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Impacto potencial desta pesquisa

Os resultados deste estudo contribuem para uma compreensao mais abrangente da
Sindrome Obstrutiva das Vias Aéreas Braquicefalicas (SOAB) em buldogues
franceses, ao comparar aspectos anatdmicos, fisioldgicos e microbioldgicos. A
investigacdo da microbiota nasal, associada as alteragées decorrentes da hipoxia
intermitente, evidencia a complexidade dos efeitos sistémicos da sindrome e sua
possivel influéncia sobre comunidades microbianas comensais. Para a medicina
veterinaria, a caracterizagdo taxondmica do microbioma nasal, fornece parametros de
referéncia importantes para a comparagado entre animais saudaveis e afetados.
Embora nao tenha sido observada associagao significativa entre o grau de estenose
nasal e a variagao microbiana, os achados reforgam a relevancia de considerar o
microbioma como parte integrante da avaliagao clinica, ampliando as perspectivas
diagnodsticas e incentivando novas linhas de investigagdo sobre a interagdo entre
hipdxia, inflamagao e microbiota. Para os tutores, a pesquisa amplia o entendimento
sobre os impactos da sindrome, evidenciando que suas consequéncias extrapolam a
dificuldade respiratéria. Esse conhecimento favorece a valorizagdo do diagnostico
precoce e do acompanhamento continuo, contribuindo para a melhoria da qualidade
de vida dos animais. Dessa forma, o estudo fortalece a integracao entre microbiologia,
fisiopatologia e pratica clinica, abrindo caminho para abordagens mais completas e
individualizadas no cuidado de buldogues franceses acometidos pela SOAB.

Potential Impact of This Research

The results of this study contribute to a broader understanding of Brachycephalic
Obstructive Airway Syndrome (BOAS) in French Bulldogs by comparing anatomical,
physiological, and microbiological aspects. The investigation of the nasal microbiota,
associated with changes resulting from intermittent hypoxia, highlights the complexity
of the syndrome’s systemic effects and its potential influence on commensal microbial
communities. For veterinary medicine, the taxonomic characterization of the nasal
microbiome provides important reference parameters for comparing healthy and
affected animals. Although no significant association was observed between the
degree of nasal stenosis and microbial variation, the findings reinforce the importance
of considering the microbiome as an integral part of clinical evaluation, expanding
diagnostic perspectives and encouraging new lines of investigation into the interaction
between hypoxia, inflammation, and microbiota. For pet owners, this research
broadens the understanding of the syndrome’s impacts, demonstrating that its
consequences extend beyond respiratory difficulty. This knowledge supports the
importance of early diagnosis and continuous monitoring, contributing to the
improvement of animals’ quality of life. Thus, the study strengthens the integration of
microbiology, pathophysiology, and clinical practice, paving the way for more
comprehensive and individualized approaches in the care of French Bulldogs affected
by BOAS.
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao é sendo uma gota de agua no mar.

Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”
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DETERMINAGAO DA COMPOSIGCAO DA MICROBIOTA NASAL EM CAES
BRAQUICEFALICOS DA RAGA BULDOGUE FRANCES AFETADOS OU NAO
PELA SINDROME OBSTRUTIVA AEREA BRAQUICEFALICA (SOAB)

RESUMO - A Sindrome Obstrutiva das Vias Aéreas Braquicefalicas (SOAB) é
uma condicdo bem reconhecida, caracterizada por alteracbes anatomopatoldgicas
que levam a obstrucdo parcial das vias aéreas em caes braquicefalicos. Essas
alteracdes resultam em diversas manifestacdes clinicas que impactam na saude geral
dos animais afetados. Semelhante a pacientes humanos com sindrome da apneia
obstrutiva do sono, caes com SOAB apresentam hipdxia intermitente, que pode
desencadear inflamagéao sistémica e geracédo de radicais livres. Isso, por sua vez,
pode afetar multiplos sistemas organicos e potencialmente influenciar a composigao
da microbiota comensal. Este estudo prospectivo teve como objetivo avaliar a
composi¢ao taxonémica de microrganismos na cavidade nasal buldogues franceses
afetados pela SOAB (graus Il e lll) e nao afetados (grau 0). A analise metagenémica
foi realizada utilizando sequenciamento de rRNA 16S, demonstrando predominancia
de Moraxella no microbioma nasal, principalmente em buldogues franceses néao
afetados, corroborando achados em animais mesocefalicos na literatura. O grau de
estenose nasal ndo apresentou diferenga estatistica em comparagao com a variagao
taxonOmica.

Palavras-chave: Anatomia, analise de sequéncia de RNA, inflamagao, microbioma.



