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ELASTOGRAFIA ACOUSTIC RADIATION FORCE IMPULSE (ARFI) DOS
TECIDOS HEPATICO E ESPLENICO DE PACIENTES CANINOS AFETADOS
PELA SINDROME BRAQUICEFALICA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar a rigidez tecidual de
figado e baco de cées braquicefalicos e sua correlagio com a sindrome
braquicefalica. A metodologia foi realizada com base em elastografia ARFI com
utiizacdo do aparelho ACUSON S2000/SIEMENS, com transdutores
multifrequenciais convexo e linear, e softwares especificos. Foram selecionados 48
pacientes braquicefalicos e 22 controles mesocefélicos, com idade entre um a seis
anos e faixa de peso delimitada. As racas braquicefalicas apresentaram rigidez
hepatica (lobos mediais: 1.52 m/s + 0.36; lobo esquerdo lateral: 1.47 m/s = 0.47; lobo
direito lateral: 1.20 m/s = 0.29 e lobo caudado: 1.23 m/s £+ 0.39) e esplénica (2.51 m/s
+ 0.45) significativamente maior do que cdes mesocefalicos (Figado: lobos mediais:
0.96 m/s + 0.10, lobo esquerdo lateral: 0.93 m/s =+ 0.11, lobo direito lateral: 0.74 m/s
0.08, lobo caudado: 0.76 m/s + 0.10; baco: 2.29 m/s £ 0.34) pela analise de variancias
ANOVA. Andlise dos componentes principais fora realizada, na qual dois
componentes (velocidades de cisalhamento do lobo esquerdo lateral, lobos mediais e
lobo caudado versus hemoglobina, hematdcrito, eritrécitos e ALT) explicaram 70% das
variacfes obtidas entre os grupos. Caes braquicefalicos apresentaram maior rigidez
de parénquima hepético e esplénico avaliado por elastografia ARFI quando
comparados a caes mesocefalicos.

Palavras-chaves: apneia do sono, braquicefalia, céo, fibrose hepatica, rigidez
hepatica



ACOUSTIC RADIATION FORCE IMPULSE (ARFI) ELASTOGRAPHY OF THE
HEPATIC AND SPLENIC TISSUES OF CANINE PATIENTS AFFECTED BY
BRACHYCEPHALIC SYNDROME

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the hepatic and spleen
stiffness of brachycephalic dogs and its correlation with the brachycephalic syndrome.
The tissue elasticity was evaluated by ARFI (Acoustic radiation force impulse)
elastography, with convex and linear multifrequential transducers and specific
software. Forty-eight brachycephalic and 22 mesocephalic dogs, with an age range
between one to six years old and weight range also pre-define. The brachycephalic
breeds showed values of liver stiffness (medial lobes: 1.52 m/s £ 0.36; left lateral lobe:
1.47 m/s £ 0.47; right lateral lobe: 1.20 m/s £ 0.29 and caudate lobe: 1.23 m/s + 0.39)
and spleen stiffness (2.51 m/s + 0.45) significantly higher than the mesocephalic dogs
(Liver: medial lobes: 0.96 m/s + 0.10, left lateral lobe: 0.93 m/s + 0.11, right lateral lobe:
0.74 m/s £ 0.08, caudate lobe: 0.76 m/s + 0.10; spleen: 2.29 m/s £ 0.34) by the
analyses of variances ANOVA. A principal component analysis was performed in which
two components (shear wave velocities of the left lateral, medial and caudate lobes
versus hemoglobin, hematocrit erythrocytes and ALT) explained 70% of the variances
between the groups. Brachycephalic dogs had higher spleen and liver stiffness when
compared with mesocephalic dogs.

Keywords: brachycephaly, dogs, hepatic fibrosis, liver stiffness, sleep apnea
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1. INTRODUCAO

Um grande aumento na populagdo de cées de racas braquicefalicas, como
pugs, buldogues ingleses e buldogues franceses, tem sido observado nos ultimos
anos (The Kennel Club, 2019) e, neste cenario, o atendimento de individuos afetados
pela sindrome braquicefélica (SB) é cada vez mais frequente na rotina clinico cirdrgica
de pequenos animais. Os cdes acometidos podem apresentar um ou mais
componentes anatdbmicos que causam a obstrucdo respiratéria da SB, a qual a
extensao e severidade dos sinais clinicos, além da deterioracéo da qualidade de vida,
demonstram que a reproducdo de pacientes com braquicefalia pronunciada é uma
preocupacao de bem-estar animal (Fawcett et al., 2019).

Os problemas relativos ao sono sdo amplamente relatados nestes pacientes,
permitindo que essa sindrome seja comparada e utilizada como modelo experimental
para apneia obstrutiva do sono em humanos (Hendricks et al., 1987; Roedler et al.,
2013) e, portanto, as consequéncias aos disturbios respiratérios presentes em ambas
as sindromes podem ser similares. Apneia obstrutiva do sono (AOS) € uma condicéo
clinica caracterizada por episédios recorrentes de obstrucdo completa (apneia) ou
obstrucao parcial (hipopneia) do trato respiratorio superior, 0 que leva ao aumento da
pressao negativa intratoracica, fragmentacao do sono e hipéxia intermitente durante
sono em humanos (Flemons et al., 1999). Esta sindrome € estabelecida como fator
de risco para injuria hepatica, pela hipéxia crénica que acomete estes pacientes, a
gual é altamente correlacionada a estagios progressivos de hepatopatias (Polotsky et
al., 2009; Tanné et al., 2005).

Ao contrario da AOS, pouco se sabe a respeito dos efeitos da SB ao
parénquima hepatico e esplénico dos pacientes acometidos e, menos ainda, se a
correcdo cirargica dos componentes primarios da sindrome pode diminuir estas
possiveis consequéncias. A hipoxemia cronica inerente a estes cdes acarreta
consequéncias ainda pouco elucidadas na medicina veterinaria e, pela semelhanca
funcional da SB a AOS, da-se a importancia de investigagdo sobre os possiveis efeitos
da sindrome aqui estudada em todo aparelho hepatico-esplancnico, além de poder se
tornar um recurso prognostico util e futuramente se determinar se o procedimento
cirdrgico apresenta maiores beneficios a estes tecidos quando realizados em animais

jovens.



A técnica de elastografia ARFI (“Acoustic Radiation Force Impulse”) é segura e
nao invasiva e permite a deteccdo de alteragcdes precoces e avancadas em
parénquima hepatico de humanos e cées (Carfas et al., 2015; Friedrich-Rust et al.,
2013; Holdsworth et al., 2014; Jeon et al., 2015; Tamura et al., 2019). Desta forma,
pode ser estabelecida como forma de avaliagdo progndstica de facil execugcédo. Como
ja estdo estabelecidas medidas fisiologicas de elastografia esplénica e hepética em
cées dolicocefalicos saudaveis, destaca-se a importancia de definicdo destas medidas
em caes braquicefalicos afetados por diferentes graus da sindrome braquicefalica.
Busca-se assim, a comprovacao de mais uma consequéncia da SB além da validagéo
do método de avaliacdo por meio de elastografia hepético-esplénica em céaes

braquicefalicos, como ferramenta util na rotina clinico-cirargica veterinaria.

2. REVISAO DE LITERATURA

A SB é comumente encontrada na rotina de pequenos animais e considerada
causa estabelecida de dificuldade respiratéria (Hendricks, 1992; Riecks et al., 2007,
Dupré et al., 2012; Meola, 2013). Esta sindrome envolve componentes anatémicos
primarios, que incluem caracteristicas congénitas, como narinas estenoticas,
prolongamento de palato mole, hipoplasia de traqueia, hiperplasia de turbinados
nasofaringeos e macroglossia (Meola, 2013; Jones et al., 2019) além de mdultiplos
componentes secundarios, causados pelo aumento da turbuléncia e resisténcia aérea,
que incluem edema de palato e laringe, eversdo de sacos laringeos, eversdo de
tonsilas palatinas e até colapso laringeo (Koch et al., 2003; Meola, 2013).

Packer et al. (2015) demonstraram que a reducéo relativa do focinho aumenta
dramaticamente o risco da SB. Em adicdo a estes achados, o aumento da
circunferéncia cervical e a obesidade foram considerados como fatores exacerbantes
da SB (Liu et al., 2015; Packer et al., 2015), tal como relatado na medicina humana
para AOS (Tanné et al., 2005). A dificuldade respiratéria causada pela SB também
promove consequéncias sistémicas, além das respiratérias (Koch et al., 2003), como
evidenciado pelos efeitos inflamatorios sistémicos (Rancan et al., 2013),
gastrintestinais (Lodato e Hedlund, 2012) e cardiovasculares (Hoareau et al., 2012).

Desta forma, € sugerido atualmente o termo sindrome braquicefalica no lugar de



sindrome obstrutiva aérea braquicefélica, ja que o primeiro aborda uma faixa mais
ampla de sinais clinicos (Roedler et al., 2013).

Buldogues franceses, buldogues ingleses e pugs sdo considerados como
altamente predispostos a SB (Asher et al., 2009; Njikam et al., 2009; Oechtering, 2010;
O’Neill et al., 2015; Packer e Tivers, 2015). Estas ragas tém se tornado extremamente
populares em todo mundo, culminando grande aumento em seu registro anual nos
altimos dez anos, com 343% de aumento em pugs, 2985% em buldogues franceses
e 199% em buldogues ingleses (The Kennel Club, 2019). O crescimento populacional
destas racas implica em maior numero de cées braquicefalicos afetados pela SB e
raros sao os proprietarios que reconhecem os sinais clinicos pertinentes a sindrome,
e tampouco procuram atendimento veterinario por tais sinais (Packer et al., 2012). Da
mesma forma, os efeitos sistémicos da SB ainda sdo pouco difundidos entre clinicos
e cirurgides veterinarios, devendo-se ressaltar a importancia do diagnéstico e da
indicacao de tratamento cirdrgico a estes pacientes.

Grande parte dos tutores relata intolerancia ao exercicio, roncos, dispneia
inspiratoria e, em quadros graves, cianose e episédios de sincope (Roedler et al.,
2013; Beausoleil e Mellor, 2015; Packer et al., 2015; Dupré e Heidenreich, 2016).
Também é descrito uma variedade de problemas do sono e apneia (Roedler et al.,
2013; Beausoleil e Mellor, 2015), sendo que os pacientes podem apresentar episédios
de hipoxemia noturna (Koch et al., 2003; Hendricks, 2004; Calvin et al., 2010). Estes
caes desenvolvem estratégias para evitar a obstrucao de via aérea cranial, assumindo
posi¢cdes corporais particulares durante o sono, como permanecer sentados, com
focinho elevado ou ainda dormir com brinquedo entre os dentes, de forma a manter a
boca aberta. Em avaliacdo da sindrome por meio de questionario, 56% dos tutores
relataram que seus caes possuiam disturbios do sono (Roedler et al., 2013).

O exame fisico, o historico e a avaliacdo das lesdes anatdbmicas por meio de
sedacédo ou anestesia geral sao utilizados para diagnéstico da SB (Hendricks, 2004;
Lilla-Maula et al., 2017). Estes métodos sdo subjetivos e/ou invasivos, 0 que cria
dificuldade na avaliagao da progressédo da doenca e efetividade do tratamento em um
cenario clinico (Packer et al., 2012; Pratschke, 2014). A severidade e o alcance dos
sinais clinicos também séo de dificil estimagcdo mesmo com o uso de métodos de

diagnéstico por imagem como a endoscopia ou com outras técnicas complementares



como a pletismografia (Doust e Sullivan, 2003; Riecks et al., 2007; Bernaerts et al.,
2010; Liu et al., 2015).

