotextura, das diferentes porcdes esplénicas, foram avaliadas por uma

analise de variancia (ANOVA). As correlacfes entre as velocidades de cisalhamento
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médias (média calculada para todo o baco) e as caracteristicas quantitativas
ecotextura do bago foram avaliadas por regresséo linear simples. Todos os dados
nao paramétricos (ecotextura, ecogenicidade, tamanho, contornos e aparéncia, bem
como a deformidades nas imagens em tons de cinza, na ultrassonografia esplénica)

foram avaliados em cada animal.

Figura 3: Diagrama ilustrando a colocacdo do medidor poligonal em baco canino,
usado para determinar os atributos quantitativos da ultrassonografia modo B,

analisados pelo programa ImageProPlus®.

Resultados

Todos os bacos examinado pelo exame de ultrassonografia modo B
apresentaram ecotextura homogénea, tamanhos normais e contornos finos e
regulares. Neste estudo, ndo houve alteracbes no parénquima esplénico (isto é
hiperecoica em relacdo ao cortex renal). A elastografia qualitativa e quantitativa da
cabeca, corpo e cauda do baco, foram realizadas sem qualquer dificuldade. Com
base na elastografia qualitativa, a avaliacdo do parénquima esplénico ndo se
apresentou deformavel, demonstrando imagem homogénea escura (Figura 1).
Utilizando a elastografia ARFI quantitativa, os valores médios da velocidade de
cisalhamento do baco foram de 2,32 m/s para cabeca; 2,16 m/s para corpo e 2,25

m/s para cauda (Tabela 1; P>0,05). Os valores da velocidade média de
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cisalhamento néo variaram (P > 0,05) entre os animais alocados dos trés diferentes
grupos de idade.

Com relacao a ultrassonografia quantitativa do baco e suas caracteristicas de
ecotextura, ndo houve diferenca estatista (P>0,05) entre os cées distribuidos nos
diferentes grupos (Tabela 2); a diferenca minima nos valores de pixel entre os trés
grupos de cées néo foi significativa (P = 0 ,08). Nao houve correlacao significativa
entre a velocidade média de cisalhamento e os parametros de ecotextura, estudados
(P>0,05; Tabela 3).

Tabela 1. Valores médios da velocidade de cisalhamento (+ desvio padréo) do baco
canino (cabeca, corpo e cauda) com intervalos de confianca 95% (IC 95%). Com

base na elastografia ARFI quantitativa.

Variaveis Regido de cauda Regido de corpo  Regido de cabeca Valor P
Grupo 1 2,31+0,33 2,09+0,32 2,38+0,58 0,2383
(IC 95%) 2,10-2,53 1,88 - 2,30 1,99 - 2,77

Grupo 2 2,32+ 0,56 2,25+ 0,63 2,34 + 0,56 0,9208
(IC 95%) 1,98 — 2,67 1,86 - 2,63 1,99 - 2,68

Grupo 3 1,98 + 0,27 2,10 £ 0,27 2,19+0,36 0,5065
(IC 95%) 1,69 - 2,27 1,81-2,38 1,8-2,57

Total (n = 33) 2,25+0,44 2,16 £ 0,47 2,32+0,52 0,4026
(IC 95%) 2,09 - 2,42 1,98 - 2,33 2,13-252

Grupo 1, animais jovens — 3 meses a 1 ano de idade; Grupo 2, adultos — 1 a 7 anos de idade; Grupo 3, animais velhos— mais

de 7 anos de idade.
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Tabela 2. Os valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros ecotextura

esplénico, determinados por meio da andlise software Imagem ProPlus®.

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Valor P
NPVs 38,17 +12,28 32,18 + 15,16 30,95+ 9,02 0,4643
MaxPV 171,8 £ 50,86 218,5 + 61,69 190,3 £ 62,43 0,1593
MinPV 2,38 £ 0,58 2,34 +£ 0,56 2,19+0,36 0,0808
PSD 19,50 £10,40 28,93 11,18 27,89 £13,73 0,19

Valores numéricos de pixels (VPLs), valor maximo de pixel (MaxPV), valor minimo pixel (MinPV), desvio padrao dos valores
médios de pixel (heterogeneidade de pixel - PSD). Grupo 1, animais jovens - 3 meses a 1 ano de idade; Grupo 2, adultos - 1 a

7 anos de idade; Grupo 3, animais velhos, mais de 7 anos de idade.