DETERMINATION OF THE NASAL MICROBIOTA COMPOSITION IN
BRACHYCEPHALIC DOGS OF THE FRENCH BULLDOG BREED AFFECTED OR
UNAFFECTED BY BRACHYCEPHALIC OBSTRUCTIVE AIRWAY SYNDROME
(BOAS)

ABSTRACT - Brachycephalic Obstructive Airway Syndrome (BOAS) is a well-
recognized condition characterized by anatomopathological changes that lead to
partial obstruction of the airways in brachycephalic dogs. These alterations result in
several clinical manifestations that impact the overall health of affected animals.
Similar to human patients with obstructive sleep apnea syndrome, dogs with BOAS
experience intermittent hypoxia, which can trigger systemic inflammation and the
generation of free radicals. This, in turn, may affect multiple organ systems and
potentially influence the composition of the commensal microbiota. This prospective
study aimed to evaluate the taxonomic composition of microorganisms in the nasal
cavity of French Bulldogs affected by BOAS (grades Il and Ill) and unaffected animals
(grade 0). Metagenomic analysis was performed using 16S rRNA sequencing,
demonstrating a predominance of Moraxella in the nasal microbiome, particularly in
unaffected French Bulldogs, corroborating findings reported in mesocephalic animals
in the literature. The degree of nasal stenosis showed no statistically significant
difference when compared to taxonomic variation.

Keywords: Anatomy, RNA sequence analysis, inflammation, microbiome.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUGAO

Caes de ragas braquicefalicas vém aumentando sua popularidade entre as
familias por serem pouco agressivos, terem o aspecto do focinho achatado, olhos
protruidos e seu pequeno porte (O'NEILL DG et al., 2022). Porém, esses animais
possuem caracteristicas que contribuem para o desenvolvimento da Sindrome
Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB), a qual é caracterizada por deformidades
anatébmicas.

Essa sindrome tem carater genético, sendo que as ragas mais predispostas
sao Shih tzu, Pequinés, Buldogue inglés, Buldogue francés, Lhasa apso, Boxer, Pug,
Boston terrier, Cavalier king charles spaniel, Yorkshire terrier, Maltés e Chihuahua
(LAMEU et al., 2020). As principais altera¢cdes encontradas sdo narinas estenosadas,
prolongamento de palato mole, hipoplasia traqueal, eversdao de sacos laringeos,
colapso de brénquio principal, conchas nasais aberrantes, hiperplasia de tonsilas
palatinas, macroglossia, cistos na epiglote, granulomas laringeos e anormalidades
gastrintestinais (LAMEU et al., 2020).

As alteracdes de conformacao craniofacial, principalmente pelo encurtamento
do eixo longitudinal craniano sem redug¢ao dos tecidos moles nasais e orofaringeos
causam obstrucdo parcial das vias aéreas primarias. Como consequéncia, sao
geradas alteragdes secundarias que aumentam o esforgo respiratorio desses animais,
levando a problemas respiratorios, cardiacos e gastrintestinais (JUNIOR et al., 2021;
ROEDLER et al., 2013).

Os efeitos da sindrome nos outros sistemas podem variar a gravidade conforme
a evolucado do grau da SOAB, podendo ser de 0 a lll. O grau 0 ndo possui sinais
clinicos da patologia, sendo considerado livre da doenga; o grau | € considerado leve,
no qual o animal apresenta pequeno ruido estertoroso, mas sem intolerancia ao
exercicio; o grau |l apresenta clinica moderada e relevante, requerendo manejo clinico

ou cirurgico; por fim, o grau lll € considerado grave, onde o animal possui indicagéo



cirurgica imediata, cianose, sincope e incapacidade de execugao de exercicios (LIU
et al., 2015).

O esforgco respiratério acarreta processo inflamatério nas vias aéreas e
gastrintestinais, sendo mais severo em cdes com um maior grau da sindrome (MITZE
et al., 2022), e agravando- se ao decorrer da vida do animal. Essas particularidades
anatdmicas promovem padrao respiratorio anormal semelhante ao dos humanos com
sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (AOS), podendo causar disturbios noturnos
semelhantes, como ronco, apneia e sono fragmentado com hipoxemia leve
(PLANELLAS et al., 2012). Diferentemente do que ocorre na AOS em humanos, essas
alteragbes podem ser observadas em caes durante todo o dia, podendo agravar-se
durante o sono, pois o relaxamento da musculatura gera obstru¢cdo da maior parte da
passagem de ar (PLANELLAS et al., 2012), causando apneia e, consequentemente,
diminuicdo da saturagao de oxigénio por periodos prolongados (HENDRICKS et al.,
1987).

As alteracbes cardiacas em pacientes acometidos pela SOAB podem se
desenvolver por conta do aumento da atividade simpatica decorrente da privagao do
sono e de eventos hipoxémicos repetitivos e intermitentes, causando baixa saturagao
arterial de oxigénio e ativacdo de citocinas pro-inflamatérias (PLANELLAS et al.,
2012). Os sinais gastrintestinais estao relacionados a variagdes anatomicas (desvio
esofagico, atonia do cardia, hérnia hiatal, estase gastrica, hiperplasia da mucosa
pilérica, entre outros) (PONCET et al.,, 2005) e ao aumento negativo da pressao
diafragmatica, que somado ao esforgo respiratério e a hernia hiatal (BOESCH et al.,
2005), geram refluxo gastroesofagico (SHAVER et al., 2017 ) e consequente
inflamacgéo orofaringea (BERNAERTS et al., 2010).