O grau da SB tem sido comumente avaliado pela frequéncia de sinais clinicos
reportado pelos tutores (Poncet et al., 2005) ou por meio de avaliacdo veterinaria em
testes de exercicio (Liu et al., 2015; Lilja-Maula et al., 2017). A graduacao funcional
por meio destes testes é realizada em escore, 0 que parece ser mais fidedigno ja que
foi demonstrado que frequentemente os tutores destes cdes nao reconhecem ou nao
percebem os sinais clinicos como problematicos (Packer et al., 2012). Liu et al. (2015)
definiram um sistema de escore numérico (indice SB) para trés racas afetadas,
buldogues ingleses, buldogues franceses e pugs, por moldagem dos dados obtidos
na pletismografia de corpo inteiro e por meio de testes de exercicio submaximos, que
podem relacionar a severidade da SB como forma simples e objetiva de avaliagdo
destes pacientes.

A classificacdo da SB por teste de exercicio submaximo melhora a discusséo
desta em um cenario cientifico, além de facilitar a classificacdo da sindrome em um
ambiente clinico-cirargico, com a avaliacdo primaria do paciente. Em estudo recente,
Riggs et al. (2019) validaram a avaliacao clinica por auscultacéo laringeal antes e ap0s
dois testes de exercicio submaximo diferentes, comprovando alta sensibilidade do
exame clinico para o diagndstico da SB, particularmente apés o teste de trote durante
trés minutos.

Neste cenario, a sindrome braquicefalica frequentemente requer tratamento
cirargico para alivio dos sinais clinicos. As técnicas cirlrgicas mais comumente
realizadas incluem resseccdo em cunha da cartilagem nasal (Bowlt e Moore, 2009),
rinoplastia pela técnica de Trader (Huck et al., 2008), estafilectomia (Hobson, 1995),
tonsilectomia parcial (Dulisch, 2003) e ventriculectomia (Hobson, 1995). Mais
recentemente, técnicas modificadas e avancadas como palatoplastia em retalho
dobrado (Haimel e Dupré, 2015), vestibuloplastia nasal (Oechtering e Schuenemann,
2010) e turbinectomia por laser (Oechtering et al., 2016, Liu et al., 2018) tém sido
reportadas. O tratamento cirirgico da sindrome braquicefalica é individualizado para
cada cdo, a depender da severidade da obstrucdo aérea e das anormalidades
encontradas (Cantatore et al., 2012).



Diversos estudos tém empregado o uso de questionarios aos proprietarios para
a avaliacdo de resultado cirdrgico (Torrez e Hunt, 2006; Riecks et al., 2007); apesar
de suas limitacfes pela subjetividade de avaliacao (Torrez e Hunt, 2006; Pratschke,
2014; Liu et al., 2017). A objetificacdo do resultado pés-operatério pode ser dificil,
devido a complexidade dos sinais clinicos e a necessidade de combinacdes
individuais dos diferentes procedimentos cirdrgicos (Roedler et al., 2013). Desta
forma, o uso do indice de SB representa grande avancgo sobre os critérios subjetivos
previamente utilizados para identificar esta sindrome. Este também possui o potencial
de facilitar a pratica clinica na monitoracéo da progresséao e na avaliagao do resultado
cirargico (Liu et al., 2015).

Em avaliacdo pré e pés-operatoria, Pohl et al. (2016) demonstraram grande
diferenca nos disturbios do sono em pacientes com SB. Previamente a cirurgia, 55%
dos proprietérios relataram que seus cdes apresentavam dificuldade para dormir,
incluindo: apenas consegue dormir com focinho elevado (47%), episodios de apneia
(47%), tentativas de dormir quando sentado (35%), apneia durante sono (18%),
apenas consegue dormir com boca aberta (15%) e dormir muito pouco ou quase nada
(9%). J& no poés-operatério, apenas 3% dos proprietarios relataram apneia durante
sono.

A AOS é uma condicao clinica caracterizada por episédios recorrentes de
obstrucdo completa (apneia) do trato respiratorio superior em humanos, o que leva ao
aumento da pressdo negativa intratoracica, fragmentacdo do sono e hipdxia
intermitente durante sono (Drager et al., 2013), assim como o relatado para SB.
Recente, estudo definiu que AOS é preditor independente para incidéncia de doenca
hepatica (Chou et al., 2015) e o risco de esteatose hepatica ndo alcoodlica associada
a AOS é particularmente alto (Jouét et al., 2007; Kallwitz et al., 2007; Campos et al.,
2008; Polotsky et al., 2009; Daltro et al., 2010; Aron-Wisnewsky et al., 2012; Nobili et
al., 2014; Pulixi et al., 2014; Sundaram et al., 2014; Corey et al., 2015; Lin et al., 2015;
Qi et al., 2016).

Ainda, Tanné et al. (2005) sugeriram que a AOS induz resisténcia insulinica e
hipoxia hepatica direta, o que pode estar diretamente envolvido na patogénese da
injuria hepatica dos pacientes com esta afeccdo. Polotsky et al. (2009) também

examinaram se a AOS e a hipOxia noturna predizem a severidade de esteato-hepatite



em individuos severamente obesos apresentados para cirurgia bariatrica e concluiram
gue pacientes com AOS moderada a severa exibiram maior inflamacéo lobular
hepatica em relacdo a pacientes com AOS discreta. A hipoxia noturna severa também
foi associada ao edema de hepatdcitos e a fibrose pericelular no parénquima hepéatico
de humanos (Aron-Wisnewsky et al., 2012; Drager et al., 2013). Visto que buldogues
ingleses sao utilizados como modelos de estudo para humanos com sindrome da
apneia (Hendricks et al., 1987), € razoavel presumir que outros cdes braquicefalicos
possam ter semelhanca em relacédo ao risco de apneia do sono, ja que a SB divide
caracteristicas com a sindrome obstrutiva da apneia do sono (Crane et al., 2017).

Em hepatopatias crénicas a avaliagdo da fibrose hepética é essencial, antes
realizada apenas por biépsia hepéatica, considerado como exame padrao ouro para
avaliacdo hepatologica (Gebo et al., 2002). Atualmente métodos nado invasivos foram
desenvolvidos e sao utilizados principalmente em pacientes em que a realizacéo de
bidpsia é contraindicada. A elastografia, técnica empregada para avaliacdo da
elasticidade tecidual, a qual € utilizada na medicina humana e na veterinaria para
diferenciar lesbes benignas e malignas em diversos 06rgaos, assim como para
diagnostico de fibrose hepética (Cafias et al., 2015; Friedrich-Rust et al., 2013;
Holdsworth et al., 2014; Jeon et al., 2015; Silva et al., 2018).

A analise da rigidez tecidual por ultrassonografia pode ser realizada com
aplicacao de compressdo manual ou mecanica (imagem de elasticidade, elastografia
de tensdo) ou sem compressao (i.e., do inglés “acoustic radiation force impulse” -
ARFI) (Gallotti et al., 2010). A técnica ARFI é segura e ndo invasiva, e prové medidas
guantitativas e qualitativas da rigidez tecidual (Dudea et al., 2011; Feliciano et al.,
2014; Holdsworth et al., 2014). Estudos demonstraram que a elastografia ARFI pode
ser utilizada como método nado invasivo alternativo para a avaliacdo de fibrose
hepatica em hepatite cronica humana (Friedrich-Rust et al., 2009). Combinada a
elastografia transiente (técnica elastografica utilizada para avaliacdo de fibrose
hepatica por meio de medidor FibroScan; Rivero-Juarez et al., 2012), o método ARFI
tem sido demonstrado como altamente especifico, cerca de 93%, para predicdo de
fibrose hepatica sendo que, se estes dois métodos estéo de acordo entre si, a biépsia
hepatica pode ser evitada (Sporea et al., 2011).



A elastografia esplénica também tem sido empregada no diagnéstico de
desordens hepaticas crbénicas (Bota et al., 2010; Dudea et al., 2011; Gao et al., 2012)
como a cirrose, hipertensédo portal (Bota et al., 2010) e algumas alteragdes vasculares
(Ye et al., 2012) em humanos, no qual a rigidez esplénica avaliada pela técnica ARFI
é relatada como bom preditor da presenca de cirrose hepatica (Bota et al., 2010). O
desenvolvimento de hipertensdo portal é uma consequéncia comum das doencas
hepaticas crbnicas, caracterizadas por fiborogénese hepatica progressiva e alteracdes
vasculares extensivas que ocorrem tanto no figado quanto no tecido esplénico (Sanyal
et al., 2008).

Apesar da elastografia ser um método de facil realizacdo em cées (Jeon et al.,
2015), ainda sdo necessarios novos estudos para se validar a distingdo entre os
tecidos normais e os anormais na espécie (Marolf, 2017). Boas relacbes foram
observadas entre gradiente de pressao portal, rigidez esplénica e hepética em estudo
com caes (Nedredal et al., 2011), o que sugere relagdo temporal entre hipertensao
portal e desenvolvimento de fibrose hepética. Estudo recente também sugeriu
evidéncias da relacdo entre a rigidez hepatica associada ao aumento da presséo
venosa portal causada por doencgas em caes (Rotemberg et al., 2013).

Hoareau et al. (2012) demonstraram que cdes de racas braquicefélicas
(buldogues ingleses e franceses) sdo propensas a menor pressao arterial de oxigénio
(PaO2), maiores valores de hematdcrito, maior presséo arterial de gas carbdnico
(PaCO2) e hipertensdo quando comparados aos ndo braquicefalicos, o que pode ser
um mecanismo compensatério para manter a concentragdo normal de oxigénio
arterial. Também foram relatadas evidéncias de que a hipoxemia crénica que afeta
estes pacientes pode ser suficiente para estimulacdo da producdo de eritropoietina,
tal como discutido na medicina humana (Calvin et al., 2010), além de estudos
sugerirem a presenca de estado de hipercoagulacdo em cées braquicefalicos, que é
amplificado pela severidade da sindrome (Crane et al., 2017).

Os efeitos da hipoxemia cronica sobre o parénquima hepatico e esplénico
destes cées ainda ndo foram investigados e podem trazer um novo aspecto sobre as
consequéncias da SB, revelando ainda mais a necessidade de controle e avaliagédo

criteriosa do cruzamento das racas, com objetivo principal de bem-estar destes céaes,



guestao configurada hoje como prejudicial ao bem-estar animal inerente aos tipos
morfolégicos extremos (Fawcett et al., 2019).

3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de alteracfes na rigidez hepéatica
e esplénica de cées afetados pela sindrome braquicefalica, de forma a definir se estas
modificacdes podem ser utilizadas como forma de avaliagdo prognostica da sindrome.
Com estas definicbes, objetivou-se também identificar se as possiveis alteracfes
encontradas possuiam relagdo com o grau de evolucao clinica dos pacientes.

Como objetivos especificos tém-se: (1) caracterizar a rigidez dos tecidos
hepatico e esplénico de cdes afetados pela sindrome braquicefalica; (2) correlacionar
os dados obtidos com o grau da sindrome braquicefalica de cada paciente; (3) definir
se a avaliacdo ultrassonografica pelo uso da técnica ARFI pode ser considerado como
meétodo para avaliacdo progndstica de caes braquicefalicos afetados pela sindrome,

avaliada por testes de eficacia.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O presente projeto foi avaliado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FCAV-UNESP Campus de Jaboticabal, com numero de protocolo 17944/2017.
Todos os proprietarios foram consultados e informados sobre o presente estudo.
Expondo sua concordancia com as avaliagdes propostas em termo de consentimento
livre (anexo, Apéndice C) seu animal foi autorizado a ser incluso no projeto. Os
pacientes selecionados foram acompanhados ambulatoriamente durante todo periodo

experimental.

4.2 Desenho experimental

Este estudo clinico observacional e prospectivo foi dividido em trés etapas e o
tamanho amostral necessario para cada etapa calculado com ajuda do software

G*Power versao 3.1.9.2 (Universidade de Kiel, Alemanha).



Na Etapa 1, foram coletados dados para comparagdo dos parametros
elastograficos hepaticos de caes braquicefalicos e mesocefélicos. Para este objetivo
o tamanho amostral foi calculado com base nos resultados de Han et al. (2012) e,
inicialmente, selecionados 15 cées mesocefalicos higidos e 30 braquicefalicos
(higidos, acometidos apenas pela SB), o que permitiria a identificacdo de diferencas
de 0,4 m/s na velocidade da onda de cisalhamento do parénquima hepatico, com
poder estatistico de 89%.