Tabela 3. Valores de R (coeficiente de correlacdo) e P nas correlacbes entre a

velocidade de cisalhamento e varidveis ecotextura quantitativas, do baco canino.

Paramétros R Valor P
MSVxNPVs - 0,0930 0,63
MSVxMaxPV 0,09940 0,61
MSVxMinPV 0,241 0,21
MSVxPSD 0,279 0,14

MSV, média das velocidades de cisalhamento; NPVs, valores numéricos de pixels; MaxPV, valor maximo de pixels; MinPV,

valor minimo de pixel; desvio padréo dos valores médios de pixel (heterogeneidade - PSD).

Discusséo

A elastografia esplénica em caninos, realizada nesse estudo foi executada
sem qualquer dificuldade. Em contraste com estudo anterior realizado por
Holdsworth et al. (2014), especificamente para a aplicacdo da elastografia esplénica
em caes, o presente trabalho fornece valores de referéncia para parametros
elastograficos de baco de caninos saudaveis. Para melhor conhecimento dos
autores, este € o primeiro relato das caracteristicas elastograficas das varias regides
anatdbmicas do parénquima esplénico em caes clinicamente saudaveis (com base
em uma ampla gama de testes clinicos, incluindo perfil bioquimico sérico) de
diferentes idades. Adicionalmente, os resultados de imagem, esplénica, ARFI foram
comparados com as obtidas usando a avaliagdo ultrassonografica modo B do bago

canino, a qual utiliza uma escala de cinzas.
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As variagBes no tamanho e as caracteristicas funcionais do bago entre cées
jovens e velhos foram as principais razfes para incluir os trés grupos etérios de
animais no presente estudo. Os animais jovens tendem a ter bagos maiores do que
os individuos mais velhos, provavelmente, devido a diminuicdo da reserva
hematopoéticas em cdes mais velhos (Grandmaison et al. 2001).

A ultrassonografia modo B é a modalidade de imagem mais utilizada para
avaliacdo esplénica em cdaes, porque é altamente eficaz na deteccdo de lesdes
macroscopicas no parénquima esplénico, e para avaliar o tamanho e localizacéo do
orgdo (ou seja, detectar esplenomegalia ou massas esplénicas) (Kisseberth &
McEntee 2008, Bandinelli et al. 2011). Contudo, esta técnica nao é suficientemente
sensivel para identificar alteracbes patolégicas difusas, ou especifica para
diferenciar alteracdes patologias malignas e benignas (Vescoci et al. 2009, Garcia et
al. 2012). Até o momento, o diagnéstico definitivo de alteracdes esplénicas sé
poderia ser obtido por meio da analise histopatoldgica das lesdes (Rodaski &
Piekarz 2009). Os parametros elastograficos qualitativos e quantitativos descritos
neste estudo constituem valores de referéncia, que podem ser utilizados em estudos
subsequentes, com base na aplicabilidade da técnica de imagem ARFI na deteccao
de uma grande variedade de lesbes esplénicas em caes.

As alteracbes na velocidade de cisalhamento do tecido esplénico
demostraram ser de grande utilidade na deteccao e diagnostico de doencas crbnicas
(cirrose hepatica), hipertensdo portal (Bota et al. 2010) e em certas alteracdes
vasculares (varizes esofégicas), em humanos (Ye et al. 2012). No entanto, ndo ha
relatos sobre a aplicacdo clinica da elastografia ARFI na deteccdo e diagndstico de
distarbios esplénicos caninos. Os Unicos resultados preliminares obtidos até o
momento em cdes envolveram a avaliacdo de neoplasias mamarias, e utilizou o
método ARFI (neoplasias mamarias rigidas e ndo deforméaveis e velocidades de
cisalhamento elevadas séo indicativos de malignidade; Feliciano et al 2014). Os
novos dados obtidos neste estudo podem, portanto, abrir o0 caminho para um uso
mais amplo de técnicas de imagem n&o-invasivas para a detec¢cdo de anomalias
esplénicas, na pratica veterinaria.