Estudos em humanos relatam a importancia da microbiota na manutencgao da
saude respiratéria e gastrointestinal, afetando a resisténcia a patégenos e respostas
imunolégicas (DE STEENHUIJSEN PITERS et al., 2015), podendo ser influenciada
por fatores intrinsecos e extrinsecos. Foi demonstrado que alteragdes na microbiota
nasal em humanos afetados pela AOS estao relacionadas a inflamacgao local gerada
pela patologia (WU et al., 2019). Em paralelo, estudos realizados em caes
demonstraram que essas alteragdes também podem ocorrer, variando a populagao

microbiana conforme a localizagao geografica, idade, peso e sitio de colheita (nasais



ou orofaringeos) (VANGRINSVEN et al., 2021). A correlagdo entre a microbiota nasal
e a conformacao anatdmica ou racial em cades nao € bem estabelecida na literatura.

Considerando a lacuna de conhecimentos em relacdo a composigao
taxondmica de microrganismos presentes nas narinas e de caes afetados pela SOAB,
este estudo propde a determinagdo e comparagao da composigao da microbiota nasal
em caes da raga buldogue francés afetados (graus lI-lll) ou ndo afetados (grau 0) pela
SOAB.

2. REVISAO DE LITERATURA

Considerando-se que desvios na composi¢ao microbiana do trato respiratorio
podem levar a desenvolvimento, persisténcia ou progressao de doengas respiratérias,
a caracterizacdo da sua composigao é de extrema importancia (VIENTOS-PLOTTS et
al., 2023).

Um dos métodos utilizados para identificagdo microbiana é o sequenciamento
RNA ribossémico (rRNA) 16S, o qual possui caracteristicas conservadas e variaveis
do genoma bacteriano (DICKSON et al., 2016). Quando o DNA é sequenciado, pode
produzir milhares de sequéncias gendmicas mais curtas, as quais podem ser
agrupadas com base em um grau de similaridade, denominado unidades taxonémicas
operacionais e comparadas a um banco de dados do gene de bactérias para
identificacdo (BALVOCIUTE et al., 2017).

Estudos metagen6micos de amostras coletadas do tergo distal da cavidade
nasal de caes braquicefalicos demonstraram que estes possuem microbiota nasal
distinta quando comparados a caes mesocefalicos e dolicocefalicos. Essa diferenca é
caracterizada pela maior diversidade de espécies a em braquicefalicos reportada pela
diminuigao de espécies pertencentes ao filo Proteobacteria associada ao aumento de
espécies pertencentes aos filos Actinobacteria e Firmicutes. Essa alteragao é relatada
como consequéncia do refluxo de secregbes orofaringeas que comumente afetam
essas racas (VANGRINSVEN et al., 2021).

Em estudos realizados comparando a populagdo de microrganismos em
cavidade nasal e orofaringea foram evidenciadas distingdo entre as familias de



bactérias, sendo que a dominancia foi de Moraxellaceae e menos Pasteurellaceae e
Pseudomonadaceae em narinas, e dominancia de Pasteurellaceae e diminuicdo de
Moraxellaceae e Pseudomonadaceae em orofaringe (ERICSSON et al., 2016).

Quando analisada a influéncia da localizagdo geografica sobre a microbiota
nasal, um estudo comparou essa microbiota em caes da raga labrador presentes tanto
no estado do Alabama, quanto no estado da Califérnia, constatando que ha diferenga
significativa na diversidade alfa, ou seja, no numero e abundéncia de espécies de
bactérias presentes na regido, apresentando aumento em animais que residem no
Alabama (ISAIAH et al., 2017).

Apesar dos dados da diversidade taxonémica de microrganismos em diferentes
sitios ainda serem escassos em caes braquicefalicos, sabe-se que o microbioma
intestinal desempenha um papel importante na modulacdo da obesidade,
anormalidades metabdlicas, doencas cardiovasculares e afeccbes como a doenga
inflamataria intestinal (DII) (SINGH et al., 2017). Estudos da composi¢ao da microbiota
intestinal em humanos afetados pela AOS evidenciam graves disfungdes orgénicas,
demonstrando que humanos com sono fragmentado, apresentam aumento nos niveis
circulantes de IL-6, lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos e proteina de
ligacao ao lipopolissacarideo (LPS), principalmente em pacientes obesos, sugerindo
inducao a processos inflamatdérios e aumento da permeabilidade intestinal (Ko CY et
al., 2019). Além disso, sabe-se que bactérias dos filos Firmicutes e Bacteroidetes s&o
predominantes na microbiota intestinal, sendo que seu desequilibrio é intimamente
relacionado a disturbios inflamatérios e imunolégicos (BOULANGE et al., 2016).
Estudos anteriores demonstraram que o aumento na relagdo dessas bactérias esta
relacionado a maior abundancia de bactérias produtoras de lactato e diminuicao de
bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta responsaveis pelo fornecimento
de energia aos colondcitos, promovendo disfungao da barreira intestinal (MORENO-
INDIAS et al., 2015).