Na Etapa 2, foram coletados dados para comparacdo dos mesmos parametros
entre as ragas braquicefdlicas, pug e buldogue francés, assim como com os caes
mesocefalicos. Desta forma, uma amostra minima de 15 cdes por grupo permitiu a
identificacdo de diferencas semelhantes as relatadas na Etapa 1, com poder
estatistico de 83%.

Na Etapa 3, foi estudado o efeito da sindrome braquicefalica sobre o
parénquima hepético, avaliado pela técnica de elastografia e validadas para tal fim em
humanos por Han et al. (2012) e Feng et al. (2016). Desta forma, os céaes
braquicefalicos foram categorizados em quatro graus de severidade clinica da
sindrome, de acordo com a proposta validada por Liu et al. (2015). Também foi
acrescentado ao estudo a avaliacdo clinica do grau de estenose de narina de cada
paciente (Liu et al.,, 2016). Com a amostra referente aos cédes braquicefalicos e
mesocefalicos estimamos inicialmente ter ao menos 10 individuos em cada categoria
de severidade da SB, para identificar diferencas na velocidade de onda de
cisalhamento hepética de 0,4 m/s com poder estatistico de 71%, segundo 0s
resultados de Feng et al. (2016). De acordo com as categorias descritas obtivemos o

namero minimo inicialmente requerido em cada grau da SB.

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Selec&o dos pacientes

Os cées inclusos neste estudo foram recrutados durante atendimento no
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV, Unesp Campus Jaboticabal. Cées das racas buldogue francés
e pugs foram utilizados como modelos de caes braquicefdlicos. Os caes

mesocefalicos foram advindos do Laboratério de Nutricdo de Cées e Gatos da
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Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV - Campus de Jaboticabal —
UNESP, todos cdes da raca Beagle, higidos e fora do periodo experimental do
laboratorio, inclusos no estudo como grupo controle. Todos os caes inclusos no estudo
apresentaram-se com idade entre um a seis anos e peso corporal entre cinco a 15
quilogramas.

Optou-se por utilizar os cdes advindos do Laboratorio de Nutricdo de Cées e
Gatos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV - Campus de
Jaboticabal — UNESP, da raca beagle com faixa de idade e peso como delimitado
acima, a fim de se obter o grupo mesocefalico mais homogéneo quanto ao tamanho
e peso corporal. A escolha da raca beagle permite a comparacdo com as ragas
braquicefalicas aqui estudadas por similaridade de estatura e peso entre estas, além
de permitir a escolha da faixa etaria destes caes, sendo utilizada a mesma faixa etaria
adotada para o grupo braquicefalicos, excluindo assim possiveis variacbes nas
medidas obtidas. Foram excluidos quaisquer cdes que nao atenderam as
classificacBes descritas ou que apresentaram alteracfes condizentes com qualquer
afeccao sistémica. A influéncia dos fatores foi considerada e avaliada nas analises

estatisticas deste estudo. O protocolo experimental foi realizado conforme a Figura 1.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL TLLE
]
]

SELECAO DOS PACIENTES

Analise dos dados obtidos 8
Exame fisico + coleta de sangue
para exames hematologicos

Classifica¢do funcional da fiack ”
SB e EN Avaliagdo ultrassonografica em

modo B + elastografia
qualitativa e quantitativa

‘IIIIIIIIIIIIIII'

Figura 1. Imagem ilustrativa de diagrama de fluxo exemplificando

como o protocolo experimental foi desenvolvido.
SB: sindrome braquicefalica; EN: estenose de narina.
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4.3.2 Avaliacao perfil hepatico e hemograma

Os caes selecionados e inclusos neste estudo tiveram sua condig&o sistémica
avaliada por meio de hemograma (contagem automatica, realizado pela equipe do
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel —
Unesp — FCAYV, Jaboticabal — SP) e perfil bioquimico hepatico apds o exame fisico.
Fora realizada coleta de sangue por meio de pun¢do venosa em veia jugular com
contencdo manual dos cées. O perfil bioquimico hepatico foi composto de avaliacdo
de atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), marcadores de lesdo hepatica, e pelos niveis de bilirrubina
total, conjugada e ndo conjugada, ja que a diminuicdo da massa hepatica funcional
pode resultar em menor captacdo de bilirrubina ndo conjugada pelos hepatécitos,
diminuicdo da sua conjugacéo e de excrecao de bilirrubina conjugada (Stockham e
Scott, 2011). Também foram inclusas as avaliacGes de proteina total e albumina sérica
para avaliacdo da funcdo de sintese hepatica. Todos os testes bioquimicos foram
realizados pelo aparelho LabQuest! pelos kits LabTest?, no Laboratério de apoio a
pesquisa do departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV — Unesp,
Jaboticabal — SP.

4.3.3 Exames Ultrassonograficos

Apos a coleta de sangue, foi realizada tricotomia ampla do abdémen dos
animais, entre a regido epigastrica e hipogastrica, compreendida entre o apéndice
xifoide e os dois ultimos pares de glandulas mamarias, estendendo-se lateralmente
na regido ventral aos musculos lombares, proximos ao ultimo par de costelas, do lado
esquerdo, e sobre os dois Ultimos pares de costelas, do lado direito para realizacéo
dos exames ultrassonograficos do parénquima hepatico e esplénico, método
semelhante ao adotado por Feliciano et al. (2007).

ApGs a tricotomia, os animais foram encaminhados para a sala de
ultrassonografia. Os cées foram posicionados em decubito dorsal e/ou lateral por meio
da contencéo fisica delicada dos membros, com a cabeca na direcdo do monitor e

corpo paralelo ao aparelho. Antes do exame, foi aplicado gel especifico para a

! LabTest Diagndstica - Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre, Lagoa Santa - MG
2 LabTest - Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre, Lagoa Santa - MG
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realizacdo de ultrassonografia e, para a avaliacdo destes 6rgdos nao houve
necessidade de preparo prévio ou sedacdo. E ressaltado aqui que os exames
ultrassonograficos foram realizados por operador experiente na area, com qualificacao
para realizacdo dos mesmos.

Os exames foram realizados com a utlizagdo do aparelho ACUSON
S2000/SIEMENS, com transdutores multifrequenciais convexo (4MHz) e linear
(9MHz). As avaliacdes ultrassonograficas em modo B foram realizadas anteriormente
a técnica de elastografia, em cortes transversais e longitudinais, objetivando-se
realizar a varredura do tecido hepatico e esplénico dos animais. Identificou-se as
regibes propostas e verificou-se a homogeneidade tecidual (ecogenicidade e
ecotexturas teciduais) e o tamanho normal desses 6rgédos nos animais selecionados.
Qualqguer alteracédo encontrada nas imagens do modo B, referente a homogeneidade,
ecogenicidade e ecotextura tecidual, determinou se o paciente seria ou ndo incluido
na préxima etapa do estudo, de forma a eliminar pacientes com possiveis alteracées
ainda nao detectaveis pelos exames hematoldgicos. Desta forma, os cdes que
apresentaram alteracdes focais, multifocais (n6dulos focais, multifocais ou massas)

e/ou heterogenicidade difusa foram excluidos do experimento.

4.3.3.1 Elastografia qualitativa e quantitativa

Para a elastografia foi utilizado o aparelho ultrassonografico ACUSON
S2000/SIEMENS com software para caracterizacdo qualitativa e quantificacao
utilizando o método ARFI (Virtual Touch Tissue Quantification software) e transdutores
padrées, linear de 9,0 MHz e convexo de 4,0 MHz como previamente relatado
(Feliciano et al., 2014; Maronezi et al., 2015).

Utilizando a técnica elastografica ARFI qualitativa, foram formadas imagens em
tons de cinza do tecido hepéatico e esplénico dos cées, para avaliacdo da rigidez
tecidual relativa (elastograma; Figura 2). Esta informacéo foi calculada por meio da
analise dos deslocamentos relativos de elementos teciduais devido a pulso de pressao
acustica. Para a imagem elastograma formada, as regiées claras demonstram que o

tecido € mais elastico (menos rigido) do que as regides escuras. Ademais, essas
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imagens foram comparadas as obtidas pela ultrassonografia convencional
correspondente.

O método ARFI quantitativo utiliza pulsos acusticos de curta duracdo para
produzir deslocamentos no tecido examinado. Esses deslocamentos sdo chamados
de ondas de cisalhamento, cuja velocidade é proporcional as caracteristicas elasticas
do tecido examinado. A velocidade do som € mais rapida em tecidos mais
endurecidos, indicando a rigidez da estrutura (Feliciano et al., 2014). Para a obtencéo
dos valores para a velocidade de cisalhamento dos tecidos hepéatico e esplénico foram
divididos de acordo com os estudos para padronizacdo dos valores de referéncia
realizados por Holdsworth et al. (2014) e Maronezi et al. (2015), sendo: Figado —
avaliacdes realizadas nos lobos hepéaticos esquerdo, direito e caudado (Figura 3), em
diferentes profundidades (proximal, medial e distal); Bago - avaliagdes realizadas nas
trés porcdes: face gastrica (cranial), face visceral (medial) e face renal (caudal; Figura
4). Em cada porc¢éo, foram obtidas no minimo trés amostragens da velocidade de
cisalhamento e profundidade, na qual os valores médios da avaliagdo quantitativa

foram expressos em velocidade de propagacao tecidual (m/s).

Figura 2. Imagens de elastograma de paciente braquicefalico da raca buldogue francés classificado
clinicamente como grau | da sindrome braquicefélica. A) Por¢céo cranial de bago. B) Lobo
hepético direito medial. Ambas imagens demonstram homogeneidade do parénquima em
coloracao de tonalidade cinza escuro.
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Figura 3. Imagens elastograficas de figado de paciente braquicefélico da raca buldogue francés classificado clinicamente como grau | da
sindrome braquicefalica. A) Lobo direito medial. B) Lobo esquerdo medial. C) Lobo esquerdo lateral. D) Lobo direito lateral. E) Lobo
caudado.



Figura 4. Imagens elastograficas de baco de paciente
braquicefalico da ragca buldogue francés
classificado clinicamente como grau | da
sindrome braquicefélica. A) Porcdo cranial de
baco. B) Porcdo de corpo de baco. C) Porcéo
caudal de baco.

15
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4.3.4 Classificacdo da sindrome braquicefalica e estenose de narina

Foi realizada anamnese geral de cada paciente e foram identificados: género,
idade, peso e escore corporal, em escala de um a nove de acordo com Laflamme
(1997).

Cada paciente braquicefalico foi classificado de acordo com o grau da SB,
como relatado por Liu et al. (2015). Este indice estabelece um sistema de escore
funcional em quatro graus (Tabela 1), baseado em avaliacédo clinica e auscultacdo
laringeal realizada antes e apds exercicio de tolerancia ao trote durante trés minutos,
sendo este também validado recentemente com alta especificidade para diagnostico
da SB por Riggs et al. (2019). O teste de exercicio subméaximo fora realizado sempre
em ambiente aberto, com mesma distancia e pelo mesmo avaliador. Os testes foram
todos realizados em periodo de temperatura amena, logo pela manha, para evitar
possiveis interferéncias da temperatura ambiente.

Foram classificados como grau 0 os caes assintomaticos, sem qualquer sinal
da sindrome, grau | aqueles com sindrome discreta, que apresentam sinais
respiratorios discretos e ndo se mostram afetados pelo teste de tolerancia ao
exercicio, assim considerados como clinicamente saudaveis para as racas. Caes com
grau Il, sindrome moderada, foram aqueles que necessitavam de cuidados médicos
como perda de peso e ou tratamento cirlrgico e grau lll, com sindrome severa,
aqueles que requereram intervencdo cirargica imediata e foram intolerantes ao
exercicio, sendo estes dois ultimos graus considerados como clinicamente afetados.