Neste estudo, o parénquima do baco exibiu, de forma consistente, como um

tecido rigido e homogéneo, ndo deformavel, o que sugere que a elastografia
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qualitativa pode potencialmente ser realizada para localizar areas intraparenquimal
alteradas (duro / macio ou deformével / ndo deforméavel). Esta avaliagcdo especifica
pode ajudar a detectar alteracdes histopatolégicas difusas e focais no baco canino.
Em geral, os parametros avaliados pela ultrassonografia modo B (ecogenicidade e
alteragbes ecotexturais) nos orgdos e tecidos internos, normalmente ndo estdo
associados com a malignidade da lesao ultrassonografica observada (Garcia et al.
2012). Neste estudo, foi demonstrado que as variaveis ultrassonograficas
guantitativas, obtidos com a analise computadorizada de ultrassonografia digital ndo
foram correlacionados com os parametros quantitativos da elastografia os bacos
canino. Entretanto, a auséncia das correla¢cdes quantitativas neste estudo n&o exclui
a existéncia de tais relacbes em animais com doenca esplénica, mais estudos sao
necessarios para esclarecer este assunto. Uma vez que o aumento da rigidez do
tecido esta diretamente relacionado a malignidade da les&o, foi sugerido que um
aumento da heterogeneidade difusa do tecido e a ocorréncia de areas com uma
maior rigidez/ aumento da velocidade de cisalhamento (em comparagcdo com o
tecido saudavel) podem ser indicativos da presenca de uma neoplasia mamaria
(Tozaki et al. 2011, Bai et al. 2012, Feliciano et al. 2014). Por conseguinte, é
coerente pensar que qualquer alteracao da rigidez tecidual, observadas durante o
decorrer das doencas esplénica em cées, podem ser efetivamente acompanhadas
com a técnica de imagem ARFI, aumentando a precisdo da técnica ultrassonografica
na deteccao de varios disturbios esplénicos.

Os valores das velocidades de cisalhamento médio do baco canino, neste
estudo, ndo variaram entre as diferentes por¢cdes do 6rgao e foram semelhantes aos
registados em humanos saudaveis (2,44 m/s para hilo; 2,40 m/s para regido de polo;
e 2,04 £ 0,28 m/s para todo parénquima esplénico; Bota et al. 2010, Gallotti et al.
2010) e aos valores maximos para essa varidvel em cdes adultos (variacdo
interquartil de 1,59 a 2,4 m/s com 0 a 2 cm; e 1,45 a 1,94 m/s com 2 a 4 cm de
profundidade; Holdsworth et al. 2014). E, no entanto, importante notar que nos caes
do presente estudo as medi¢cdes das velocidades de cisalhamento foram feitas a
partir de trés regides diferentes do baco e com animais de diferentes idades, com as

observacdes foram restritas a profundidades inferiores a 0,5 a 2 cm.



44

Em estudo anterior, Holdsworth et al. (2014) observaram a influéncia de
algumas condicdes sobre a velocidade de cisalhamento esplénica em cées; houve
um aumento de 0,021 m/s para cada aumento de 1 kg no peso corporal e uma
queda por 0,197 m s para cada aumento de um centimetro de profundidade. Além
disso, os valores da velocidade da onde de cisalhamento esplénica em machos
foram, em média, 0,529 m/s, mais baixa em comparacdo com as fémeas. Para
minimizar os possiveis efeitos de confusdo de sexo e conformacgéo corporal (peso,
volume abdominal e profundidade) para a elastografia esplénica, foram utilizados
apenas machos mesticos, com pouca variacdo de peso e tamanho. Nos estudos
subsequentes, contudo, todos os fatores que influenciam, como idade do animal,
regido esplénica/segmento e profundidade de exploracdo devera ser considerado,
como certas lesfes esplénicas focal pode ser maior do que 2 cm de tamanho e/ou
pode estar localizada abaixo a gama de varredura de 2 cm. Como observado por
Holdsworth et al. (2014) em seu estudo, € necessério realizar um estudo com um
maior numero de animais e avaliar cdes de diferentes racas e sexo, afim de analisar
as interacdes desses fatores sobre as caracteristicas elastograficas e ecotextura do
baco canino.

Deve também ser mencionado que os valores quantitativos obtidos por meio
da elastografia ARFI do baco em caes saudaveis sdo valores de referéncia
importantes que podem ser utilizados em estudos de anormalidades esplénicas
focais e, podem potencialmente contribuir para a deteccdo de doencas hepaticas
cronicas e alteracdes circulatérias em cades e outros animais, da mesma maneira
como séo utilizados em seres humanos (velocidades de cisalhamento esplénica de
3,65 £ 0,32 m/s em pacientes humanos com hipertensdo portal (Gao et al 2012);
3,28 + 0,45 m/s em seres humanos com histérico de hemorragia por varizes e 3,19 +
0,55 m/s em seres humanos com varizes de es6fago (Bota et al. 2010)).