Considerando-se a importancia e influéncia da microbiota intestinal possui
sobre outros sistemas, estudos em humanos evidenciaram que ela esta intimamente
relacionada a DIl. Pacientes acometidos por esta afeccao apresentam diminuigdo de
bactérias com efeitos antiinflamatorios, tais como Bifidobacterium adolescenteis

Faecalibacterium prausnitziie e aumento de bactérias patobiontes como Escherichia



coli (MOUSTAFA et al., 2018). A mesma hipétese foi estudada correlacionando a
microbiota intestinal a DIl em caes (AMARAL, 2020).

Tendo em vista o aumento progressivo da popularidade de caes braquicefalicos
e suas particularidades anatdbmicas, que geram grave comprometimento de bem-
estar, torna-se importante estudos que avaliem e fornegam evidéncias dos impactos
da selegao genética na manutengao da homeostase dos sistemas e qualidade de vida
desses animais, permitindo a elaboracdo de melhores estratégias para prevengao e
tratamento da SOAB.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Comparar a diversidade taxondmica de microrganismos presentes na cavidade
nasal de caes da raga Buldogue francés afetados (graus Il-lll) ou ndo afetados (grau
0) pela SOAB.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar e comparar a diversidade taxondmica de microrganismos
presentes nas narinas de Buldogues franceses, afetados (graus ll-1ll) e ndo afetados
(grau 0) pela SOAB, através do sequenciamento 16S rRNA,;

 Comparar a diversidade taxonémica de microrganismos presentes nas
narinas de Buldogues franceses com estudos metagendmicos em caes de ragas
mesocefalicas previamente publicados;

* Determinar a correlagdo entre a prevaléncia de determinados grupos

taxondmicos com a presenca da SOAB.
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CAPITULO 2 - MICROBIOTA NASAL E OROFARINGEA EM CAES DA RACA
BULDOGUE FRANCES AFETADOS OU NAO PELA SiINDROME OBSTRUTIVA
AEREA BRAQUICEFALICA (SOAB)

Normas do peridédico BMC Microbiology (disponivel em:
https://link.springer.com/journal/12866/submission-guidelines/research-article)

RESUMO

A Sindrome Obstrutiva das Vias Aéreas Braquicefalicas (SOAB) € uma condigdo bem
reconhecida, caracterizada por alteragdes anatomopatoldgicas que levam a obstrucao
parcial das vias aéreas em caes braquicefalicos. Essas alteragdes resultam em
diversas manifestagbes clinicas que impactam na saude geral dos animais
acometidos, podendo afetar multiplos sistemas organicos e potencialmente influenciar
a composigdo da microbiota comensal. Este estudo prospectivo teve como objetivo
avaliar e caracterizar a composi¢ao taxonémica de microrganismos na cavidade nasal
e orofaringea de caes da raga buldogue francés nao afetados pela sindrome (Grau 0)
e moderadamente a severamente afetados pela sindrome (graus Il e Ill). A analise
metagendmica foi realizada utilizando sequenciamento do rRNA 16S, demonstrando
predominancia de Moraxella no microbioma nasal, principalmente em buldogues
franceses nao afetados pela sindrome, corroborando achados em animais
mesocefalicos saudaveis na literatura. O microbioma orofaringeo demonstrou poucas
alteragdes na composigao entre animais Grau 0 e Grau ll/lIll, com predominancia de
Conchiformibius. O grau de estenose nasal ndo apresentou diferenga estatistica em
comparagao com a variagao taxondémica.

Palavras-chave: Anatomia, analise de sequéncia de RNA, inflamagao, microbioma.
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1. INTRODUGAO

Caes de ragas braquicefalicas vem aumentando sua popularidade entre as familias
por serem pouco agressivos, terem o aspecto do focinho achatado, olhos protruidos
e seu pequeno porte [1]. Porém, essas caracteristicas contribuem para o
desenvolvimento da Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB), a qual é
caracterizada por deformidades anatdmicas que causam obstrugdo parcial ou total
das vias aéreas [2]. Essa sindrome tem carater genético, sendo que as ragas mais
predispostas sao buldogue inglés, buldogue francés, pug, shih tzu, pequinés, Ihasa
apso, boxer, boston terrier, cavalier king charles spaniel, yorkshire terrier, maltés,
chihuahua e boxer [3].

A severidade da SOAB ¢ classificada de acordo com quatro graus funcionais, que
variam de 0 a lll. O grau 0 ndo possui sinais clinicos da patologia, sendo livre da
doencga; grau | € considerado leve, no qual o animal ndo possui intolerancia ao
exercicio, porém apresenta discreto estertor respiratério, normalmente apds exercicio;
grau Il € o moderado, onde a clinica é relevante, requerendo manejo clinico ou
cirargico, e por fim, o grau lll é grave, onde o animal possui indicagdo cirurgica
imediata [4].

Como consequéncia das alteragbes primarias, principalmente estenose de narina,
prolongamento e espessamento de palato mole, sdo geradas alteragbes secundarias
que aumentam o esfor¢co respiratério desses animais, levando a problemas
respiratorios, cardiacos e gastrintestinais [2,5]. O esforco respiratério acarreta
processo inflamatério nas vias aéreas e gastrintestinais, sendo mais severo em caes
com piores graus da sindrome [6], e agravando-se ao decorrer da vida do animal.