A intervencao cirargica imediata foi realizada como protocolo terapéutico em 12
caes dos 24 classificados como grau Il ou lll, utilizando-se a técnica de palatoplastia
em retalho dobrado (Haimel e Dupré, 2015) e ressec¢do em cunha da cartilagem nasal
(Bowlt e Moore, 2009). O tratamento clinico e cirdrgico fora indicado a todos os caes
classificados como grau Il e Ill da SB, porém, consentido apenas nos casos citados

acima.
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Tabela 1. Sistema de graduacao funcional da sindrome braquicefalica (SB) baseada
nos sinais respiratorios antes e apos teste de tolerancia a exercicio (TTE).

Ruidos Esforco Dispneia, cianose, sincope®
respiratérios® inspiratério®
Grau 0 Pré TTE Na&ao audiveis Ausente Ausente
P6s TTE Nao audiveis Ausente Ausente
Grau | Pré TTE Nao audiveis Ausente Ausente
ou discretos
P6s TTE Discretos Ausente ou Ausente
discreto
Grau Il Pré TTE Discretos a Discreto a Ausente
moderados moderado
P6s TTE Moderados a Moderado a Dispneia discreta, cianose ou
Severos severo sincope ausentes
Grau lll Pré TTE Moderados a Moderado a Dispneia moderada a severa,
Severos severo pode ou nao apresentar
cianose. Intolerancia ao
exercicio
P6s TTE Severos Severo Dispneia severa, pode ou

nao apresentar cianose ou
sincope.

Este sistema de graduacéo foi estabelecido e validado previamente (Liu et al., 2015; 2016). A classificagéo clinica foi
baseada em sinais respiratérios antes (pré TTE) e imediatamente apds teste de tolerancia a exercicio de trés minutos
(pés TTE) com velocidade de trote de aproximadamente 6 a 8 quildbmetros por hora realizado pelos investigadores.
Apresentacgdo de pelo menos um sinal do grau mais alto determina o resultado final em escore.
@ Sons respiratérios foram diagnosticados por meio de auscultagéo laringea. Discretos: aquelas audiveis apenas sob
auscultagdo; moderados: audiveis de forma intermitente, sem a necessidade de estetoscOpio; severos:
constantemente audiveis, sem necessidade de estetoscopio.
b Ciclo respiratério anormal caracterizado por evidéncia de aumento do esforgo para inalar o ar, com uso do diafragma
e ou musculos acessorios e ou alargamento nasal com aumento de ofegac¢éo. Suave: respira¢gdo com padréo regular
e minimo uso do diafragma; moderado: evidéncia de uso do diafragma e musculos acessorios da respiragéo; severa:
marcado uso do diafragma e musculos acessorios da respira¢ao
¢ Cées que apresentarem episddios de sincope e ou cianose como documentado pelo tutor, por meio da avaliagdo
por questionario, foram classificados como grau lll sem o TTE. Dispneia suave: apresentagdo de sinais de desconforto;
moderada: respiracdo irregular e sinais e desconforto; severa: respiracdo irregular com sinais de desconforto e
dificuldade respiratoria.

Além da avaliacao clinica descrita acima, foi realizado avaliacdo do grau de
estenose de narina de cada paciente como validado por Liu et al. (2016). A
representacdo dos quatro graus de estenose estabelecidos € demonstrada na Figura
5; classificadas em narinas abertas; suavemente estenoticas, na qual a parede da
narina lateral ndo tem contato com o septo nasal e imediatamente apds o teste de
tolerancia ao exercicio (TTE) as cartilagens alais devem mover dorsolateralmente
para abrir durante a inspiracdo; estenose moderada, na qual a parede da narina lateral
toca a parede o septo nasal em sua porcao dorsal, com abertura somente na por¢ao
ventral, e imediatamente apds o TTE e as cartilagens alais ndo sédo capazes de se
movimentar dorsolateralmente e pode haver alargamento nasal (i.e., contracao

muscular ao redor do plano nasal, na tentativa de alargamento dos orificios nasais);
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e, por fim, como estenose severa, na qual as narinas sao quase completamente
fechadas e o cdo pode mudar para respiragdo oral com pouco estresse ou exercicios

suaves.

Figura 5. Fotografias do plano nasal de cées
braquicefalicos para definicio do grau de
estenose de narina em buldogues franceses
com diferentes graus segundo Liu et. al
(2016). A) Narinas abertas, B) Narinas
discretamente estendticas C) Narinas
moderadamente estendticas D) Narinas
severamente estenoticas.

4.3.5 Andlise estatistica

As variaveis resultantes da avaliacdo foram analisadas estatisticamente com
ajuda do Software R verséo 3.3.0 (R Foundation for Statistical Computing, Austria). As
velocidades de onda de cisalhamento médias (SWV, i.e., do inglés “shear wave
velocity”) sdo expressas em metros por segundo e a profundidade em centimetros. As
variaveis continuas foram testadas para distribuicdo dos dados e quando necessario
fora realizada transformacédo dos residuos a fim de assegurar a suposicao de
normalidade por meio de transformag&o Box-cox. Ato continuo, a distribuigdo normal
foi obtida pelo teste de Shapiro-Wilk (p>0,05) assim como homocedasticidade das
variancias pelo teste de Bartlett (p>0,05). As trés repeticbes de velocidade de
cisalhamento/profundidade para cada area esplénica e para cada lobo hepatico foram
comparadas entre si pelo teste de analise das variancias (ANOVA). Ndo havendo

diferenca significativa, seré utilizada média das trés repeticbes para cada area/lobo.
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Em seguida, para verificar se houve diferenca significativa entre os valores médios
das regibes esplénicas, estes foram comparados pelo mesmo teste. O mesmo foi
realizado entre os lobos hepaticos mediais e entre os lobos laterais. Desta forma, ndo
havendo diferenca significativa nas avaliagdes, sera utilizada média dos valores de
SWYV e profundidade de cada regido/lobo analisados em conjunto (SWV). O lobo
caudado fora analisado individualmente.

Realizada a comparacdo entre as regides avaliadas e definidas as médias de
SWYV esplénicas e dos lobos hepaticos a serem utilizadas nas proximas etapas, as
variaveis foram comparadas entre a conformacéao de cranio, racas, graus da sindrome
braquicefalica, graus de estenose de narina e género pela analise de variancias
ANOVA no modelo inteiramente casualizado e pos teste de Tukey. Na sequéncia, a
analise de correlacao foi realizada entre as variaveis estudadas e as variaveis clinicas
pelo teste de Spearman, no qual o tamanho da correlagéo foi interpretado segundo
Hinkle et al. (2003), no qual 0,00 a 0,30 indica correlag&o insignificante; 0,30 a 0,50
baixa correlacéo; 0,50 a 0,70 correlacdo moderada; 0,70 a 0,90 correlacéo alta e 0,90
a 1 correlacdo perfeita. Subsequentemente o0s parametros que apresentaram
diferengas significativas (p<0,05) foram submetidos a analise de componentes
principais, tentando identificar os componentes de alteracdo fisioldgica que
explicassem a variabilidade dos parametros entre os cédes braquicefélicos e
mesocefalicos. A significancia foi fixada para todos os testes em 95% (p< 0,05). A

Figura 6 exemplifica o diagrama de fluxo com as etapas seguidas para analise das

DADOS ELASTOGRAFICOS QUANTITATIVOS, HEMOGRAMA E DE
BIOQUIMICA SERICA

DADOS ELASTOGRAFICOS

Comparagdo entre as
repeticdes (varlagdo
inter-avaliagdes) Comparacio entre género

variaveis.

Comparagio entre as
regioes avaliadas
Polos esplénicos

Lobos hepaticos mediais
Lobas hepiticos laterais
Lobo caudado

Comparagao entre graus
de EN

Correlagdo entre
velocidade e
profundidade

Comparacio entre graus .

da 5@

Teste de correlagdo entre

as varlivels

Definigdo dos valores de Comparagio entre racas

SWVm a serem utllizados
nas proximas Comparagdo entre
comparacgdes conformacdo de crinio

Andlise dos componentes
principais

Dados hematoldgicos +
Valores de SWVm

‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.l..l

Figura 6. Imagem ilustrativa de diagrama de fluxo representando
0S passos seguidos para analise das variaveis obtidas

no estudo.
SWV: Velocidade da onda de cisalhamento média.
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5. RESULTADOS

5.1 Animais

Dos cdaes selecionados, dois caes braquicefalicos (1 pug e 1 buldogue francés)
foram excluidos do estudo por apresentarem alteragcdes condizentes com afeccéo
sistémica. Ao todo foram inclusos 48 caes braquicefalicos e para o grupo controle
foram coletados dados de 22 caes mesocefalicos. Sessenta e quatro por cento (n=31)
dos caes braquicefélicos eram da raca buldogue francés e 35% (n=17) cées da raca
pug, aproximadamente. Em relacdo ao género dos cées braquicefalicos 35,48%
(n=11) foram machos e 64,51% fémeas (n=20) da raca buldogue francés, 35,29%
(n=6) machos e 64,70% (n=11) fémeas da raca pug e, quanto aos caes mesocefalicos
da raca beagle, 45,45% (n=10) foram machos e 54,54% (n=12) fémeas.

A média de idade obtida em cada raca foi de 2,9 (x1,43) anos em buldogues
franceses, 3,6 (£1,81) anos em pugs e 3,7 (x0,70) anos em beagles. A variacdo de
peso de todos os cédes selecionados foi de cinco a 15 kg, na qual a média de peso dos
cdes da raca buldogue francés foi de 12,3 (x1,77) kg, 10,6 (£2,45) kg nos pugs e 11,7
(x1,35) kg nos beagles. A média de peso geral das racas braquicefalicas (buldogues
franceses e pugs) foi de 12,06 (+ 2,11) kg. O escore corporal médio dentro de cada
raca foi de 5,64 (x 1,14) para buldogues franceses, 6,94 para pugs (+ 1,24) e 5,95
para beagles (= 0,72).

A classificacdo do grau de sindrome braquicefélica foi obtida conforme o
descrito na Tabela 1. Na raca buldogue francés 29,03% dos caes foram classificados
como grau 0, 29,03% como grau I, 19,35% como grau Il e 22,58% como grau Il
Dentro da raca pug foram obtidos 11,76% dos caes como grau 0, 23,52% grau I,
41,17% grau Il e 23,52% grau lll. Considerando o grupo de cées braquicefélicos total,
cerca de 22,91% foram classificados como grau 0, 27,08% grau |, 27,08% grau Il e
22,91% grau lll, sendo que foi cumprido o valor minimo requerido no desenho
experimental de 10 animais por grau da classificacdo da SB.

Na raca buldogue francés 9,67% dos cées foram classificados com narinas
abertas, 38,70% com narinas discretamente estendticas, 25,80% com narinas
moderadamente estenoticas e 25,80% com narinas severamente estenoticas. Para a

raca pug 5,88% dos cédes foram classificados com narinas abertas, 41,17% com
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narinas discretamente estendticas, 41,17% com narinas moderadamente estendticas
e 11,76% com narinas severamente estendticas. Do total de cdes braquicefélicos,
8,33% foram considerados com narinas abertas, 39,58% com narinas discretamente
estenodticas, 31,25% com narinas moderadamente estenéticas e 20,83% com narinas

severamente estenaticas.

5.2 Exames ultrassonogréafico e hematologicos

5.2.1 Ultrassonografia em modo B
Todos os bacos e figados avaliados pelo exame de ultrassonografia modo B
apresentaram ecotextura homogénea, tamanhos normais e contornos finos e
regulares. O paréngquima hepético apresentou-se hipoecoico em relacdo ao tecido
esplénico, com ecotextura homogénea e tamanho dentro dos limites normais em todos

0sS caes.

5.2.2 Elastografia ARFI
5.2.2.1 Elastografia ARFI qualitativa

A elastografia qualitativa das por¢des cranial, corpo e caudal do baco e dos
lobos hepaticos avaliados foram realizadas sem dificuldade. Ao elastograma, as
regibes avaliadas ndo se apresentaram deformdaveis, eram homogéneas e com

tonalidade cinza escuro.