Em concluséo, este estudo fornece novas informacdes sobre os parametros
elastograficos esplénicos em cdes clinicamente saudaveis e, fornece valores
guantitativos para ecogenicidade do tecido, além de resultados qualitativos e
guantitativos da ARFI elastografia, e uma avaliacdo das diferentes regides
esplénicas em caninos de varias idades. Em particular, a elastografia ARFI

guantitativa e qualitativa em bacos caninos pode ser facilmente realizada e séao
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capazes de fornecer dados adicionais, valiosos, para a avaliagdo e diagndstico de
alteracfes esplénicas, normalmente realizada em medicina veterinaria com o uso da

ultrassonografia modo B.
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CAPITULO 3 - Ultrassonografia por contraste com microbolhas e Doppler na
avaliacdo do baco de cdes com erliquiose subclinica

Arg. Bras. Med Vet Zootec., v.67, n.6, p.1528-1531, 2015

Spleen evaluation using contrast enhanced ultrasonography and Doppler
in dogs with subclinical ehrlichiosis

[Llirassonografia por contraste com microboelhas e Doppler na avaliagéo do
bago de cdes com erliguiose subclinica)

M.C. Maronezi', MAR. Felicianc'®, L Z. Crivellenti*, 8. Borin-Crivellenti> PE S Silva’,
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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o parénquima esplénico de cdes com
erliqguiose na fase subclinica, por meio do Doppler e da ultrassonografia por
contraste com microbolhas. Dezessete caes naturalmente infectados por E. canis na
fase subclinica foram selecionados para este estudo. Por meio da ultrassonografia,
avaliou-se a ecotextura, a ecogenicidade, o tamanho e os bordos do baco e, pelo
Doppler, foram determinados os indices vasculares da artéria esplénica dos caes.
Para a avaliagcdo por contraste com microbolhas, foi utilizado SonoVue, na dosagem
de 0,1mL por animal, e determinou-se o tempo de entrada e saida, bem como o pico
de realce no tecido esplénico. Ao exame modo-B, foram observadas esplenomegalia
com presenca de bordas arredondadas, ecotextura heterogénea e ecogenicidade
mista do bago. Ao Doppler, foram encontrados valores para os indices vasculares da
artéria esplénica: velocidade sistolica: 22,59+8,07cm/s; velocidade diastélica:
5,25+4,66cm/s; e indice de resisténcia: 0,71+0,14, valores ainda ndo descritos em
veterinaria. Pela ultrassonografia com contraste, observaram-se valores para wash-
in de 5,31+0.7s, pico de realce de 18,56+2.90s e wash-out de 94,56+£35.21s. A
ultrassonografia convencional do baco de cdes com erliquiose, associada com a
utilizacdo do método Doppler e a ultrassonografia contrastada, € uma importante
ferramenta na triagem diagnostica e pode auxiliar a monitoracdo e a evolugédo de
animais na fase subclinica.

Palavras chave: canino, erliquiose, ultrassom.
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Introducéo

A erliquiose canina, € uma afec¢cdo causada por uma bactéria intracelular
obrigatéria gram-negativa (Davoust et al.,, 2014; Mylonakis et al., 2014), é um
importante agente infeccioso, pois afeta cdes domésticos em todo o mundo, sendo
mais prevalente em regides tropicais (Trapp et al., 2006). Esta doenca pode ocorrer
em trés fases: aguda, cronica e subclinica. A fase mais dificil de diagnosticar essa
afeccao € na fase subclinica, pois os cées sdo assintomaticos (Davoust et al., 2014).

O baco é um dos maiores Orgaos reticuloendoteliais do organismo humano e
animal, sendo esse 6rgdo um dos principais locais para o desenvolvimento de
tumores primarios, metastaticos e afeccdes do sistema hematopoiético (Morris &
Dobson, 2007). Diagnésticar alteracdes esplénicas em cées € de grande valia, pois
este 6rgdo desenvolve funcbes, imunes, hematopoiéticas, circulatorias e linfaticas
(Fry & McGavin, 2007). A ultrassonografia € um métdo de imagem importante na
avaliacdo de anormalidades esplénicas, como as esplenomegalias e alteracdes no
parénquima de ecogenicidde e ecotextura (Couto, 1992). Nesse contexto, a
ultrassonografia se torna um método de diagndstico complementar, essencial nos
pacientes com erliquiose, especialmente na fase subclinica.