Essas particularidades anatdbmicas promovem um padrdo respiratorio anormal
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semelhante ao dos humanos com Apneia Obstrutiva do Sono (AOS), podendo causar
disturbios noturnos semelhantes, como ronco, apneia e sono fragmentado com
hipoxemia leve [7]. Diferentemente do que ocorre na AOS em humanos, essas
alteragbes podem ser observadas em caes durante todo o dia, podendo agravar-se
durante o sono, pois o relaxamento da musculatura causa obstru¢ao da maior parte
da passagem de ar [7], acarretando apneia e, consequentemente, diminuigdo da
saturagao de oxigénio por periodos prolongados [8]. As alteragdes cardiacas podem
se desenvolver devido ao aumento da atividade simpatica decorrente da privagao do
sono e de eventos hipoxémicos repetitivos e intermitentes, causando baixa saturagao
arterial e ativagao de citocinas pré- inflamatorias [7]. Os sinais gastrintestinais estao
relacionados a variacdo exagerada da pressao diafragmatica que leva ao refluxo
gastroesofagico e inflamacgao orofaringea [9].

Estudos em humanos relatam a importancia da microbiota na manutencao da saude
respiratoria e gastrintestinal, afetando a resisténcia a patégenos e respostas
imunoldgicas [10], podendo ser influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos. Foi
demonstrado que alteracdes na microbiota nasal em humanos com sindrome da AOS
esta relacionada a inflamagao local gerada pela afec¢ao [11]. Em paralelo, estudos
desenvolvidos em caes demonstraram que essas alteracdes também podem ocorrer,
com variagées na populagao microbiana conforme a localizagdo geografica, idade,
peso e sitio de colheita (nasais ou orofaringeos) [12]. Entretanto, existem poucos
trabalhos associando a microbiota com a conformacgao anatémica ou raga desses
animais.

Nos estudos realizados comparando a populagdo de microrganismos em cavidade

nasal e orofaringea, foram evidenciadas distingdo entre as familias de bactérias,
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sendo que nas narinas, a predominancia foi de Moraxellaceae, seguida de diminuigao
de Pasteurellaceae e Pseudomonadaceae, enquanto em orofaringe a predominancia
foi de Pasteurellaceae, e houve diminuicao de Moraxellaceae e Pseudomonadaceae
[13].

Quando analisado a influéncia da localizagdo geografica sob a microbiota nasal, um
estudo comparou a microbiota nasal de caes da raga labrador presentes no Alabama
e Califérnia, demonstrando diferenca significativa na diversidade alfa entre os grupos.
Observou-se maior diversidade, refletida no numero e abundancia de espécies
bacterianas, nos animais que residiam no Alabama, evidenciando o impacto de fatores
ambientais e regionais na composi¢ao da microbiota nasal [14].

Estudos metagendmicos de amostras coletas no ter¢co distal da cavidade nasal
demonstraram que caes braquicefalicos possuem microbiota nasal distinta quando
comparados a caes mesocefalicos e dolicocefalicos. Acredita- se que o importante
refluxo de secreg¢des orofaringeas nos cées braquicefalicos afete diretamente a
composi¢ao da microbiota, evidenciando maior diversidade de espécies a, diminuigéo
de proteobacteria, além do aumento de Actinobacteria e Firmicutes [12].

Diversos estudos em pacientes humanos afetados pela AOS relatam alteracdes na
diversidade taxondmica da microbiota de diversos sistemas organicos,
correlacionando-se com gravidade da sindrome e o aumento em disfungdes
organicas.

Embora alterag¢des inflamatérias associadas a SOAB possam teoricamente influenciar
0 ambiente das vias aéreas superiores, ainda nao esta claro se essas alteracdes se
refletem de forma consistente na composi¢do da microbiota nasal e orofaringea em

caes braquicefalicos.
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Pensando nisso e tendo em vista o aumento progressivo da popularidade de caes
braquicefalicos [15], e considerando-se a lacuna de conhecimentos em relagdo a
composi¢ao taxondmica de microrganismo presentes nas narinas e orofaringe de caes
afetados pela SOAB, este estudo propde caracterizar a microbiota nasal e orofaringea
em caes da raga buldogue francés afetados ou nao afetados pela SOAB, investigando
se 0 grau da sindrome esta associado a variagao na composigao da microbiota desses
sitios.

2. METODOS

2.1 Selegao dos pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram recrutados durante atendimento no
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel’, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV, UNESP, Campus de Jaboticabal e Botucatu. Seguindo os
principios éticos adotados pela Comiss&do de Etica no Uso de Animais (CEUA), n°
9555/23.

Foram incluidos no estudo caes braquicefalicos da raca buldogue francés, alocados
em grupos de acordo com o grau da sindrome (0, Il e Ill) [16]. Os critérios de inclusao
foram animais com idade entre um e oito anos e peso corporal entre cinco e 15
quilogramas. Os critérios de exclusdo foram animais que foram submetidos a terapia
antimicrobiana em dois meses prévios a colheita das amostras.