5.2.2.2 Elastografia ARFI quantitativa e exames hematoldgicos

A elastografia quantitativa das por¢des cranial, corpo e caudal de baco e dos
lobos hepaticos avaliados foram realizadas sem dificuldade. A avaliacdo entre as
repeticdes de velocidade de cisalhamento e profundidade obtidas em cada area/lobo
(variacéo inter-avaliacdes) revelou auséncia de diferenca entre as mesmas (p>0,05).
Desta forma, a média das medidas de velocidade de cisalhamento (SWV) e
profundidade de cada regi&o foi utilizada para as avaliagées subsequentes. Os valores
médios das velocidades de cisalhamento de cada regido esplénica, quando
comparados entre si, ndo apresentaram diferenca (p=0,507), de forma que a média
geral entre as trés regides fora utilizada nas préximas analises. Para os lobos

hepéticos direito e esquerdo medial também nédo houve diferenca (p=0,582, Tabela 2)
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e a média das velocidades de cisalhamento dos dois lobos foi utilizada. Por fim, em
relacdo aos lobos direito e esquerdo lateral houve diferenca (p<0,001) e
posteriormente as médias de cada lobo foram utilizadas individualmente nas analises.

A SWYV do lobo caudado também fora utilizada individualmente.

Tabela 2. Resultados da anélise de variancias ANOVA dos valores de velocidade de
cisalhamento obtidos (metros por segundo; média + desvio padréo) por elastografia
ARFI entre diferentes polos esplénicos e entre os lobos hepaticos de céaes
braquicefalicos e mesocefélicos. Jaboticabal, 2019.

Regido: SWV Valor de p*

Baco:
Polo caudal 2,391 (£ 0,538)
Corpo 2,495 (+ 0,483) 0,507
Polo Cranial 2,441 (£ 0,557)
Lobos hepaticos:
Direito medial 1,372 (£ 0,459)

: 0,582
Esquerdo medial 1,328 (+ 0,468)
Esquerdo lateral 1,303 (£ 0,471)

<0,001***

Direito lateral 1,056 (+ 0,326)
Caudado 1,083 (+ 0,399) -

* Diferengas significativas obtidas pelo teste de andlise das variancias ANOVA, com niveis de significancia em
p<0,05*; p<0,01** e p<0,001***. SWV medida em metros por segungo. @ Ndo houve comparagéo entre lobo
caudado e outro lobo hepético. ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse; SWV: Valores de velocidade da onda de
cisalhamento médios

Com os valores de SWV definidos para o baco e lobos hepaticos, realizou-se
comparacdo destes valores entre as diferentes conformacdes de cranio,
braquicefalico e mesocefélico. Os valores de SWV esplénica (p=0,033) e hepatica
(p<0,001; Tabela 3) medidos pela técnica ARFI foram maiores nos céaes
braquicefalicos. Os resultados de hemograma e bioquimica sérica também foram
comparados (Tabela 3), nos quais foram observadas maiores médias de hemacias
(p=0,007), ALT (p<0,001), AST (p=0,028) e bilirrubina total (p=0,003) nos caes
mesocefalicos. Caes braquicefalicos apresentaram maiores médias de leucdcitos,
neutrofilos, linfocitos, razdo neutréfilos para linfocitos, eosindfilos e mondcitos

(p<0,001 para todas as comparacdes).
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Tabela 3. Resultados da andlise de variancias ANOVA dos valores de velocidade de
cisalhamento média obtidos por elastografia ARFI de tecido esplénico e lobos hepaticos,
hemograma e bioquimica sérica (média + desvio padrdo) entre cdes braquicefalicos e
mesocefalicos. Jaboticabal, 2019.

Conformacao de cranio Valor de p°
SWV (m/s) Braquicefalicos Mesocefélicos
Baco 2,51+ 0,45 2,29+ 0,34 0,033*
Lobos hepaticos mediais 1,52 + 0,36 0,96 £ 0,10 0,000 ***
;‘t’g:’arepa“co esquerdo 1,47 + 0,47 0,93 + 0,11 0,0001***
Lobo direito lateral 1,20+ 0,29 0,74 £ 0,08 0,0001***
Lobo caudado 1,23 +0,39 0,76 £ 0,10 0,000 ***
Hemograma
Hemécias (uL) 6.930.625 + 554.879 7.298.636 + 433.802 0,004**
Hemoglobina (g/dL) 17,98 + 1,63 18,13 + 1,13 0,670
Hematdcrito (%) 50,45 + 4,54 51,54 + 3,42 0,271
Plaquetas (10%/uL) 435.708 + 129.991 387.682 + 143.212 0,188
Leucdcitos (10%/uL) 10813 + 2728 8610 + 1997 <0,001***
Neutrofilos (103/uL) 7715 + 2385 6058 + 1456 <0,001***
Linfécitos (10%/uL) 2155 + 1016 2007 + 686 <0,001***
Razao N/L 4,87 + 4,00 3,20 £ 0,92 <0,001***
Basofilos (10%/uL) 3+15 0+0 0,235
Eosindfilos (10%/uL) 539 + 403 241 + 17 <0,001***
Mondcitos (10%/ulL) 427 + 373 367 + 289 <0,001***
Bioquimica sérica
AST(uL) 28,23 £9,74 33,09 + 7,65 0,028*
ALT (uL) 28,90 + 11,30 44,40 £ 11,7 <0,001***
BT (mg/dL) 0,20+0,14 0,31+0,12 0,003**
BD (mg/dL) 0,10 £ 0,11 0,14 £ 0,14 0,245
Proteina total (g/dL) 8,54 +1,87 7,86 + 2,40 0,245
Albumina (g/dL) 3,24 + 0,82 3,44 £ 0,66 0,292

* Diferencas significativas obtidas pelo teste de andlise de variancias (ANOVA) com niveis de significancia em p<0.05%;
p<0.01** e p<0.001***. ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse; SWV: Valores de velocidade da onda de cisalhamento
médios; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina direta.

Entre as racas, apenas as SWV obtidas em parénquima esplénico nao
apresentaram diferenca (p=0,169; Tabela 4). JA& em relacdo aos valores obtidos na
comparacao das SWV hepaticas entre as racas, a raca beagle apresentou menor
média (p<0,001; Tabela 4) quando comparada aos buldogues franceses e aos pugs.
Quanto aos exames de hemograma e bioguimica sérica (Tabela A1 Apéndice A), pugs
apresentaram menor média de heméacias (p=0,016) e hemoglobina (p=0.025), maior
meédia de leucaocitos (p<0.001) e menor média de bilirrubina total (p=0,001) enquanto
beagles apresentaram maior média de ALT (p<0,001).

As variaveis foram entdo comparadas entre os graus da sindrome braquicefalica e

de estenose da narina (Tabela 4), no qual apenas cédes braquicefalicos, que podem
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ser acometidos pela sindrome, foram inclusos. As SWV esplénica e dos lobos
hepéticos laterais e mediais ndo apresentaram diferenca entre os graus da SB
(p>0,05). Entretanto, os valores obtidos para o lobo caudado apresentaram diferenca
para os graus zero e trés da SB (p=0,001), que apresentaram SWV menores quando
comparado aos demais graus. Nesta etapa, dentre as variaveis de hemograma e
bioguimica séria (Tabela A2 Apéndice A) cdes de grau Il da SB apresentaram menor
meédia de albumina (p=0,042) do que cédes de grau I, porém sem diferenca dos caes
classificados como graus O e I.

Em relacdo a estenose de narina, apenas o lobo caudado apresentou diferenca
entre os graus avaliados (p=0,02), no qual narinas abertas (A) obtiveram valor de SWV
menor comparado as discretamente estenoéticas (DE), porém sem diferenca com as
moderadamente (ME) e severamente estenodticas (SE). Em relacdo aos exames
laboratoriais comparados entre os graus de estenose de narina, apenas hemacias
apresentaram-se maior média (p=0,04; Tabela A2 do Apéndice A) nos caes
classificados com narinas abertas em relacao aos graus DE e SE. Entre os géneros,
apenas a SWV do lobo caudado apresentou média menor (p=0,04) em machos, e dos
parametros hematol6gicos apenas plaquetas obtiveram menor média também em

machos (Tabela A1 Apéndice A).
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Tabela 4. Resultados da andlise de variancias ANOVA dos valores de velocidade de cisalhamento
média (média + desvio padrdo), obtidos por elastografia ARFI, de tecido esplénico e lobos hepaticos
de caes braquicefélicos e mesocefalicos entre as diferentes racas, graus da sindrome

braquicefalica, graus de estenose de narina e género. Jaboticabal, 2019.

Raca Valor de p*
SWV Buldogue Francés Pug Beagle
Baco 2,52 + 0,50 2,47 + 0,33 2,29 + 0,34 0,169
Lobos hepaticos mediais 1,50 + 0,322 1,57 + 0,442 0,96 + 0,10° <0,0001***
I'-a‘t’gfal hepatico esquerdo 4 45 4 ¢ 43 1,55 + 0,542 0,93 +0,11° <0,0001**
;‘igfal TEPEEe  OllED g g g g 1,23 + 0,26 0,74 + 0,08 <0,0001%**
Lobo caudado 1,15 + 0,292 1,37 + 0,522 0,76 + 0,10" <0,0001***

Grau da sindrome braquicefalica
0 | T I
Bago 2,63 + 0,45 259+052 247+0,40 232+0,13 0,365
Lobos hepaticos mediais 1,38 +0,28 1,42 + 0,25 1,72 + 0,37 1,56 + 0,45 0,083
tﬁgfal hepatico esquerdo 4 o5, 99 140+044 156+055 1,68+ 0,51 0,069
I':;gfal hepatico direito ) 74503  117:+022 1264032 1,28+0,31 0,306
Lobo caudado 1,00 £021%  139+0,28 1,41+052¢ 0,99+ 0,28 0,001**
Grau de estenose de narina
A DE ME SE
Baco 2,67 0,37 260+052 236+045 247+0.26 0,391
Lobos hepaticos mediais 1,48 + 0,26 154+033 1541041 1,48 £ 0,39 0,922
:Eﬁg?al hepatico esquerdo 4 554 o) 147+044 148+049 153+055 0,614
tﬁgfal hepatico direito 415,097 1204028 1,13+021 1,16+ 0,35 0,378
Lobo caudado 0,88+0,112  1,42+048" 1,16+0,24% 1,10+ 0,322 0,021*
Género
Fémeas Machos

Baco 2,51 + 0,45 2,32+ 0,36 0,055
Lobos hepaticos mediais 1,37 +0,39 1,30+ 0,43 0,486
Lol [ERirey e 1,38 + 0,52 1,17 + 0,32 0,071
lateral
Lobo hepatico  direito 1,08+ 0,33 1,00+ 0,31 0,302
lateral
Lobo caudado 1,16 £ 0,44 0,95 + 0,27 0,042*

* Diferencas significativas obtidas pelo teste de andlise das variancias ANOVA, com niveis de significAncia em p<0,05*; p<0,01** e p<0,001***.
Valores na mesma linha seguidos pelas mesmas letras néo diferem entre si. ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse; SWV: Valores de velocidade
da onda de cisalhamento médios; Grau de estenose de narina: A: abertas, DE: discretamente estenéticas, ME: moderadamente estendéticas, SE:
severamente estendticas.
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5.2.2.3 Analise de correlagcéo

Fora criada tabela de correlacdo pelo teste de Spearman a fim de estimar a
forca e direcédo da relacéo linear entre pares das variaveis quantitativas e qualitativas
(Figura 7). Os valores de SWV nos lobos hepéaticos mediais (p<0,001 e r=0,555) e
laterais direito (p<0.001 e r=0.561) e esquerdo (p<0,001 e r=0,560) apresentaram
correlagdo moderada com os graus da SB. Os mesmos lobos obtiveram correlagéo
baixa com graus de EN (lobos mediais p<0,001 e r=0,451; lobos laterais esquerdo
p<0,001 e r=0,446 e direito p<0,001 e r=0,417). Os valores de SWV do lobo caudado
também apresentaram correlagdo baixa com grau da SB e grau de EN (p=0,008 e
r=0,315, p=0,007 e r=0,321, respectivamente). Apenas a SWV dos lobos hepéticos
mediais apresentou correlacdo baixa com o escore corporal (p=0,002, r=0,37). Pelo
teste de correlacdo entre as SWV e Pm, apenas as velocidades do polo caudal e
cranial do baco, lobo hepético direito lateral e lobo caudado apresentaram correlagcéo

significativa e negativa com a profundidade correspondente (Tabela 5).
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Figura 7. Imagem ilustrativa da analise de correlacao das variaveis qualitativas e quantitativas

pelo método de Spearman.