Outras técnicas que podem melhorar a avaliacdo do baco é a ultrassonografia
Doppler e a ultrassonografia de contraste. A técnica Doppler associada a
ultrassonografia modo B, fornece informacdes, em tempo real, da arquitetura
vascular e seus aspectos hemodindmicos (Carvalho et al., 2008). J4, a
ultrassonografia contrastada pode aumentar o sinal Doppler e ajudar a constatar
fluxos dificilmente detectaveis pelos métodos convencionais (Nogueira et al., 2002).
A maioria dos agentes de contraste ultrassonograficos, constitue um importante
agente sanguineo, o que permite melhor visibilizacdo e avaliacdo do parénquima
esplénico, especialmente no “periodo vascular” (Lim et al., 2004).

Considerando a importancia de examinar um tecido esplénico em animais
afetados por E. canis e a utlizacdo de técnicas de imagem inovadoras. Este estudo
tem como objetivo fornecer resultados relevantes no diagndstico da erliquiose
canina, baseado na ultrassonografia de contraste e Doppler, ainda ndo descritos na

veterinaria, especialmente na fase subclinica da doenca.
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Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Veterinaria da
UNESP -Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Brasil (11852/14). Dezessete
cdes de diferentes racas, idade e peso foram selecionados para este estudo,
seguidos de exame fisico, historico clinico e auséncia de sinais clinicos. Para a
selecdo dos animais, foram admitidos cées pertencentes a avaliagdo de rotina e
animais que compareceram ao hospital para realizacdo de vacinais anuais.
Realizou-se hemograma completo, perfil bioquimico, urinalise e relagcéao
proteina/creatinina na urina (UPC), nos animais selecionados, 0s quais
apresentaram minimas alterac6es. Todos os animais escolhidos apresentaram
sorologia positiva para erliquiose, pela técnica do PCR.

Efetuou-se uma tricotomia ampla do abdémen desses animais, com o intuito
de permitir a ultrassonografia, antes do exame o gel foi aplicado sobre o abdomen
do animal, ndo sendo necesséria a sedacao.

A ultrassonografia foi executada por um uUnico avaliador, com experiéncia.
Para a ultrassonografia Modo-B utilizou-se um transdutor linear de 9,0 MHz com o
aparelno ACUSON S2000/SIEMENS (Siemens, Munich, Germany). Durante a
execucao ultrassonografica do baco avaliou-se, a ecotextura (homogénea ou
heterogénea), ecogenicidade (hipoecoica, hiperecoica ou mista), tamanho
(aumentado, diminuido ou normal) e contornos (arredondados ou finos).

O Doppler pulsado foi aplicado para avaliacdo da artéria esplénica nos caes,
a fim de avaliar o pico de velocidade sistdlica (PSV), velocidade diastélica final
(EDV) e indice de resisténcia (Rl = [PSV - EDV] / PSV), com uso de uma funcao
especifica no aparelho ultrassonografico (Feliciano et al., 2013). Por meio da técnica
Doppler, determinou-se o volume vascular e indices vasculares, usando método de
insonacdo uniforme, de acordo com Feliciano et al. (2012). Para aferir o fluxo
espectral, foi colocado um gate de 2 a 3 milimitros (equivalente a 2/3 do diametro do
vaso) na regido central do vaso, sendo os indices vasculares obtidos
automaticamente, pelo software de ultrassom, para cada forma de onda. Obteve-se
um numero de trés ondas para cada avaliacdo, com uma imagem sem artefatos e

angulo de insonacéo (< 60°) ajustado.
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Para avaliacdo da ultrassonografia de contraste por microbolha, o contraste
utilizado foi o SonoVue® (hexafluoreto de enxofre) (Bracco Suisse SA, Plan-les-
Ouates, Suisse) na dosagem de 0,1 ml por animal, por meio de cateter venoso
mantido em veia cefélica, seguida da administracdo de cinco ml de solucédo salina
(soro fisiolégico 0,9%). Com a associacdo da técnica ultrassonografica contrastada,
foram avaliadas as caracteristicas das imagens em modo B e Doppler, verificando-
se as caracteristicas teciduais e da vascularizacdo do bagco nos animais. Ainda,
foram determinadas as fases de entrada (wash-in), saida (wash-out) e pico de realce
do contraste ultrassonografico nos tecidos bem como seus tempos de duracéo
(Takeda et al., 2012).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os indices
vasculares de entrada, pico de realce e saida do contraste foram expressos em
médias e desvio padrdo. Os dados nao paramétricos (ecotextura, ecogenicidade,

tamanho e contornos), foram avaliados em analises descritivas.