2.2 Classificagao da sindrome obstrutiva aérea braquicefalica

Foram identificados peso e escore corporal em escala de um a nove, de acordo com
Laflamme [17], além de género e idade. Cada paciente braquicefalico utilizado no
presente estudo foi classificado de acordo com o indice SOAB, ja validado por Liu [18].

Este indice estabelece sistema de escore funcional em quatro graus, baseado em
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avaliagao realizada antes e apods teste de tolerancia ao exercicio de trés minutos
(tabela 1). Foram classificados como grau 0 os pacientes assintomaticos, sem
qualquer sinal da sindrome, grau | animais sem intolerancia ao exercicio, porém com
pequeno ruido estertoroso, grau Il os pacientes que possuiam clinica relevante,
apresentando algum grau de intolerancia ao exercicio e grau lll os pacientes com
sindrome grave, com indicagao de intervengao cirurgica imediata.

Além do grau da SOAB, os animais foram classificados em relagdo ao grau de
estenose de narina, sendo o grau 0 as narinas abertas, grau | levemente estendticas,
grau Il moderadamente estendticas e grau lll severamente estendticas.

2.3 Grupos Experimentais

Os animais selecionados foram alocados em grupos de acordo com o grau da
sindrome, sendo grau 0 (n=13), grau Il (n=5) e grau lll (n=5).

2.4 Coleta de Amostras

Amostras da cavidade nasal e orofaringea foram coletadas com cotonetes estéreis e
armazenadas em tubos secos e estéreis (Figura 1). Os cotonetes foram
imediatamente congelados a -80°C. Estudos metagendmicos e analises
bioinformaticas foram conduzidos na Universidade de Copenhague, Dinamarca.

2.5 Extragcao e Sequenciamento de DNA

O DNA total das amostras foi extraido utilizando o kit QlAamp UCP Pathogen MiniKit
(QIAGEN, Copenhague, Dinamarca) de acordo com as instrugdes do fabricante, com
a adicdo de uma etapa de homogeneizagdo com esferas utilizando o tubo de lise
Pathogen Lysis Tube S (QIAGEN). Um controle negativo de extragéo foi incluido em
cada corrida de extracdo de DNA. Sequéncias parciais do gene 16S rRNA foram

amplificadas utilizando o kit Quick-16S NGS Library Prep Kit (Zymo Research), que
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tem como alvo a regido V3-V4 do gene 16S rRNA, conforme descrito anteriormente
[19]. Controles negativos e positivos (agua livre de DNase/RNase ZymoBIOMICS e
padrdao de DNA de comunidade microbiana ZymoBIOMICS, respectivamente) foram
incluidos na preparagao da biblioteca. O sequenciamento foi realizado em uma
plataforma lllumina MiSeq (duas leituras pareadas de 300 pb) usando o kit de
reagentes MiSeq v3 (600 ciclos; lllumina), de acordo com as instrugdes do fabricante.
2.6 Analise Bioinformatica

Os dados de sequenciamento do rRNA 16S foram processados usando o DADA2
v1.14.1 [20], implementado no R v4.2.1. Os parametros ideais de filtragem e corte
foram identificados usando o FIGARO v3.0 [21]. Uma tabela taxondmica foi montada
atribuindo-se uma taxonomia a cada variante de sequéncia de amplicon (ASV) usando
0 banco de dados taxondémico Silva v.138.1 para DADA2 [22]. Contaminantes
potenciais foram identificados usando amostras de controle e removidos usando o
decontam v.1.12.0 [23]. Um objeto phyloseq foi construido a partir das tabelas de ASV
e taxonomia usando o phyloseq v1.30.0 [24] para analises subsequentes.

2.7 Andlise estatistica

Para a analise de dados os pacientes foram agrupados em dois grupos: nao afetados
pela SOAB (grau 0; “healthy”) e moderamente/severamente afetados (grau lI-lIl;
“sick”)

Os indices de a-diversidade (Shannon e Chao1) e [B-diversidade (métrica de
dissimilaridade de Bray-Curtis) foram calculados utilizando o pacote vegan do R apds
rarefacdo com uma profundidade de 90% da profundidade minima da amostra nos
conjuntos de dados ASV (16S rRNA). A comparagado dos indices de a-diversidade

entre animais ndo afetados e moderadamente/severamente afetados foi realizada
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utilizando o teste de soma de postos de Wilcoxon com corregao de Holm para testes
multiplos. A B-diversidade foi visualizada utilizando um grafico de Analise de
Coordenadas Principais (PCoA), e as diferengas na composi¢ao da comunidade entre
os grupos (B-diversidade) foram estimadas por analise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) utilizando a fungao Adonis. Para investigar a diferencga
em nivel taxonémico entre animais ndo afetados e moderadamente/severamente
afetados uma analise de abundancia diferencial foi realizada utilizando o DESeq2 e
os contrastes foram corrigidos para comparag¢des multiplas utilizando a corregao de
Benjamini-Hochberg.

3. RESULTADOS

Foram selecionados 23 animais, sendo que 11 (47,82%) eram fémeas e 12 (52,18%)
eram machos. O peso médio dos animais foi de 12,25 kg.