SWV: velocidade da onda de cisalhamento média; LM: lobos hepaticos mediais; LEL: lobo hepatico
esquerdo lateral; LDL: lobo hepéatico direito lateral; LCd: lobo hepatico caudado; AST: aspartato
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; EC:

escore corporal; SB: sindrome braquicefalica; EN: estenose de narina.
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Tabela 5. Valores para coeficiente de correlacéo (r) entre as medidas de velocidade
da onda de cisalhamento e respectiva profundidade de medicéo, obtidas por meio
de elastografia ARFI, entre os polos esplénicos e lobos hepaticos de caes
braquicefalicos e mesocefalicos. Jaboticabal, 2019.

Velocidade e profundidade® Coeficiente de correlacéo (r) valor de p*
Baco:
Polo caudal -0,262 0,028~
Corpo -0,045 0,714
Polo cranial -0,032 0,006**
Lobo hepatico:
Direito medial 0,039 0,747
Esquerdo medial -0,128 0,292
Esquerdo lateral -0,064 0,599
Direito lateral -0,419 0,001***
Caudado -0,402 0,001 ***

* Diferencas significativas obtidas pelo teste de correlagdo de Spearman com niveis de significAncia em
p<0,05*; p<0,01** e p<0,001***, ARFI: Acoustic Radiation Force Impulse; 2 Velocidade da onda de cisalhamento
média (SWV), em metros por segundo, e profundidade média (Pm) em centimetros;

5.2.2.4 Andlise dos componentes principais

ApGs as comparagfbes entre 0S grupos, 0S parametros que mostraram
significAncia entre as conformacdes de cranio foram submetidos a andlise de
componentes principais para avaliar a variabilidade existente entre os mesmos. O
resultado da analise (Figura 8) demonstra que em dois componentes (eixo x 45,5% e
eixo y 25,4%) se explica 70% das variagOes significativas entre as conformagodes de
cranio, sendo o componente principal (eixo x) representado pelo aumento das
variaveis SWV lobo caudado (LCd), SWV lobo esquerdo lateral (LEL) e SWV lobos
mediais (LM) em caes braquicefalicos, e que se contrapdem aos parametros

hemoglobina, hematdcrito, eritrécitos e ALT, maiores nos cdes mesocefalicos.



PC2 (25.4% explained var.)

10 05 0.0 05 1.0

PC1 (45.5% explained var.)
~&- Braquicefalicos - Mesocefalicos

Figura 8. Gréfico de andlise dos componentes principais de amostras de
elastografia quantitativa de baco e figado e analises hematoldgicas
de hemograma e bioquimica sérica de caes braquicefalicos e

mesocefalicos demonstra agrupamento das analises.
SWV: velocidade da onda de cisalhamento média; LEL: lobo hepatico esquerdo
lateral; LM: lobos hepaticos mediais; LCd: lobo hepético caudado; ALT: alanina

aminotransferase.
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6. DISCUSSAO

A avaliacdo do parénquima hepatico e esplénico de caes afetados pela SB
pode trazer informacdes importantes sobre os efeitos sistémicos desta sindrome, que
podem ser similares aos decorrentes da AOS, a qual é correlacionada a distarbios
metabolicos, inflamatorios, cardiovasculares e ao desenvolvimento de esteato-
hepatite ndo alcoolica (Tanné et al.,, 2005; Parati et al., 2014). Para nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo a prover medidas de elastografia ARFI de
figado e baco de caes afetados pela sindrome braquicefalica e a comprovar que a
rigidez tecidual hepatica e esplénica destes cdes difere significativamente de cées
mesocefalicos. Apesar do risco para desenvolvimento de injuria hepatica ndo ser bem
definido para cées braquicefalicos, como na AOS, os dados do presente estudo
representam um indicativo de tal risco, uma vez que os caes braquicefalicos
apresentam valores de rigidez tecidual hepéatica e esplénica significantemente maiores
e associados a valores elevados de um indicador de inflamacao subclinica, a razéo
neutrofilos-linfécitos.

Os fatores que ocasionam a injuria hepatica configurada como esteato-hepatite
ndo alcodlica na AOS (Chou et al., 2015) resultam em inflamacdo do parénquima e
consequente fibrose hepética, a qual € uma resposta de cicatriza¢ao tecidual (Wynn,
2007). Como a velocidade de cisalhamento da elastografia depende da rigidez
tecidual, esta é altamente influenciada pela quantidade de fibrose presente e
representa assim um bom biomarcador para fibrose hepética (Sporea et al., 2010), no
qual altas velocidades confirmam a presenca de fibrose hepatica em criancas
(Hanquinet et al., 2013b; Phelps et al., 2017) assim como em cées (Feng et al., 2016;
Tamura et. al, 2019). Neste contexto, os valores elevados de rigidez hepéatica de caes
braquicefalicos do presente estudo abrem cenario para discussdo de esta ser
possivelmente mais uma consequéncia sistémica da sindrome braquicefalica.

Estudos demonstram a correlacdo de valores de elastografia ARFI com a
graduacdo histopatologica de fibrose hepatica em criangas, no qual criangas
saudaveis apresentaram SWV hepatica média de 1,12 m/s enquanto criancas
afetadas pela fibrose tecidual apresentaram valor preditivo SWV de 1,34 m/s para

escores de classificagdo histopatologica de fibrose hepética (Hanquinet et al., 2013b).



30

Quando comparados aos cdes mesocefélicos, a diferenca das SWV dos caes
braquicefalicos foram ainda maiores do que demonstram os estudos entre criangas.
Enquanto aqui os valores de SWV diferiram em média 0.509 m/s entre cées
braquicefalicos e mesocefalicos, estudos humanos demonstram diferencas médias
entre controles e criancas afetadas de 0,220 m/s (Hanquinet et al., 2013b), 0,460 m/s
(Pico Aliaga et al., 2015) e 0,360 m/s (Cafas et al., 2015; Eiler et al., 2012; Matos et
al., 2014; Phelps et al.,, 2017). Os valores de velocidade de cisalhamento de
parénquima hepatico e esplénico de caes braquicefalicos ainda ndo sdo descritos na
literatura, porém, ressalta-se a similaridade de aumento da SWV em céaes
braquicefalicos como observado em criangas com fibrose hepatica.

Entretanto, alguns estudos citam que a deteccéo de valores altos de SWV pela
técnica ARFI ainda ndo diferem a lesdo hepatica encontrada entre fibrose e
inflamagé&o do parénquima. Maior rigidez tecidual foi encontrada em criangas em que
a fibrose hepética era associada a inflamacao, porém, com sobreposicdo dos valores
de rigidez entre diferentes graus de fibrose e inflamacéo (Phelps et al., 2017). Neste
contexto, os dados aqui apresentados indicam a necessidade de futuras investigacées
e 0 uso de exame histopatolégico é necessario para a confirmacdo de que cées
braquicefélicos afetados pela SB possuem injlria hepatica tecidual. Ademais, o
mesmo € necessario para definir quais componentes caracterizam a maior rigidez
hepatica destes cédes, formular pontos de corte em que a SWV do parénquima
hepatico possa indicar o inicio da possivel lesdo, inflamatéria ou de fibrose, assim
como estabelecer melhor valor prognéstico. O procedimento de bidpsia hepéatica em
cdes requer sedacdo e envolve riscos intrinsecos (Lidbury, 2017) e, como o0s
pacientes selecionados para o presente estudo eram considerados como saudaveis
pelos tutores (i.e., eram afetados apenas pela SB) assim como os caes controle, ndo
houve justificativa para realizacdo de bidpsia hepatica. Porém, os valores aqui
estabelecidos podem embasar futuros estudos e justificar o uso do exame
histopatolégico.

Os valores de leucdcitos e razdo neutrofilos-linfécitos, o ultimo utilizado como
biomarcador de resposta inflamatoria (Bozkus et al., 2018; Salciccioli et al., 2015),
apresentaram maiores médias nos caes braquicefalicos e contribuem para suspeita

de que a maior rigidez hepatica e esplénica encontrada neste grupo condizem com,
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ao menos, inflamacdo parenquimal. Da mesma forma pacientes humanos afetados
pela AOS também demonstram altos niveis da razdo neutrofilos-linfocitos que variam
com a severidade da sindrome (Yenigun and Karamanli, 2015) e que foram reduzidos
significativamente apds o tratamento com pressao positiva continua nas vias aéreas
(Al-Halawani et al., 2020; Yenigun and Karamanli, 2015). Ademais, altos niveis da
razdo neutrdéfilos-linfécitos foram descritos em cées afetados pela sindrome de
resposta inflamatéria sistémica (Pierini et al., 2019) e peritonite séptica (Hodgson et
al., 2018) mas ainda nao descritos em cées afetados pela SB.

Neste cenario, os dados aqui apresentados demonstram a existéncia de um
estado de inflamacgdo subaguda nos caes braquicefélicos, o que corrobora prévias
evidéncias de que a SB ocasiona tal estado e consequéncias inflamatdrias sistémicas
(Gianella et al., 2019; Lisa et al., 2013). Portanto, o papel da hipoxemia crénica na SB
ganha peso, os valores elevados de rigidez hepética podem indicar que estes caes
sdo realmente afetados por uma resposta inflamatéria tecidual a tal hipoxemia e
podem apresentar alteracdes hepdaticas parenquimais semelhantes aquelas que
conjecturam a esteato-hepatite ndo alcoolica na AOS, que assim podem ocasionar
futuros estagios de fibrose tecidual. Dados sobre o indice de afeccdes hepaticas e
causas de mortalidade em caes braquicefalicos ndo foram ainda relatados o que
dificulta a correlacdo com os achados do presente estudo.

E importante ressaltar que os tecidos de trato respiratorio superior sofrem um
trauma mecanico direito, imposto pelas altas pressdes negativas cronicas da
obstrucdo respiratéria superior. Como reportado em humanos afetados pela AOS,
estes traumas podem gerar dano em nervos e fibras musculares, assim como nos
tecidos faringeais (Petrof et al., 1996; Sekosan et al., 1996) e a lesdo muscular
presente pode apresentar papel importante na producdo de mediadores pro
inflamatdrios (Nagaraju et al., 1998). Como discutido, os resultados aqui descritos
apontam um estado de inflamacgéo sistémica subaguda que se assemelha ao quadro
de inflamacgéo sistémica observada na AOS (Inancli et al., 2009), porém, deve-se
considerar que a inflamacéo e leséo local de tecidos do trato respiratorio cranial possa
ter papel envolvido nos resultados aqui descritos, ja que a inflamacéo e lesdo muscular
de tecidos de trato respiratorio cranial também foi identificada em cées afetados pela
SB (Belch et al., 2017; Pichetto et al., 2011).
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Valores de elasticidade hepética, obtidos por técnica ARFI, do parénquima
hepatico de caes dolicocefalicos e mesocefalicos saudaveis foram descritos por
Holdsworth et al. (2014), os quais foram maiores (SWV média 1,09-1,71 m/s a 2-4
cm) do que os valores aqui relatados de SWV dos cédes mesoceféalicos. Entretanto, o
presente trabalho identificou valores de SWV para cada lobo hepéatico individualmente
e ndo apresentou média geral para o 6rgdo, como descrito por Holdsworth et al.
(2014), além de incluir um namero maior de cdes mesocefalicos da mesma raca, o
gue pode explicar tal variagdo. Em relacdo ao valor médio de SWYV para baco (2,296
m/s), os cdes mesocefalicos apresentaram aqui média semelhante ao previamente
relatado pelo grupo envolvido na presente pesquisa (Maronezi et al., 2015) de 2,243
m/s em caes de racas cruzadas mas com faixa de peso semelhante a aqui adotada.