Resultados e Discusséo

No presente estudo, todos os animais examinados pelo exame de
ultrassonografia modo B, apresentaram alteragbes esplénicas, considerando como
achados a esplenomegalia com presenca de contornos arrendondados,
ecogenicidade mista (hiperecoica com areas hipoecoicas) e ecotextura heterogénea.
Disfuncdes de multiplos 6rgdos sdo comuns em casos clinicos de erliquiose canina
como o envolvimento figado e baco (Ganguly e Mukhopadhayay 2008). Assim como
verificado no presente estudo, Sarma et al. (2014) observou esplenomegalia e
ecogenicidade mista como alteracdo esplénica em animais positivos para a doenca
do carrapato. Adicionalmente estas alteracfes podem resultar da hiperplasia linféide
reativa e hematopoiese extramedular concorrente (Engvall et al., 2000) devido a
multiplicacdo de organismo circulante dentro das células mononucleares e tecidos
fagociticas mononucleares do baco (Hildebrandt et al. 1963), mesmo em fase
subclinica.

A ultrassonografia modo B e a ultrassonografia contrastada foram realizadas
sem qualquer dificuldade. Entretanto, para a execucado da ultrassonografia Doppler

da artéria esplénica, verificou-se certa dificuldade, devido aos movimentos
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respiratérios dos pacientes, o que impediam a determinacao dos tracados, com iSso
aumentando o tempo do exame.

Informacdes sobre a técnica de Doppler é limitado para a caracterizacdo da
vascularizacdo esplénica utilizando o Doppler pulsado (Albemaz et al, 2007,
Santarém et al, 2008). Os valores das médias de indices vasculares, obtidos por
meios da técnica Doppler, da arteria esplénica foram: PSV: 22,59+8,07cm/s; EDV:
5,25+4,66cm/s; e RI: 0,71+0,14. Entdo, estes indices vasculares da artéria esplénica
parecem ser importantes em animais afetados por hemoparasitas, e também devem
ser Uteis para a monitorizagdo terapéutica em animais doentes sem sinais clinicos
da doenca.

Com relacdo a ultrassonografia de contraste por microbolha no baco, os
valores médios obtidos do tempo de contraste 5,31+0,7s para entrada (wash-in);
18,56+2,90s pico de realce (peak enhancement); e 94,56+35,21s para saida (wash-
out) (Figura 1), que foram menores do que os observados na literatura. No estudo
realizado por Ohlerth et al. (2007) O tempo médio para a entrada do contraste no
baco é de 13,2 segundos em cades saudaveis e de 12,0 segundos em humanos
(Catalano et al., 2004). Aproximadamente 50 segundos ap0s a injeccdo de SonoVue
0 parénquima esplénico torna-se homogéneo (pico de realce) e 0 contraste
permanece por até 5 a 7 minutos no parénquima esplénico, em humanos (Catalano
et al., 2004) e 29,8 £ 11,6 segundos para pico de realce em baco de caes saudaveis
(Ohlerth et al., 2007).

As alteracbes esplénicas verificadas neste estudo, por meio da
ultrassonografia convencional, Doppler e ultrassonografia de contraste em caes com
erliquiose subclinica, pode ser explicado pela presenca de vasculite e esplenite
descrita em pacientes afetados pela doenca (Albernaz et al., 2007; Santarém et al.,
2008). Esta alteracao justifica-se pelo aumento da atividade esplénica relacionada
com a inflamacgé&o do parénquima e a vasculite. Essas alteracbes sao capazes de
modificar a caracteristica do tecido esplénico e vascularizacdo, o que reflete nas
mudancas do parénquima como ecotextura, ecogenicidade e aumento do fluxo
sanguineo, mostrando que a associacdo da ultrassonografia modo B, Doppler e
ultrassonografia contrastada podem ser (teis para o diagnostico, e também para

acompanhamento terapéutico da erliquiose em fase subclinica.
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Figure 1. Imagem ultrassonografica de um cao com erliquiose: (A) Imagem da
ultrassonografia modo B do parénquima esplénico (setas) com ecogenicidade mista
e ecotextura heterogénea; Imagem da ultrassonografia contrastada nas fases de

wash-in (B), pico de realce (C), wash-out (D), do parénquima esplénico (setas).

Concluséo

A ultrassonografia convencional do baco de caes com erliquiose associadas a
avaliacdo hemodinamica por meio do Doppler e ultrassonografia com contraste sé&o
importantes ferramentas para teste de diagndstico e ajuda a monitorar a evolucéo

clinica de pacientes na fase subclinica da doenca.
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