Em relacdo aos graus da SOAB, 13 animais foram classificados como grau 0
(56,52%), cinco como grau |l (21,76%) e cinco (21,76%) como grau lll. Na avaliagéo
do grau de estenose de narina, seis animais (26,08%) apresentaram grau 0, oito
(34,78%) grau |, seis (26,08%) grau Il e trés (13,04%) grau Il

Embora sejam sitios proximos, as amostras nasais e orofaringeas apresentaram
padrées de colonizacao distintos, com diferenga estatisticamente significativa no
indice de beta diversidade (p<0,05), como demonstrado na figura 2.

Ao correlacionar o grau de SOAB com o microbioma nasal, ndo houve diferenga
estatistica em alfa e beta diversidade, conforme demonstrado nas figuras 3A e 3B,
respectivamente. Observou-se abundancia relativa semelhante tanto em animais grau
0, quanto em |lI-lll, com predominancia marcante do género Moraxella, que

representou mais de 75% da microbiota em ambos os grupos (figura 3C).
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Ao avaliar o impacto da estenose nasal na microbiota nasal, ndo foram observadas
diferencgas estatisticamente significativas na diversidade beta (Figura 4A) ou alfa
(Figura 4B). Moraxella foi o género mais abundante em todos os graus de estenose
(Figura 4C).

Em relacdo a alfa e a beta-diversidade nas amostras orofaringeas, ndo foram
observadas diferengas significativas em comparagdo com o quadro clinico da
sindrome e o microbioma orofaringeo (Figura 5A e 5B). Analisando a abundéancia dos
géneros bacterianos nas amostras orofaringeas houve predominancia de
Conchiformibius, seguido por Porphyromonas, Haemophilus, Moraxella e
Streptococcus, respectivamente (Figura 5C).

4. DISCUSSAO

Apesar da proximidade anatémica entre a cavidade nasal e orofaringea, os resultados
obtidos mostram que houve predominancia de diferentes géneros bacterianos, como
Conchiformibius na orofaringe e Moraxella na cavidade nasal. Esses achados
corroboram com Vangrinsven et al [12] que realizou um estudo envolvendo 46 caes,
12 dos quais eram de ragas braquicefalicas.

Outro estudo sobre microbioma nasal e orofaringeo em humanos mostrou que o
microbioma orofaringeo apresenta maior diversidade e abundéancia bacteriana do que
o nasal [25]. Essas diferencas podem ser atribuidas a variacées de pH, contato com
a saliva e diferengcas de temperatura. Um padrdo semelhante foi observado no
presente estudo, em que o microbioma orofaringeo apresentou maior diversidade e
abundancias relativas distintas em comparagdo com o microbioma nasal, que foi

fortemente dominado por Moraxella.
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De modo geral, a maior diversidade alfa estd associada a um microbioma mais
saudavel, enquanto indices de diversidade alfa mais baixos estado relacionados a
disbiose, particularmente no microbioma fecal [27]. Entretanto, no contexto da
microbiota nasal, diversos estudos descrevem predominancia acentuada do género
Moraxella, o qual é considerado um componente fundamental para a manutengao de
um microambiente nasal saudavel, sendo frequentemente encontrado em elevada
abundancia em caes mesocefalicos saudaveis [13].

Tress et al [26] examinou o0 microbioma nasal de trés grupos de caes (saudaveis,
acometidos por neoplasias e afetados por rinite cronica) relatando diminui¢cdo na
abundancia de Moraxella em cédes com rinite, possivelmente associada ao grau de
inflamacao local. Apesar desses achados que correlacionaram inflamag¢ao nasal
cronica com diminuicdo na abundancia de Moraxella, caes da raca buldogue francés
gravemente afetados pela SOAB nao apresentaram tal variagdo no nosso estudo.

A predominancia consistente do género Moraxella em todos os grupos avaliados,
sugere que esse microrganismo pode representar um componente estavel e
possivelmente protetor do microambiente nasal em buldogues franceses,
independente da gravidade da SOAB.

Comparado ao microbioma da laringe humana com AOS, os géneros presentes em
caes braquicefalicos neste estudo foram distintos, apresentando predominancia de
Conchiformibius, Porphyromonas e Haemophilus, enquanto humanos apresentaram
maior abundancia de Streptococcus, Haemophilus e Neisseria, conforme descrito por
Lemon [25]. Além disso, o microambiente orofaringeo ndo apresentou diferencga
significativa quando comparado com o estado clinico da SOAB. Assim, o microbioma

orofaringeo parece ser menos afetado por alteragdes respiratérias. Isso difere dos
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achados na literatura sobre o microbioma orofaringeo humano em individuos afetados
pela AOS, onde séao relatadas menor diversidade e abundancia em comparagao com
humanos saudaveis [28].

A auséncia de diferengas significativas na composicdo da microbiota nasal e
orofaringea entre caes afetados ou néo pela SOAB n&o invalida a hipétese inicial que
sugere que o microbioma das vias aéreas superiores pode apresentar relativa
resiliéncia frente as alteragdes respiratérias cronicas associadas a sindrome.

Nosso estudo ndo esta isento de limitagdes. O tamanho amostral reduzido,
especialmente no grupo de animais classificados como grau lll, pode ter limitado a
deteccao de diferencas entre os grupos. Além disso, por se tratar de um estagio
intermediario da SOAB, o grau |l representa uma condicdo moderadamente afetada,
0 que pode nao refletir de forma adequada os extremos da doencga. Essa limitagéao
decorre da dificuldade em identificar pacientes da raca buldogue francés que
apresentem sinais clinicos severos da sindrome na nossa regido. Apesar das
limitacbes, o delineamento adotado permite uma caracterizacdo detalhada da

microbiota nasal e orofaringea em uma raga altamente predisposta a sindrome.

5. CONCLUSAO

Os resultados indicam que, nos graus avaliados, a SOAB nao exerce influéncia sobre
a composicao da microbiota nasal e orofaringea de caes da raga buldogue francés.
Moraxella foi o género mais abundante na cavidade nasal cranial em ambos os
grupos, enquanto Conchiformibius predominou na orofaringe. Além disso, 0
microbioma orofaringeo apresentou maior diversidade relativa quando comparados ao

microbioma nasal. Porém, devido as limitacdes, novos estudos sdo necessarios.
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Tabela 1. Sistema de graduacdo da Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica
(SOAB), antes e ap0s teste de tolerancia ao exercicio (TTE).

Graus Pré-Exercicio Ruido Respiratério Esforgo Dispneia, Cianose,
Pos-exercicio Anormal Inspiratorio Sincope
Nao
G Pré-exercicio Nao audivel presente Nao presente
rau 0 ; o ~ . ~ ~
Pds-exercicio Nao audivel Nao Nao presente
presente
Nao audivel para leve a No
. -~ moderado, estertor nasal _
Pré-exercicio . ; . presente N&o presente
G intermitente ao cheirar
rau l
Pds-exercicio Nao Nao presente
Leve a moderado, estertor nasal
. . ) presente
intermitente ao cheirar
Pré-exercicio Leve a moderado Leve a ~
Nao presente
moderado Dispneia leve
Grau ll | Pos-exercicio | Moderado a grave ou estridor leve ISP 7
cianose e sincope
Moderado a ~
nao presentes
grave
Dispneia moderada
Ou grave; com ou sem
, - Moderado a | _. 9 O .
Pré-exercicio Moderado a grave cianose; incapacidade
grave e
Grau lll ao exercicio
Pds-exercicio Grave Grave Dispneia grave; pode
ou ndo apresentar
dispneia ou sincope
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FIGURAS

Figura 1. Representacao grafica da coleta do microbioma nasal (A) e orofaringeo (B)
utilizando cotonetes estéreis em caes da raca buldogue francés afetados (“sick”; grau
[I-1ll) ou ndo (“‘healthy”; grau 0) pela Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica

(SOAB).
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Figura 2. Representacdo grafica da beta diversidade em amostras coletadas da
cavidade nasal e orofaringea de caes braquicefalicos da raga buldogue francés
afetados (“sick”; grau lI-lll) ou n&o (“healthy”; grau 0) pela Sindrome Obstrutiva Aérea

Braquicefalica (SOAB).
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Sonos Bray Curtis Distribution
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Figura 3. Representacédo grafica da diversidade alfa (A), beta (B) e abundéancia
relativa dos géneros bacterianos (C) do microbioma nasal de cées da raga buldogue
francés afetados (“sick”; grau lI-lll) ou ndo (“healthy”; grau 0) pela Sindrome Obstrutiva
Aérea Braquicefalica (SOAB).




27

Bray Curtis Distribution Shumon
) 50
5
025 4 .
~ get(vars[1]) = . Nare_stenosis
2 000 2 ° 8 . 0
= 2 $3
o~ 1 ° 1
3 . : ; i
& 025 g <2 3
0.50 1 vs 0: p-value=0.694, R2=6.0% 1
2 vs 1: p-value=0.694, R2=6.9%
2 vs 0: p-value=0.694, R2=10.3% .
2 vs 3: p-value=0.694, R2=8.9% o
00 5 10 0 i 2 3
PCoA 1 (33%) A Nare_stenosis B
1.00 1 ﬁ i E
— Genus
0754 Moraxella Fusobacterium
Conchiformibius Corynebacterium
o) Rothia Neisseria
2 Suttonella Frederiksenia
% 0.50 Streptococcus Gemella
< B i na
= Bergey F
2 Haemophilus Blastocatella
Helcococcus Parvimonas
0.25 Porphyromonas Capnocytophaga
Riemerella Other
Leucobacter
0,00 === == = =
0 1 3 C

Figura 4. Representacado grafica da diversidade alfa (A), beta (B) e abundancia
relativa de géneros bacterianos (C) presentes nas narinas de caes da raga buldogue
francés em relagdo aos graus de estenose nasal (grau O, [, Il e IlI).
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Shannon Bray Curtis Distribution
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Figura 5. Representacdo grafica da diferenca na diversidade alfa (A), beta (B) e
abundancia relativa dos géneros bacterianos (C) do microbioma orofaringeo de caes
da raga buldogue francés afetados (“sick”; grau lI-1ll) ou ndo (“healthy”; grau 0) pela
Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB).