Ye et al. (2012) observaram que valores de rigidez hepatica e esplénica foram
preditores confiaveis a presenca de fibrose hepatica, com valor de corte de SWV
esplénica de 2,72 m/s para predizer presenca de fibrose hepética em grau histologico
avancado em humanos. Canas et al.(2015) também descreveram valores de SWV
esplénica significativamente maior em pacientes portadores de fibrose cistica com ou
sem envolvimento hepatico, no qual criangas saudaveis apresentaram SWV esplénica
de 2,16 m/s enquanto as criancas afetadas apresentaram SWYV esplénica de 2,51 m/s.
Estes achados sdo semelhantes a diferenca significativa aqui observada entre a SWV
esplénica de cades braquicefalicos (2,51 m/s) e cdes mesocefalicos (2,29 m/s), fato
este gque pode sugerir envolvimento esplénico concomitante a possivel injuria hepatica
causada pela hipoxemia e efeitos sistémicos da SB nestes caes. Da mesma maneira,
o estudo histopatoldgico pode fornecer informacgfes importantes sobre a natureza da
maior média de SWV esplénica de caes braquicefalicos, além de estabelecer valores
de corte de SWYV esplénica como preditor de alteracdo/injuria hepética nestes caes.

A comparagéao entre os valores aqui obtidos de SWV a estudos humanos pode
apresentar algumas semelhancas, mas é limitada pela diferenca entre as espécies e
devido a fatores ligados a execucdo da elastografia. No presente estudo foram
utilizadas duas probes para realizacdo dos exames ultrassonograficos, no qual a
probe convexa de 4-MHz foi utilizada para avaliagdes hepaticas e a linear de 9-MHz
para avaliacdes esplénicas. Como relatado na medicina, a escolha da probe depende

da idade e tamanho corporal do paciente. A probe de alta frequéncia pode favorecer
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melhor avaliagdo do parénquima hepatico em criangas menores do que cinco anos de
idade, com melhor posicionamento da regido de interesse (ROI, i.e., do inglés ‘region
of interest’) longe de vasos e ductos biliares, devido a sua posigcao relativamente
superficial (Hanquinet et al.,, 2013a). Porém, devido as diferencas anatbmicas, 0
figado de cdes possui localizagdo mais profunda, especialmente nas racas
braquicefalicas que apresentam torax profundo (Gibbs, 1981), de forma que a probe
linear de alta frequéncia foi utilizada neste estudo apenas nas avaliagdes esplénicas,
mais superficiais, e a probe convexa nas avaliacdes hepaticas.

Apenas alguns estudos citam em qual lobo fora obtido o valor de SWV hepatica.
Geralmente o valor é advindo do lobo hepético direito, sendo relatado que o lobo
hepatico esquerdo pode apresentar valores de SWV maiores do que o lobo direito em
criancas (Cafas et al., 2015) e adultos (Friedrich-Rust et al., 2012). Isto pode ser
explicado devido ao lobo hepético esquerdo ser mais propenso a compressao da
probe ou mais susceptivel a movimentos cardiovasculares (Friedrich-Rust et al., 2013)
gue podem alterar os valores de SWV. A maior area do lobo direito também pode
facilitar o posicionamento da ROI para elastografia (Grgurevic et al., 2011). O mesmo
fato foi observado aqui, onde os lobos laterais apresentaram diferenga significativa
com maior SWV no lobo lateral esquerdo, e sem diferenca entre as médias dos lobos
mediais direito e esquerdo. O Unico estudo em que a obtencdo destes valores em
cées saudaveis foi relatada, ndo detalha qual lobo hepatico fora utilizado (Holdsworth
et al., 2014). No que diz respeito a elastografia esplénica, no presente estudo nao foi
observada diferenca em relacdo aos valores obtidos nos diferentes polos esplénicos,
como também relatado por Maronezi et al. (2015).

Outro fator de influéncia para as medidas obtidas por técnica ARFI relatado na
literatura é a profundidade em que as velocidades séo obtidas. Estudos em criancas
(Canas et al., 2015) e em cées (Holdsworth et al., 2014) relatam que a profundidade
das medidas tem relacgéo significativa com os valores de SWV, no qual as velocidades
sao discretamente menores quando medidas sao realizadas em localiza¢gées mais
profundas. O mesmo foi observado no presente estudo, com coeficiente de correlacao
negativo entre a profundidade e as velocidades obtidas nos polos caudal e cranial de
baco e lobos direito lateral e caudado de figado. Os outros lobos hepaticos avaliados

nao apresentaram correlacao significativa com a profundidade, como também relatado
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por dois estudos em criancas (Eiler et al., 2012; Hanquinet et al., 2013a). A explicacao
para este fato consiste na susceptibilidade de maior compressao da probe em tecidos
mais superficiais, presenca de conteudo fibroso da capsula hepatica (Friedrich-Rust
et al., 2013) ou até mesmo na perda de intensidade do pulso acustico no parénquima,
resultando em uma aplicacdo de tensdao menor em regides mais profundas e
consequentemente menores velocidades (Cafas et al., 2015).

Alguns estudos relatam que ndo houve interferéncia do género nos valores de
SWYV hepatica de adultos (Son et al., 2012), também como descrito para criangas, em
que as médias obtidas em meninos nao apresentaram diferenca significativa de
meninas, apesar dos valores discretamente mais altos (Matos et al., 2014). No
presente trabalho, apenas a SWV do lobo caudado apresentou diferenca significativa,
com maior média observada nas fémeas. Este achado contraria ao relatado por
Holdsworth et al. (2014), no qual cdes machos apresentaram maiores valores de
velocidade de cisalhamento média hepética e valores significativamente maiores de
SWYV esplénica em fémeas. Entretanto, o estudo referido apresentou baixo numero de
cédes comparado ao aqui apresentado além de grande diversidade racial, o que pode
explicar as diferencas obtidas.

O peso corporal e circunferéncia da cintura também possuem correlacao
importante com a severidade da AOS e presenca de injuria hepética (Trzepizur et al.,
2018). Em nosso estudo, foi observada correlacéo significante, porém fraca, entre o
escore corporal apenas com a SWV dos lobos mediais. Entretanto, o0 peso e o escore
corporal também sdo associados com graus mais severos da SB (Liu et al., 2017) e
talvez a populacdo de cdes deste estudo ndo tenha sido representativa o suficiente
para demonstrar o efeito do escore corporal em nossos resultados, como observado
na AOS.

A idade dos pacientes avaliados pode representar um fator de influéncia nas
medidas obtidas por técnica ARFI (Lee et al., 2013) e diferengas significativas foram
encontradas em criangas com menos de seis anos de idade (Matos et al., 2014).
Porém, um estudo em cdes demonstrou ndo obter diferencas entre valores de
velocidade de cisalhamento esplénica em diferentes idades (Maronezi et al., 2015). A
faixa etaria dos pacientes inclusos no estudo foi limitada, uma vez que os efeitos

secundarios da SB sdo crbnicos e pacientes mais velhos sofrem com a hipoxemia e



35

esforco respiratorio a mais tempo, de forma a evitar assim que a idade dos cées do
presente estudo fosse um fator de influéncia para rigidez tecidual e, dentro da faixa
estabelecida, ndo houve correlacao entre idade e valores de SWV.

A SB pode ser causada por diferentes caracteristicas anatbmicas em cada
paciente, de forma que a apresentacao clinica da sindrome pode ser observada em
diferentes graus de severidade. O uso de pletismografia de corpo inteiro tem sido
empregado como ferramenta de triagem para avaliacgdo da gravidade da SB
(Bernaerts et al., 2010; Liu et al., 2015, 2016), porém o uso deste artificio ainda &
limitado devido ao custo e tempo necessério para aplicacdo do teste. Desta forma,
alguns estudos validam o uso do testes de tolerancia ao exercicio como ferramenta
atil para avaliagcdo da SB em um cenario clinico (Lilja-Maula et al., 2017; Riggs et al.,
2019). A segunda hipétese de nosso trabalho consistia em que cdes com graus da
sindrome mais severos (graus 2 e 3) apresentariam maior modificacdo na elasticidade
hepética e esplénica do que os caes com graus mais amenos (graus 0 e 1), entretanto,
diferenca significativa foi notada apenas na SWV do lobo caudado, onde os grau 0 e
3 se apresentaram diferentes dos demais.

A falta de correlacdo entre a severidade da SB e a rigidez tecidual pode ter
ocorrido devido a faixa etaria estrita dos pacientes inclusos no presente estudo. Uma
vez que a elastografia ARFI pode apresentar um fator de sobreposi¢céo dos valores de
velocidade entre a inflamacéo e fibrose tecidual (Phelps et al., 2017), pode ser que a
faixa etaria escolhida, com pacientes relativamente novos, tenha apresentado apenas
o inicio de inflamacéo tecidual e ndo propriamente fibrose, ja que a SB é comparada
a OSA humana, preditora de alteracdes metabdlicas e inflamatdérias sistémicas (Lisa
et al., 2013; Parati et al., 2014). Desta maneira, supde-se que maiores alteracbes
teciduais e diferencas entre os graus da SB poderiam ser observados em cdes mais
velhos, nos quais os efeitos da SB possam ser mais avangcados. Ademais, ao longo
da execucédo do projeto, foi notdria a curva de aprendizado para realizacdo da
classificacéo funcional da SB, o que também pode ter agido como viés desta anélise.

Em relacdo aos graus de estenose de narina, foi detectada diferenca
significativa apenas para o lobo caudado, que apresentou maior SWV para narinas
discretamente estenoticas, apesar da estenose de narina ser demonstrada como forte

preditor para SB (Liu et al., 2017). Entretanto, como citado anteriormente, a SB pode
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ser causada por diferentes caracteristicas anatdbmicas em cada raca e/ou animal, de
forma que n&o € o unico ou principal fator que resulta em hipoxemia na SB. Neste
sentido, seriam necessarios exames de tomografia computadorizada e laringoscopia,
a fim de definir quais componentes anatdmicos eram presentes em cada paciente e
correlacionar a presenca de cada componente com os valores de SWV aqui obtidos.

Em estudo comparando cées braquicefélicos e meso/dolicocefalicos, Hoareau
et al. (2012) detectaram maiores indices de hematocrito nos caes braquicefalicos, com
meédia de 48%. No presente estudo, os caes mesocefalicos apresentaram maior média
do hematdcrito do que os caes braquicefalicos, porém, ressaltamos o maior nimero
de cées aqui incluidos de forma que a diferenca do encontrado por Hoareau et al.
(2012) pode ser explicada pelo baixo niumero e maior variedade racial de caes inclusos
no referido estudo.

A prevaléncia de niveis alterados de enzimas hepaticas em pacientes humanos
afetados pela AOS foi semelhante a observada em pacientes obesos (Rigaud, 1999).
Pode ser hipotetizado que estes achados sédo exclusivamente devido a relacdo com o
sobrepeso, que é o maior fator de risco para pacientes com AOS. Porém, em analise
multivariada, AOS severa foi um fator de risco independente, sugerindo o papel da
AOS na injuria hepética independentemente da relagdo massa/peso (Tanné et al.,
2005). Isto € consistente com os achados por Kim et al. (2018), que demonstraram
gue o uso de pressao positiva continua nas vias aéreas como tratamento para OSA
em pacientes obesos foi associado a diminuicdo significativa dos niveis de
aminotransferase. Dados semelhantes foram relatados em criangcas com esteatose
hepatica ndo alcodlica (Nobili et al., 2014; Sundaram et al., 2014). Entretanto, ndo é
bem definido se caes braquicefalicos, portadores da SB, também possuem risco para
desenvolvimento de injaria hepatica e quais alteracdes bioquimicas podem ser
detectadas.

Neste contexto, estudo com elastografia ARFI em criancas obesas demonstrou
excelente correlagcéo dos valores de SWV com preditor bioquimico de fibrose hepatica
(razdo AST/ALT), de forma a estabelecer este método como ferramenta néo invasiva
para deteccdo de esteato-hepatite ndo alcéolica, principalmente em pacientes
pediatricos em que nem sempre a biopsia hepatica € uma opcéo diagnostica (Kamble

et al., 2017). Entretanto, a razdo entre AST/ALT nao configura bom preditor de fibrose
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hepética em cées, sem diferenca significativa e sobreposicéo dos valores obtidos em
cdes saudaveis e portadores de hepatopatias, provavelmente devido a diferenca da
dindmica da AST entre caes e humanos (Raghu et al., 2018). Desta forma, a atividade
sérica das enzimas ALT e AST foi avaliada individualmente no presente estudo, assim
como a concentracdo de bilirrubina total.

ALT e AST sdo enzimas utilizadas para avaliacdo de alteracdes
necroinflamatdrias hepéaticas em caes, mas também podem ter sua atividade
aumentada por outras fontes, assim como a bilirrubina total (BT), utilizada para
avaliacdo de funcao hepatica (Lawrence e Steiner, 2017). Este fato pode explicar os
valores médios de ALT, AST e BT aqui encontrados, maiores nos caes mesocefalicos,
como também demonstrado pela analise dos componentes principais. O nivel sérico
meédio de albumina, medidor da funcdo de sintese hepatica (Lawrence e Steiner,
2017), foi menor em pacientes braquicefélicos classificados como grau 3 da SB, o que
pode indicar menor funcionalidade hepatica nestes pacientes.

Por fim, justifica-se a escolha das racas pug e buldogue francés no presente
estudo pela similaridade de estatura e peso entre elas. Nao obstante, como buldogues
ingleses sédo utilizados como modelos de estudo para AOS (Hendricks et al., 1987), é
razoavel presumir que outros caes braquicefalicos possam ter semelhanca em relacéo
a esta hipoxemia, similar a apneia do sono, assim como para seus efeitos o que

corrobora a escolha das racas aqui inclusas.

7. CONCLUSOES

Caes braquicefalicos da raca pug e buldogue francés apresentam maior rigidez de
parénquima esplénico e hepatico quando comparados a cades mesocefalicos por meio
de avaliacdo elastografica ARFI assim como niveis maiores da razdo neutroéfilos-
linfécitos. Na auséncia de escores validados para avaliacdo da fibrose por técnica
ARFI em caes, futuros estudos histopatolégicos sdo necessarios para estabelecer se
a maior rigidez tecidual aqui descrita pode ser correlacionada aos graus de inflamacéo
ou fibrose hepatica, como observado em humanos afetados pela AOS, além de
comprovar o papel da rigidez esplénica neste cenario. Este estudo permite a

identificacdo de mais uma consequéncia da SB, somando esforgo para detecgéo
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precoce e nao invasiva dos efeitos da hipoxemia em figado e baco de cées
braquicefalicos.
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Tabela Al. Resultados da analise de variancias ANOVA dos parametros obtidos por meio de
hemograma e bioquimica sérica (média + desvio padrdao) comparados entre as racas estudadas e
entre géneros. Jaboticabal, 2019.

Raca
Hemograma Buldogue Francés Pug Beagle
. + + +
Hemécias (uL) 04141 "uB101 ey 00
Hemoglobina (g/dL) 18,40 + 1,70 17,21 £ 1,122 18,12 +1,15% 0,025*
Hematdcrito (%) 51,54 + 4,57° 48,47 + 3,422 51,53 + 3,42° 0,029*
Plaquetas (10%/uL) 423.968 + 136.507  457.118 +118.082  387.682 + 143.212 0,172
Leucdcitos (10%uL) 9861 + 1809° 12876 + 29542 8610 +1997° <0,001***
Bioquimica sérica
AST(uL) 28,56 + 7,98 27,64 + 12,60 27,64 £ 12,60 0,065
ALT (uL) 29,46 +12,342 28,00+ 9,402 44,35+11,74° <0,001***
BT (mg/dL) 0,18 + 0,112 0,23 +0,18% 0,31+0,12° 0,001**
BD (mg/dL) 0,11+0,14 0,08 + 0,06 0,08 £+ 0,06 0,686
Proteina total (g/dL) 8,10 £ 1,97 9,34 +1,38 7,8 £2,40 0,057
Albumina (g/dL) 3,21 +0,84 3,30+ 0,80 3,44 + 0,66 0,547
Género
Hemograma Fémea Macho
Hemacias (uL) 7.078.837 £ 577.42 6.994.444 + 493.96 0,531
Hemoglobina (g/dL) 18,16 + 1,42 17,85 + 1,56 0,342
Hematdcrito (%) 50,90 + 4,32 50,59 + 4,14 0,765
Plaquetas (10%/uL) 449.070 + 132.910 375.290 + 128.220 0,011*
Leucécitos (10%/uL) 10,21 + 2,50 9,97 £ 3,03 0,574
Bioquimica sérica
AST(uL) 28,13 + 7,42 32,36 + 11,50 0,107
ALT (uL) 31,47 + 13,78 37,47 £ 12,25 0,068
BT (mg/dL) 0,23+0,12 0,23+0,11 0,928
BD (mg/dL) 0,07 +£0,12 0,08 £ 0,11 0,462
Proteina total (g/dL) 8,34 + 2,05 8,31+ 2,09 0,950
Albumina (g/dL) 3,35+0,77 3,24 +£0,79 0,576

Diferencas significativas obtidas pelo teste de analise de varidncias (ANOVA) com niveis de significAncia em p<0.05*; p<0.01** e
p<0.001***. Linhas seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si. AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase; BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina direta.
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Tabela A2. Andlise de variancias ANOVA dos parametros de hemograma e bioquimica sérica
(média + desvio padrdo) entre os graus de sindrome braquicefalica e graus de estenose de narina.
Jaboticabal, 2019.

Grau da sindrome braquicefalica Valor de p*

Hemograma 0 I Il Il

Hemécias (uL) 7.233.939 + 6.680.000 + 6.996.154 + 6.975.455 + 0267

494,848 502.925 574.058 514.400 !
Hemoglobina (g/dL) 18,26 + 1,33 17,21 £ 1,60 18,06 + 1,58 18,24 + 1,48 0,219
Hematdcrito (%) 52,11 + 3,47 48,13+ 4,18 50,23 +£5,31 51,75 + 4,06 0,119
3 426.727 + 457.769 + 447.000 + 405.272 +

FIEGLEES (DU 146.169 154.427 111.152 99.440 EorEt
Leucdcitos (10%/uL) 9836 + 1991 10900 + 3428 11338 +2025 11063 + 3358 0,586
Bioguimica sérica

AST(uL) 28,09 + 7,64 23,77 +5,5 30,18 +10,33 31,33+13,97 0,228
ALT (uL) 25,39 + 13,88 25,38 £ 9,04 30,21 +14,53 35,17+10,49 0,113
BT (mg/dL) 0,16 £ 0,13 0,17 £ 0,07 0,26 + 0,22 0,20+0,12 0,669
BD (mg/dL) 0,11 +0,12 0,13+0,17 0,08 + 0,07 0,07 + 0,08 0,134
Proteina total (g/dL) 8,34+ 2,21 8,50+ 2,02 8,94 + 1,66 8,32+2,12 0,842
Albumina (g/dL) 2,28 + 0,692 2,16 + 0,38% 2,28 £ 0,942 1,90 +1,9° 0,040*

Grau da estenose de narina
Hemograma A DE ME SE
Hemécias (uL) 7.351.154 + 6.841.579 + 6.966.000 + 6.763.000 + 0.041*
456.468? 497.452° 586.805%° 455.803° ’
Hemoglobina (g/dL) 19,55+1,31 17,64 + 1,61 17,92 £ 1,62 18,09 + 1,42 0,206
Hematdcrito (%) 55,85 + 3,62 49,43 + 4,08 50,72 + 4,28 49,79 + 5,30 0,071
3 520.000 + 430.421 + 415.266 + 442.700 %

PGS (AL 152.755 153.266 100.419 105.979 tpeler”
Leucécitos (10%/uL) 11,00 + 2,05 10,82 + 3,05 11,1 + 3,08 10,28 + 2,15 0,916
Bioquimica sérica

AST(uL) 31,43+£7,19 26,13 £ 12,27 30,03 £ 9,59 28,23+ 5,15 0,253
ALT (uL) 30,12 + 12,09 26,24 + 8,81 33,87 +11,00 26,19 + 15,81 0,207
BT (mg/dL) 0,13+0,13 0,15+ 0,05 0,25+ 0,15 0,26 + 0,21 0,130
BD (mg/dL) 0,05+0,14 0,13+0,15 0,08 = 0,07 0,10 £ 0,08 0,366
Proteina total (g/dL) 8,36 + 2,27 8,59+1,73 8,82 +1,84 8,10+ 2,41 0,824
Albumina (g/dL) 3,42 + 0,69 3,39+ 0,67 3,11 + 1,06 3,09 + 0,66 0,639

Diferencas significativas obtidas pelo teste de analise de variancias (ANOVA) com niveis de significancia em p<0.05*; p<0.01** e
p<0.001***, Linhas seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si. EN: estenose de narina (A: abertas, DE: discretamente
estendticas, ME: moderadamente estenéticas, SE: severamente estenoéticas); AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase; BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina direta.
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10. APENDICE B

Valores de referéncia de hemograma e bioquimica sérica do laboratério de patologia
clinica do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel — FCAV — Unesp Campus

Jaboticabal

Parametros Valores de referéncia
Heméacias 5,5-8,5x 10%uL
Hemoglobina 10 -18 g/dL
Hematocrito 37 -55 %
Plaguetas 180 - 400 x 10%uL
Leucécitos 6 -18 x 10% uL
AST 10,0- 88 uL
ALT 10,0- 88 uL

Bilirrubina total

Bilirrubina direta

Proteinas totais
Albumina

0,01 - 0,5 mg/dL
0,06 - 0,2 mg/dL
5,8 - 7,9 g/dL
2,6 - 4,0 g/dL

uL: microlitro, mg/dL: micrograma por decilitro, g/dL: grama por decilitro, %: porcentagem

AST: aspartato aminotransferase

ALT: alanina aminotransferase
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11. APENDICE C
MODELO TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do projeto: Elastografia ARFI dos tecidos hepatico e esplénico de pacientes caninos afetados
pela sindrome braquicefalica

Nome do pesquisador principal: Paola Castro Moraes

Objetivos do estudo: Definir medidas de elastografia esplénica e hepatica em cdes braquicefalicos
afetados por diferentes graus da sindrome aérea obstrutiva braquicefdlica. Avaliacdo hematoldgica e
bioquimica por coleta de sangue de veia periférica e teste de exercicio submdaximo, com caminhada de
3 minutos.

Beneficios: Descrever os beneficios do estudo para o animal e, se for o caso, para outros animais que
poderdo se beneficiar com os resultados do projeto. Se houver algum beneficio para a sociedade, o
pesquisador também deve mencionar.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participacdao do animal neste projeto

Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntdria. Seu(s) animal(is)
podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a
ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais serd preservada. Os membros da CEUA ou as
autoridades regulatdrias poderdo solicitar suas informacGes, e nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspecGes regulares. O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s)
animal(is) sera Andréia Coutinho Facin, inscrita no CRMV sob o nimero 38201 -SP. Além dele, a equipe
do Pesquisador Principal Paola Castro Moraes também se responsabilizard pelo bem-estar do(s) seu(s)
animal(is) durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou apds o periodo do
estudo, vocé podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos
contatos:

Tel. de emergéncia:

Equipe: Enderego: Telefone:

Declaragao de consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e beneficios
ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que posso retirar meu(s)
animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro que
autorizo a participacdo do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto. Este documento
serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o pesquisador.

(Jaboticabal/SP), / /2018

Assinatura do Responsavel:
Nome:

Documento de Identidade:
Assinatura do Pesquisador Responsavel:
Identificagdo do(s) animal(is)

Nome:

Numero de identificagdo:

Espécie: Raga:




