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Impacto potencial desta pesquisa

A presente pesquisa estabelece um marco cientifico ao determinar o perfil taxonémico
do microbioma respiratério cranial em caes da raga pug, demonstrando a correlagao
direta entre a gravidade da Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB) e o
desenvolvimento de disbiose por meio de sequenciamento de alto rendimento das
regides V3-V4 do gene 16S rRNA. Os resultados revelam de forma inédita que as
alteragcdes biomecénicas e a presséo inspiratoria negativa extrema geradas pela
possivel obstrugao em pacientes Grau lll impéem uma perda da dominancia do género
Moraxella e o que sugere uma translocagdo bacteriana de taxons oportunistas e
tipicamente orais, como Conchiformibius e Porphyromonas, validadas
estatisticamente através da analise de diversidade beta (distancia de Bray-Curtis) e
correlacionados com a diversidade alfa e a dominancia relativa, enquanto o nicho
orofaringeo manifesta uma disbiose basal precoce e estavel ligada a conformacéao

racial e ao refluxo gastresofagico crénico.

Potential impact of this research

This research provides a significant scientific contribution by determining the
taxonomic profile of the cranial respiratory microbiome in pug dogs, demonstrating a
direct correlation between Brachycephalic Obstructive Airway Syndrome (BOAS)
severity and dysbiosis development via high-throughput sequencing of the V3-V4
regions of the 16S rRNA gene. The novel findings reveal that altered respiratory
biomechanics and extreme negative inspiratory pressure generated by potential
obstruction in Grade Ill patients impose a loss of Moraxella genus dominance, strongly
suggesting bacterial translocation of opportunistic, typically oral-associated taxa such
as Conchiformibius and Porphyromonas, which was statistically validated through beta
diversity analysis (Bray-Curtis distance matrices) and further correlated with alpha
diversity indices and relative abundance shifts, whereas the oropharyngeal niche
displays an early, stable baseline dysbiosis driven by breed conformation and chronic

gastroesophageal reflux.
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Si el mal es contagioso, el bien también lo es.
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DETERMINAGAO DA COMPOSIGAO DA MICROBIOTA NA AREA SUBGLOTICA
EM PUGS AFETADOS OU NAO PELA SINDROME OBSTRUTIVA AEREA
BRAQUICEFALICA (SOAB)

RESUMO

A sindrome obstrutiva aérea braquicefalica (SOAB) é uma condigédo
multissistémica complexa em que deformidades anatdbmicas estruturais alteram a
dinamica do fluxo aéreo e induzem inflamagao cronica, comprometendo a homeostase
do trato respiratério cranial superior. Este estudo objetivou caracterizar e comparar a
composic¢ao e diversidade da microbiota nasal e orofaringeo de caes braquicefalicos
da raga pug. Foram selecionados 22 caes desta raga, classificados clinicamente em
grupos de acordo com a gravidade da SOAB: levemente afetados (grau I),
moderadamente afetados (grau Il) e gravemente afetados (grau Ill). Amostras de
swabs nasal e orofaringeo foram submetidas ao sequenciamento de alto rendimento
das regides V3-V4 do gene 16S rRNA. As analises de diversidade alfa (Chao1,
Shannon) e beta (Bray-Curtis PCoA) foram processadas para identificar
biomarcadores microbianos. Os resultados revelaram que a gravidade da SOAB é um
determinante critico da disbiose nasal. Pacientes gravemente afetados (grau lll)
apresentaram uma perda significativa da dominéncia de Moraxella e um
enriquecimento de taxons tipicamente orais, como Conchiformibius e Porphyromonas.
A analise de diversidade beta demonstrou uma separacéo clara entre os perfis nasais
dos diferentes graus (p < 0,05), sugerindo que a pressdo negativa severa sugere
translocacdo bacteriana. Em contrapartida, a microbiota orofaringea mostrou-se
estavel e sem diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05),
indicando que a conformagao racial e fatores como o refluxo gastroesofagico,
estabelecem disbiose basal precoce neste nicho. A progressdao da SOAB altera o

microambiente nasal, provavelmente favorecendo a translocagao bacteriana.

Palavras-chave: 16S rRNA; braquicefalico; disbiose; microbioma; SOAB

translocacao bacteriana.
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DETERMINATION OF THE MICROBIOTA COMPOSITION IN THE SUBGLOTTIC
AREA OF PUGS AFFECTED OR NOT BY BRACHYCEPHALIC OBSTRUCTIVE
AIRWAY SYNDROME (BOAS)

ABSTRACT

Brachycephalic obstructive airway syndrome (BOAS) is a complex
multisystemic condition in which structural anatomical deformities alter airflow
dynamics and induce chronic inflammation, thereby compromising upper cranial
respiratory tract homeostasis. This study aimed to characterize and compare the
composition and diversity of the nasal and oropharyngeal microbiome in
brachycephalic dogs of the pug breed. Twenty-two pugs were selected and clinically
classified into groups according to BOAS severity: mildly affected (grade ), moderately
affected (grade Il), and severely affected (grade Ill). Nasal and oropharyngeal swab
samples were subjected to high-throughput sequencing of the V3-V4 regions of the
16S rRNA gene. Alpha diversity (Chao1, Shannon) and beta diversity (Bray-Curtis
PCoA) analyses were processed to identify microbial biomarkers. The results revealed
that BOAS severity is a critical determinant of nasal dysbiosis. Severely affected
patients (grade lll) exhibited a significant loss of Moraxella dominance along with an
enrichment of typically oral-derived taxa, such as Conchiformibius and
Porphyromonas. Beta diversity analysis demonstrated a clear separation among the
nasal profiles of the different clinical grades (p < 0.05), suggesting that severe negative
pressure could drive bacterial translocation. Conversely, the oropharyngeal
microbiome remained stable, showing no statistically significant differences among
groups (p > 0.05), which indicates that breed conformation and factors such as
gastroesophageal reflux establish an early basal dysbiosis in this niche. In conclusion,
BOAS progression alters the nasal microenvironment, likely promoting oronasal

bacterial translocation.

Keywords:16S rRNA; bacterial translocation; BOAS; brachycephalic; dysbiosis;

microbiome.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUGAO

A Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB) é definida como uma
condicdo clinica resultante de anomalias anatomicas primarias e secundarias que
comprometem a viabilidade do fluxo aéreo em ragas que apresentam encurtamento
do cranio (O'Neill et al., 2015). Essas alteragbes sdo severas pelo fato de que o
crescimento dos tecidos moles ndo acompanha a reducgao drastica do cranio facial
(Mitze et al., 2022). As principais malformacdes incluem a estenose de narinas, o
prolongamento do palato mole, a eversao de sacos laringeos e a hipoplasia traqueal
e/ou laringea, colapso traqueal e bronquial. Todas essas componentes da sindrome
aumentam a resisténcia das vias aéreas, exigindo que o animal execute um esforgo
inspiratorio superior ao normal para manter a troca gasosa adequada (Fabris et al.,
2025).

Essa fisiopatologia é corroborada por Mendes Junior et al. (2021), que ressalta
que a cronicidade da sindrome leva a alteragbes metabdlicas importantes e a fadiga
da musculatura acessoria, visto que o animal permanece em um estado de hipdxia
relativa e estresse fisico continuo. Somado a isso, a turbuléncia exacerbada do fluxo
aéreo e a inflamagao constante alteram profundamente o microambiente local,
tornando suscetivel a desequilibrios biolégicos que superam as barreiras anatémicas
e comprometem a prote¢cdo natural do epitélio respiratério (Mendes Junior et al.,
2021a). Sob essa perspectiva, a sindrome deve ser compreendida como uma
patologia progressiva, na qual a agressao mecanica constante resulta na degradagao
funcional e biolégica do trato respiratério cranial.

Essa sindrome possui carater genético e intrinseco a conformagao extrema das
racas braquicefalicas, sendo resultado de uma selecio artificial que priorizou o
encurtamento do cranio. Dentre as ragas mais predispostas, destacam-se: boston
terrier, boxer, buldogue francés, buldogue inglés, cavalier king charles spaniel,
chihuahua, lhasa apso, maltés, pequinés, pug, shih tzu e yorkshire terrier (Bilhalva,
2020).
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As implicagbes da SOAB transcendem o trato respiratorio, manifestando-se
como uma desordem multissistémica. As alteragbes cardiacas nesses pacientes
podem se desenvolver devido ao aumento da atividade simpatica, resultante da
privacdo do sono e causas de hipoxemia repetitivas, levando a baixa saturagao arterial
e ativagao de citocinas pro-inflamatérias (Planellas et al., 2012). Além disso, sinais
gastrintestinais estdo frequentemente presentes e relacionados a variagdes
anatébmicas como a atonia do cardias, desvio esofagico, e estase gastrica (Poncet et
al., 2005). O aumento da pressao negativa diafragmatica, exacerbado pelo esforgo
respiratorio e pela ocorréncia de hérnia hiatal, favorece o refluxo gastroesofagico e a
consequente inflamagao orofaringea nestes caes (Bernaerts et al., 2010; Poncet et
al., 2005).

A inflamacgao crénica e a presenga de conteudo gastrico decorrente do refluxo
introduzem variaveis criticas ao ecossistema microbiano, alterando o pH local e a
condicbes ambientais dessa regido, além da pressao negativa exacerbada da SOAB
que facilita a translocacao bacteriana, funcionando como um mecanismo fisico que
aspira microrganismos da orofaringe para a cavidade nasal ou vice-versa (Ruparell et
al., 2020). Esse fendbmeno é potencializado por diferencas anatébmicas no esbéfago
cervical de braquicefalicos, que favorecem a estase e o refluxo (Santos et al., 2025),
servindo como uma condigao para migragao de taxons entre nichos orais distintos,
como a gengiva e a mucosa bucal, que normalmente abrigam populagdes bacterianas
isoladas (Ruparell et al., 2020).

No caso especifico dos pugs, a conformacao estreita das narinas e o edema
persistente da mucosa, frequentemente documentados em achados endoscoépicos de
obstrugao das vias aéreas, onde criam um ambiente propicio para o estabelecimento
desses taxons oportunistas (De Carvalho et al., 2022). Essa instabilidade rompe as
barreiras bioldégicas naturais, alterando a diversidade das comunidades respiratérias
conforme a progressao da sindrome (De Carvalho et al., 2022; Santos et al., 2025).

Portanto, o presente estudo justifica-se pela necessidade de unir a
compreensao da fisiopatologia e inflamagéao com a analise da ecologia microbiana. A
caracterizagdo do microbioma de pugs afetados pela SOAB visa identificar como a
obstrugcao fisica gera uma disbiose que altera o microbioma nesses nichos.

Compreender a translocacdo e a perda de diversidade microbiana € um passo
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essencial para caracterizar o microbioma nasal e orofaringe de acordo com o grau de
acometimento e progressao da sindrome.

Considerando a lacuna de conhecimentos em relacdo a composicao
taxondmica de microrganismo presentes na area orofaringe de caes afetados pela
SOAB, este estudo propde a determinagdo e comparagdo da composi¢do da
microbiota orofaringea em cées da raga pug gravemente afetados (grau Ill) e

levemente afetados (grau I) pela SOAB.

2. REVISAO DA LITERATURA

A Sindrome Obstrutiva Respiratoria Braquicefalica (BOAS), que afeta cées e
gatos, levando-os a desenvolver disturbios respiratérios por deformidades
anatdmicas, € atualmente muito comum na clinica diaria de pequenos animais devido
a crescente popularidade dessas ragas como animais de companhia (Andrews et al.,
2023).

Alguns estudos tem mostrado que as ragas de caes braquicefalicos mais
afetadas pela sindrome BOAS foram: pugs, bulldog francés e inglés (Liu et al., 2017),
levando-0os a uma expectativa de vida mais curta e predisposicdo a desenvolver
doencas do trato respiratdrio superior em comparacdo com outros tipos de ragas de
caes com outros tipos de conformacéo como: mesocéfalos ou dolicocéfalos (O’'Neill et
al., 2015). Atualmente se conhece que a sindrome varia conforme ao acometimento e
evolugao dos graus da BOAS, que vao de 0 a Ill. Sendo que o grau 0 nao apresenta
sinais clinicas patoldgicas, pelo que é considerado livre da doenca, grau | é
considerado leve, onde o cao ndo apresenta intolerancia ao exercicio, mas tem ruido
estertoroso, grau Il € moderado, a clinica do animal é proeminente, requerendo um
manejo ja seja clinico ou cirurgico dependendo da avaliagdo da progressao da
sindrome, e finalmente, o grau Ill é grave, onde o animal pode apresentar uma
obstru¢do continua e grave do trato respiratério superior e pelo que € importante a
indicagao cirurgica imediata (Liu et al., 2015).

Caes da raca pug foram selecionados e classificados em grupos de acordo com
o grau de severidade da SOAB (item 2.1). Os critérios de inclusdo foram: animais
com idade entre 1 e 8 anos e peso médio entre 5 e 15 quilogramas. Foram excluidos

animais que receberam terapia antimicrobiana nos dois meses antes a colheita das
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amostras. O recrutamento dos pacientes ocorreu por meio de redes sociais, panfletos

(flyers) e contato com criadores.

2.1. Classificagao da sindrome obstrutiva aérea braquicefalica (SOAB)

O escore de peso e condig¢ao corporal (ECC, escala de 1 a 9) foram registrados
de acordo com o estabelecido por LaFlamme (1997), conjuntamente com a idade e o
sexo de cada animal. Cada céo incluido neste estudo foi classificado de acordo com
o indice SOAB, validado por Liu et al. (2015). Este indice utiliza graduacao funcional
dividida em quatro graus (Quadro 1) baseado nas avaliagdes realizadas antes e apos
trés minutos do teste de tolerancia ao exercicio. Grau 0 sdo pacientes que nao
apresentam sinais da sindrome, grau | inclui cades que apresentam sinais respiratorios
discretos que nao pioravam apos o teste de tolerancia ao exercicio e s&o considerados
clinicamente estaveis para a sua racga. Pacientes classificados como grau Il (sindrome
moderada) s&o aqueles que requerem atencdo médica para perda de peso e/ou
tratamento cirurgico. Grau lll (sindrome grave) sdo aqueles caes que requerem
intervencgao cirurgica imediata.

Neste estudo, optou-se por utilizar como grupos amostrais estritos apenas
individuos classificados nos graus | e lll. Essa delimitagdo metodoldgica justifica-se
pela auséncia de individuos grau 0 e também pela necessidade de estabelecer um
contraste bioldgico e fenotipico claro entre os extremos da manifestagcao clinica da

enfermidade (comparando individuos leve e gravemente afetados).
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Quadro 1: Sistema de graduacéo funcional da sindrome obstrutiva aérea braquicefalica
(SOAB) baseada nos sinais respiratorios antes e apds teste de tolerancia ao exercicio
(TTE).

Sons respiratérios? Esforco Dispneia, cianose,
inspiratério® sincope®
Grau 0 Pré N&o audiveis Ausente Ausente
TTE
Pos Nao audiveis Ausente Ausente
TTE
Grau l Pré Ndo audiveis ou Ausente Ausente
TTE discretos
Pos Discretos Ausente ou Ausente
TTE discreto
Graulll Pre Discretos a Discreto a Ausente
TTE moderados moderado
Pos Moderados a graves  Moderado a Dispneia discreta,
TTE severo cianose ou sincope
ausentes
Graulll Pré Moderados a graves  Moderado a Dispneia moderada a
TTE severo grave, pode ou nao
apresentar  cianose.
Intolerancia ao
exercicio
Pds Graves Graves Dispneia grave, pode
TTE ou nao apresentar

cianose ou sincope
Fonte: CIGEV adaptado de(Liu et al., 2017)

Este sistema de graduacao foi estabelecido e validado previamente (Liu et al., 2015)..

A classificacdo clinica é baseada em sinais respiratorios 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 quildmetros por hora realizado pelos

investigadores. Apresentagao de pelo menos um sinal do grau mais alto determina o

resultado final em escore.

a) Sons respiratorios serdo diagnosticados por meio de auscultagdo nasofaringea.
Discretos: aquelas audiveis apenas sob auscultacdo; 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 acessoérios e ou alargamento

nasal com aumento de ofegacao. Suave: respiragdo com padrao regular e minimo
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uso do diafragma; moderado: evidéncia de uso do diafragma e musculos
acessorios da respiragdo; grave: marcado uso do diafragma e musculos
acessorios da respiracao.

c) Céaes que apresentarem episodios de sincope e ou cianose como documentado
pelo tutor, por meio da avaliagao por questionario, serao classificados como grau
Il sem o TTE. Dispneia suave: apresentagao de sinais de desconforto; moderada:
respiragao irregular e sinais de desconforto; grave: respiragéo irregular com sinais

de desconforto e dificuldade respiratoria.

Tal avaliacdo fundamentou-se em critérios subjetivos validados, incluindo a
auscultacdo faringolaringea para detecgdo de estertor e estridor, observagcdo do
esforgo inspiratério e monitoramento de sinais de hipéxia. Nos casos de intolerancia
grave ao esforgo, em que os animais nao conseguiram concluir o tempo total de teste
devido a dispneia exacerbada, o grau lll foi atribuido imediatamente.

Além disso, foi realizada a avaliagado da estenose de narinas de acordo com a
classificagao visual proposta por Liu et al. (2017), que categoriza o grau de obstrucéo
em quatro niveis: A) narinas abertas; B) estenose leve com um discreto estreitamento;
C) estenose moderada com narinas abertas apenas na por¢ao inferior; e D) estenose
grave com narinas virtualmente fechadas. Esta escala permite correlacionar a
restricdo do fluxo de ar nasal com a gravidade clinica da SOAB, sendo um indicador

preditivo fundamental para a necessidade de intervencgao cirurgica.
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Tabela 1: Sistema de graduacgao visual e funcional da estenose de narinas (SOAB)
L N

o~
_ cC
< EN
- ©
® T ©
€ T 0
) © o
| .
< $8
°
o
s o

Levemente estenosada
(B)
Gravemente estenosada
(D)

Na Tabela 1, observa-se que a estenose de narinas é classificada em quatro
categorias: A) Aberta: as narinas estdo bem abertas e a asa do nariz ndo obstrui a
passagem de ar, permitindo um intercambio gasoso adequado. B) Levemente
estenosada: nota-se uma leve estenose na asa do nariz, mas a abertura e o fluxo de
ar sao minimamente afetados. C) Moderadamente estenosada: a asa do nariz toca o
septo nasal, estreitando a abertura da narina. D) Gravemente estenosada: as narinas
estdo quase totalmente fechadas, sendo a abertura apenas uma fenda estreita que
restringe a passagem do ar.

Adicionalmente, também ja foi observado que alteragdes na microbiota nasal
em humanos acometidos pela AOS esta relacionada com processo de inflamacao
local (Wu et al., 2019) e estudo em cées tem demonstrado alteragdes semelhantes
(Vangrinsven et al., 2023). Estudos metagénomicos de amostras coletadas no tergo
distal da cavidade nasal de caes braquicefalicos demonstraram que estes possuem
uma microbiota distinta aos cdes meso e dolicocéfalicos, apresentando maior

diversidade de espécies a, e diminuicdo de proteobacteria associada ao aumento de
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Actinobacteria e Firmicutes. Acredita-se que isso ocorra pelo refluxo de secrecoes
orofaringeas (Vangrinsven et al., 2023).

Diversos estudos em humanos afetados pela AOS apresentaram alteragbes na
populagdo microbiana presente em diversos sistemas orgénicos, correlacionando-se
em aumento de comorbidades de acordo com a gravidade da sindrome. Dada a
semelhanga da SOAB com a AOS, muitas evidéncias corroboram com repercussdes
sistémicas similares (Castro Moraes et al., 2025). Dessa forma, em decorréncia ao
aumento progressivo da popularidade de caes braquicefalicos em detrimento da perda
de bem-estar devido as alteragdes estéticas, torna-se importante estudos que avaliem
os impactos dessas alteragdes na manutencdo da homeostase dos sistemas
organicos, buscando evidéncias para elaboragcdo de melhores estratégias de
prevencgao e tratamento (Ekenstedt et al., 2020; Mitze et al., 2022).

O microbioma constitui um ecossistema critico para a homeostase do
organismo, tanto na modulagdo imunologica quanto na exclusdao competitiva de
patogenos (de Cordoba-Ansoén et al., 2025). Em humanos, estudos demonstram que
a estabilidade biolégica da mucosa nasal esta intrinsecamente associada a
permeabilidade das vias aéreas. Nesse contexto, géneros como Moraxella
predominam no microbioma nasal de individuos saudaveis, exercendo um papel
protetor potencial contra infecgbes oportunistas e emergentes (Yu et al., 2022). No
entanto, alteracdes estruturais e processos inflamatérios crénicos, tais como a
hipertrofia de adenoides ou a AOS, induzem estados de disbiose e mudangas
funcionais impulsionadas pela inflamacéao local e pela hipdxia (Jiang et al., 2025; Xue
et al., 2025).

Analogamente, em estudos com céaes, observou-se que a relagdo entre a
homeostase e o microbioma nasal € influenciada por fatores como idade, peso,
localizagao geografica e caracteristicas individuais, impactando na capacidade olfativa
canina (Jenkins et al., 2018). Segundo Tress et al. (2017), o microbioma nasal em
cdes saudaveis caracteriza-se por uma elevada diversidade taxon6mica, com
predominancia dos géneros Moraxella, Neisseria e Pasteurella. No entanto, partindo
da premissa de que a composi¢gao microbiana apresenta natureza dinamica, torna-se
necessario investigar como variagcbes na arquitetura anatdmica das vias aéreas

craniais podem induzir uma disbiose associada a processos inflamatorios crénicos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

e Caracterizar a diversidade taxon6mica de microrganismos presentes na
orofaringe e nasal de caes da raga pug gravemente afetados (grau Ill) e

levemente acometidos (grau |) pela SOAB.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar a diversidade taxondmica de microrganismos presentes na
area orofaringea de cédes pug gravemente acometidos (grau lll) e
levemente acometidos (grau |) pela SOAB, através do sequenciamento
16s rRNA.

e Comparar a diversidade taxondmica de microrganismos presentes na
orofaringe de caes pug com estudos metagénomicos em caes de ragas
mesocefalicas previamente publicados.

e Determinar a correlagdo entre a prevaléncia de determinados grupos
taxondmicos microbianos em caes braquicefalicos da raga pug com a

progressao da SOAB.

4. JUSTIFICATIVA

Este projeto dara a conhecer a importancia do papel da microbiota de caes
normais € com alteragées ou grau superior de BOAS, proporcionando assim uma
melhor compreenséo e identificagcdo dos microrganismos que estdo presentes na
cavidade nasal e orofaringea de cées braquicéfalos da raga pug com a caracterizagao
genética dos microrganismos isolados nestes sitios anatémicos, através do
sequenciamento 16S rRNA das espécies bacterianas que estdo presentes na
cavidade nasal e orofaringea de caes acometidos com diferentes graus da sindrome
BOAS. Portanto, esta pesquisa servira de base para trabalhos posteriores que
relacionem a microbiota pertencente com a cavidade nasal e orofaringea com um
possivel tratamento cirurgico ou terapia de manejo clinico para o paciente acometido
pelo BOAS (Mendes Junior et al., 2021).
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Além disso, pretende-se contribuir para futuras pesquisas sobre a microbiota
normal da cavidade nasal desses caes braquicefalicos da raga pug que atualmente
s&o muito comuns no atendimento de clinicas veterinarias, o que ajudara a saber quais
antibidticos podem auxiliar no tratamento e prevenir a progressao da doenga, evitando

também danificar a microbiota benéfica dessa area.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Selecao dos Pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram recrutados nas dependéncias do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” (HVGLN) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal. O estudo seguiu as
normas e diretrizes éticas de experimentacdo animal aprovadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela CEUA
da instituigao (protocolo n° 9555/23).

Caes da raga pug foram selecionados e classificados em grupos de acordo com
o grau de severidade da SOAB (item 2.2). Os critérios de inclusdo foram: animais com
idade entre 1 e 8 anos e peso entre 5 e 15 quilogramas. Foram excluidos cées que
receberam terapia antimicrobiana nos dois meses anteriores a colheita das amostras.
Embora a padronizagao da dieta ndo tenha sido estabelecida como critério de inclusdo
devido a dificuldade de controle estrito em animais de companhia, considera-se que
esse parametro reflete a heterogeneidade da populagao clinica real. O recrutamento
dos pacientes ocorreu por meio de redes sociais, panfletos (flyers) e contato com

criadores.
5.2. Classificagdo da sindrome obstrutiva aérea braquicefalica (SOAB)

O escore de peso e condigao corporal (ECC, escala de 1 a 9) foram registrados
de acordo com o estabelecido por LaFlamme (1997), conjuntamente com a idade e o
sexo de cada cdo. Cada cdo incluido neste estudo foi classificado de acordo com o
indice SOAB, validado por Liu et al. (2015). Este indice utiliza graduagao funcional
dividida em quatro graus baseado nas avaliagdes realizadas antes e apés trés minutos

do teste de tolerancia ao exercicio. Grau 0 sdo pacientes que nao apresentam sinais
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da sindrome, grau | inclui cdes que apresentam sinais respiratorios nao audiveis ou
discretos que n&o pioravam apds o teste de tolerancia ao exercicio e sao
considerados clinicamente estaveis para a sua raca. Pacientes classificados como
grau Il (sindrome moderada) sdo aqueles que requerem atengcdo médica para perda
de peso e/ou tratamento cirurgico. Grau lll (sindrome grave) sao aqueles caes que

requerem intervengao cirurgica imediata.

Tal avaliagdo fundamentou-se em critérios validados, incluindo a auscultagcado
faringolaringea para deteccdo de estertor e estridor, observacdo do esforgo
inspiratorio e monitoramento de sinais de hipdxia. Nos casos de intolerancia grave ao
esfor¢co, em que os caes ndo conseguiram concluir o tempo total de teste devido a
dispneia exacerbada, o teste foi interrompido. Nos casos de céaes classificados como
grau lll, ndo houve necessidade de realizagdo do TTE, sendo atribuida a graduagao

imediatamente.

Além disso, foi realizada a avaliagado da estenose de narinas de acordo com a
classificagdo visual proposta por Liu et al. (2015), que categoriza o grau de obstru¢ao
em quatro niveis: A) narinas abertas; B) estenose leve com um discreto estreitamento;
C) estenose moderada com narinas abertas apenas na porg¢ao inferior; e D) estenose
grave com narinas virtualmente fechadas. Esta escala permite correlacionar a
restricdo do fluxo de ar nasal com a gravidade clinica da SOAB, sendo um indicador
preditivo fundamental para a necessidade de intervengéao cirurgica.

5.3. Colheita de amostras

A colheita das amostras foi realizada sob diferentes protocolos de contencéo
fisica e quimica, adaptados conforme a gravidade clinica e a necessidade de
intervencao cirurgica de cada paciente. Nos caes classificados como grau lll, a
contencao foi de natureza quimica, aproveitando o plano anestésico necessario para
a corregao cirurgica da SOAB. Nesses céaes, as amostras foram obtidas
imediatamente apds a indugao anestésica leve e antes de qualquer manipulagao ou
antissepsia local, garantindo a auséncia de contaminantes externos. Para os cées de
grau |, que nao apresentavam indicacgao cirurgica imediata, optou-se pela contengao
fisica, realizado de forma cuidadosa por profissionais treinados, garantindo minimizar
o estresse respiratério e o bem-estar. Ressalta-se que, independentemente do

método de contencdo (fisico ou quimico), a técnica de execucdo da colheita foi
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rigorosamente padronizada entre todos os caes do estudo, assegurando a

comparabilidade dos locais analisados.

Em ambos grupos as amostras da cavidade nasal foram obtidas por meio da
introducado de swab estéril, direcionado paralelamente ao palato duro até a porcao
média da cavidade nasal, correspondente a regido do meato nasal meédio.
Simultaneamente, realizou-se a colheita na regido orofaringea, utilizando cotonetes
de algodao estéreis, os quais foram imediatamente armazenados em tubos secos e
submetidos ao congelamento a -80 °C para preservacgao da integridade do material
genético. As amostras foram acondicionadas em embalagens criogénicas
homologadas, contendo gelo seco para a manutengédo da cadeia de frio durante o
transporte logistico internacional. As analises de bioinformatica e estudos
metagénomicos foram realizados na Universidade de Copenhague, Dinamarca, sob

a coordenacéao do Prof. Dr. Luca Guardabassi e do Dr. Mattia Pirolo.

5.3.1. Extragdo de DNA e sequenciamento

O DNA total das amostras foi extraido utilizando o kit QIAmp UCP Pathogen
Minikit (QIAGEN, Copenhague, Dinamarca), seguindo as instru¢gdes do fabricante,
com a adi¢cao de uma etapa de ruptura mecanica mediante bead-beating utilizando o
Pathogen Lysis Tube S (QIAGEN). Em cada extracdo de DNA, foi incluido um controle
negativo (extragdo em branco).

As sequéncias parciais do gene 16S rRNA foram amplificadas utilizando o kit
QUICK-16S NGS Library Prep Kit (Zymo Research), direcionado a regido V3-V4 do
gene 16S rRNA, tal como descrito previamente (Pirolo et al., 2023). Durante a
preparagao das bibliotecas, foram incluidos controles negativos e positivos
(ZymoBIOMICS DNase/RNase-Free Water e ZymoBIOMICS Microbial Community
DNA Standard, respectivamente). O sequenciamento foi realizado em uma plataforma
lllumina MiSeq (leituras pareadas de 300 pb) utilizando o kit MiSeq Reagent Kit v3

(600 ciclos; lllumina), de acordo com as instru¢des do fabricante.

5.3.2. Anélise bioinformatica

Os dados de sequenciamento do gene 16S rRNA foram processados utilizando
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o pacote DADA2 v1.14.1 (Callahan et al., 2016), implementado em R v4.2.1. Os
parametros ideais de filtragem e recorte foram determinados por meio do FIGARO v
3.0 (Sasada et al., 2020). A assinagao taxonémica de cada variante de sequéncia de
amplicon (ASV) foi realizada utilizando a base de dados taxonémica Silva v.138.1 para
DADAZ2 (Quast et al., 2013). Os possiveis contaminantes foram identificados a partir
das amostras controle e eliminados mediante o pacote decontam v.1.12.0 (Davis et
al., 2018). Posteriormente, foi construido um objeto phyloseq a partir das tabelas de
ASV e taxonomia utilizando phyloseq v1.30.0 (McMurdie; Holmes, 2013) para as

analises subsequentes.

5.4. Analise estatistica

Os indices de a-diversidade (Shannon) e B-diversidade (métrica de
dissimilaridade de Bray-Curtis) foram calculados utilizando o pacote vegan do R, apds
uma rarefagdo a uma profundidade equivalente a 90% da menor profundidade de
amostra nos conjuntos de dados de ASV (16S rRNA) e MAG (shotgun). Acomparagao
dos indices de a-diversidade entre animais saudaveis e doentes foi realizada
mediante o teste de soma de postos de Wilcoxon, aplicando a corre¢ao de Holm para

comparagdes multiplas.

A B-diversidade foi visualizada por meio de uma analise de coordenadas principais
(PCoA), e as diferencas na composi¢cao das comunidades microbianas entre grupos
foram avaliadas mediante uma anadlise de varidancia multivariada permutacional
(PERMANOVA), utilizando a fungcédo Adonis. Para investigar as diferencas em nivel
taxondmico entre animais saudaveis e doentes, foi realizada uma andlise de
abundancia diferencial utilizando o DESeq2, com correcao das comparacdes
multiplas pelo método de Benjamini-Hochberg.

6. RESULTADOS

No total, foram avaliados e selecionados 22 individuos, todos da raga pug, para a
composicao deste estudo. De cada um desses caes, foram coletadas duas amostras
(uma da cavidade nasal e outra da orofaringea), totalizando 44 amostras analisadas.
As amostras apresentaram distribuicdo equitativa entre os sexos (50% fémeas e 50%
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machos, n = 11 para cada), com peso médio de 12,35 kg. Quanto a estratificagao do
escore SOAB, 13 pugs (59,1%) foram classificados como grau Il e nove (40,9%)
como grau |; ndo foram identificados individuos com grau O durante o periodo do
estudo. No que se refere ao grau de estenose de narinas, nove cées (40,9%)

apresentaram grau I, 11 (50,0%) grau Il e dois (9,1%) grau IlI.

Realizou-se a analise da microbiota de amostras coletadas das regides nasal e
orofaringea de caes pug. Devido a auséncia de individuos classificados como grau 0,
as amostras foram agrupadas para analise comparativo entre cades levemente

acometidos (grau |) e gravemente acometidos (grau llI).

A analise da beta-diversidade baseada na métrica de Bray-Curtis, evidenciou uma
segregacdo robusta entre os nichos biologicos amostrados (Figura 1). O sitio
anatdmico constituiu o principal determinante da estrutura microbiana, exibindo
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) e explicando 13,1% da variancia total
observada. A separagao € evidente entre as comunidades bacterianas da orofaringe
e da cavidade nasal. Enquanto as amostras orofaringeas demonstraram um
agrupamento homogéneo, a microbiota nasal exibiu uma dispersdo acentuada ao

longo dos eixos, indicando uma maior variabilidade interindividual.

Distribuigao de Bray Curtis

o getivars[1])
Crofaringe
MNasal

PCoA 2 (7.82%)

Orofaringe vs nariz : p-valee=0.003. R2=13.1%

PCoA 1 (19.6%)

Figura 1: Diferenciacao entre os nichos nasal e orofaringeo de caes da raga pug acometidos
pela SOAB. Jaboticabal, 2026.
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Ao analisar o impacto do estado clinico na ecologia microbiana nasal (Figura 2),
observou-se uma influéncia significativa do grau da sindrome (SOAB) na composigao
bacteriana. A diversidade alfa, mensurada pelo indice de Shannon (Figura 2A), tendeu
a apresentar valores de diversidade superiores nos caes gravemente afetados (Grau
[ll), o que sugere uma alta variabilidade individual nesse grupo. Na beta-diversidade
(Figura 2B), baseado em Bray-Curtis, também se observou diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05), confirmando que a progress&o da SOAB altera a estrutura da

comunidade microbiana global nos pugs avaliados.

Distribuigdo de Bray Curtis

Status

l Leve getivars{1))
Grave Leve
Grave

PCoA 2 (10.6%)

Alfa diversidade

A Grave vs Leve © pvalues0 011, R2=6% B

Leve i Grave PCoA 1(204%)

Figura 2: Impacto da gravidade da SOAB na estrutura microbiana de caes da raga pug.
Jaboticabal, 2026.

A analise da abundancia relativa na microbiota nasal revelou variagdes marcantes
entre os grupos (Figura 3). Nos pugs saudaveis (Grau I), observou-se uma dominancia
robusta do género Moraxella, representando mais de 60% da comunidade bacteriana.
Em contraste, nos caes gravemente afetados (Grau lll), verifica-se um quadro de
disbiose caracterizado pela reducdo acentuada da representatividade de Moraxella
para aproximadamente 25%. Na redistribuicido taxonémica se evidencia o aumento
expressivo na abundancia relativa de géneros como Conchiformibius, Porphyromonas
e Haemophilus, sugerindo a perda da identidade da microbiota nasal em fungéo da

progressao clinica da SOAB.
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Figura 3: Abundancia relativa de géneros bacterianos na microbiota nasal comparando cées da
raca pug levemente (Grau |) e gravemente acometidos (Grau lll) pela SOAB. Jaboticabal, 2026.

A analise da microbiota nasal em funcdo da gravidade da estenose de narinas
revelou padrdes distintos de distribuicdo bacteriana (Figura 4). Na beta-diversidade
(Figura 4A), a andlise de Bray-Curtis ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) na comparacgao entre os grupos levemente acometidos (Grau |)
e acometidos (Graus Il e lll). Esse resultado indica que, embora haja uma
sobreposi¢cdo nas comunidades bacterianas, o grau de fechamento das narinas
isoladamente n&o é foi o fator determinante para a segregagdo das comunidades

bacterianas.

Em relacdo a diversidade alfa (Figura 4B), o indice de Shannon nao revelou
diferencas estatisticas significativas entre os grupos de estenose analisados.
Observou-se uma homogeneidade nos valores de riqueza e diversidade, sugerindo
que a complexidade da microbiota nasal tende a se manter estavel mesmo diante das

variagdes anatdbmicas externas das narinas.

Taxonomicamente (Figura 4C), a abundéncia relativa evidenciou que a
composicao bacteriana sofre influéncia da severidade da estenose nasal. Nota-se
que, ao comparar os caes levemente acometidos (especialmente Grau |) com os
grupos de acometidos (Grau Il, Ill), ocorre uma redugao na dominancia caracteristica

de Moraxella. Essa queda é acompanhada por um aumento progressivo na
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participacdo de géneros como Conchiformibius e Porphyromonas, sugere que a

alteracao fisica na passagem do ar impacta a estabilidade e a identidade do nicho

nasal.

Leve' Grave

Figura 4: Variabilidade na diversidade alfa e beta correlacionada a estenose de narina e a
progressao da Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB) em caes da raga pug.

Jaboticabal, 2026.
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A analise da diversidade bacteriana na regiao orofaringea de caes pug demonstrou

estabilidade entre os diferentes estados clinicos entre grau | e grau Il (Figura 5).

No que se refere a diversidade alfa (Figura 5A), medida pelo indice de Shannon,

nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre caes levemente

afetados (Grau |) e gravemente afetados (Grau lll), evidenciando uma manutengao da

riqueza e equidade bacteriana independentemente da progresséo da sindrome.

Para a diversidade beta (Figura 5B) baseada na disténcia de Bray-Curtis nao

revelou diferencga estatistica significativa entre os grupos (p>0,05). O estado clinico

explicou apenas 4,6% da variabilidade total observada, o que indica que a condicao

clinica da SOAB exerce baixo impacto na estruturagdo da comunidade microbiana
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orofaringea, mantendo a diversidade ecoldgica deste nicho mesmo em caes

gravemente afetados.

Shannca | Distribuicdo de Bray Curtis
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Figura 5: Variabilidade na diversidade alfa (A) e beta (B) na microbiota orofaringeo
correlacionada com a progressao da Sindrome Obstrutiva Aérea Braquicefalica (SOAB) em caes

da raga pug. Jaboticabal, 2026.

Ao analisar a composicdo taxondémica da orofaringe (Figura 6), os dados
corroboram que a composig¢ao bacteriana desta populagdo de caes pugs apresenta
uma maior abundancia relativa em ordem decrescente pelos géneros
Conchiformibius, Porphyromonas, Streptococcus e Moraxella. Esse padrdao de
distribuicdo foi observado de forma consistente tanto nos caes levemente afetado
(grau |) quanto nos gravemente afetado (grau lll). Diferente do observado na
microbiota nasal, esta regido nao apresenta uma redugao drastica dos seus principais
géneros em fungao da progressao da sindrome, apresentando distribuicdo percentual

bastante semelhante.
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Figura 6: Andlise da abundancia relativa de géneros bacterianos na microbiota orofaringeo de
pugs levemente e gravemente afetados pela SOAB. Jaboticabal, 2026.

7. DISCUSSAO

A auséncia de caes classificados como grau 0 neste estudo reflete uma
caracteristica fenotipica critica da raga pug. Como discutido por Riggs et al. (2019),
muitos tutores negligenciam sinais clinicos por considera-los intrinsecos ou “normais”
para a raca. A dificuldade em recrutar individuos ndo acometidos pelo SOAB corrobora
a teoria de Liu et al. (2017), de que a conformacgao braquicefalica extrema no pug,
manifestada principalmente pela estenose de narinas e a hipertrofia de tecidos moles,
pode ser considerado preditor de risco para determinar a distingao fisioldgica entre
caes "saudaveis" e "acometidos". Assim, a amostra final reflete a realidade da
populacdo hospitalar e de criadores, em que a sindrome se apresenta de forma

moderada a grave na maioria dos casos.

No que se refere a diversidade alfa (Figura 2A), o indice de Shannon mostrou que
a microbiota nasal de pugs com graus avangados da SOAB (grau lll) apresenta uma
distribuicdo de dados mais heterogénea em comparacdo aos cies levemente
afetados (grau 1). Enquanto Vangrinsven et al. (2021), observaram que caes
saudaveis independentemente da conformagao facial, tendem a manter uma
microbiota nasal robusta e uniformemente dominada pelo género Moraxella, os
nossos achados revelam que o agravamento da sindrome (grau lll) provavelmente

descaracterizam e impde uma dinamica ecoldégica mais instavel ao trato respiratorio
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cranial, na qual a perda da dominancia de taxons leva a desestabilizar a microbiota.

Confirmando essa desestabilizagdo, a diversidade beta (Figura 2B) demostrou
uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), segregando as comunidades
bacterianas de acordo com a gravidade da sindrome. Enquanto estudos em céaes
saudaveis (incluindo 26% de braquicefalicos), como o de Vangrinsven et al. (2021),
descreveram uma microbiota nasal robusta e dominada por Moraxella, os achados
(Figura 2 e 3) indicam que a progressao da SOAB nos pugs rompe € altera essa
microbiota. A transigao do grau | para o grau lll € marcada por uma disbiose evidente,
caracterizada pela queda abrupta na proporcao de Moraxella. Portanto, a dificuldade
respiratoria e as alteragdes pressoéricas da sindrome ndo apenas prejudicam a
mecanica ventilatéria, mas alteram a estrutura global da comunidade microbiana,
descaracterizando a identidade taxondémica tipica do nicho nasal canino.

As variagdes observadas podem ser atribuidas as diferencgas individuais relacionadas
ao grau da SOAB. A turbuléncia do fluxo de ar e a inflamagé&o crénica na mucosa nasal
provavelmente alteram a riqueza e a equidade bacteriana de forma inconsistente entre
os individuos, enquanto a orofaringe preserva uma microbiota mais uniforme. Tal
discrepancia ¢é decorrente do esforco inspiratorio caracteristico dos caes
braquicefalicos, o qual gera resisténcia massiva ao fluxo aéreo, facilitando o
carreamento de detritos e bactérias orofaringeas em diregcdo ao trato respiratorio

cranial, de acordo com De Carvalho et al., (2022).

Ao analisar a abundancia relativa no nicho nasal (Figura 3), evidenciou-se uma
alteracao clara associada a gravidade da SOAB. Enquanto a microbiota nasal de pugs
levemente afetados (grau 1) € amplamente dominado por Moraxella, género
tipicamente predominante nas superficies das mucosas orais caninas (Ruparell et al.,
2020). No presente estudo céaes gravemente acometidos (grau Ill) apresentaram, em
oposigao, um aumento expressivo do género Conchiformibius. Embora este ultimo
seja um comensal habitual da cavidade oral em caes saudaveis (Lisjak et al., 2023),
sua elevada presencga nas narinas dos pacientes severamente afetados indica um
fendmeno de translocagdo bacteriana no sentido orofaringe-nariz. Esse achado
sugere que, nos casos de SOAB grave, a barreira microbiolégica nasal € rompida,
permitindo que taxons orais colonizem o trato respiratério cranial devido as alteragdes

na dindmica do fluxo aéreo e a pressao inspiratdria negativa.
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A estreita relacdo observada entre Porphyromonas e Conchiformibius como os
géneros de maior prevaléncia na microbiota oral em caes dolicocéfalicos (Lisjak et al.,
2023; Ruparell et al., 2020) corrobora a hipotese de que a microbiota nasal nestes
pacientes gravemente afetados reflete a translocagao da microbiota oral. Uma vez que
caes da raga pug apresentam anomalias como a alteragbes no palato mole e a
eversdao dos sacos laringeos, € provavel que essa mecanica respiratoria alterada
facilite o carreamento de bactérias orais em direcéo ao trato respiratorio cranial. Esse
processo estabelece o género Conchiformibius como um componente central da
microbiota nasal nos casos graves (Figura 3), descaracterizando a identidade
taxondmica original desse nicho, que em condi¢gdes normais seria dominado por
Moraxella (Vangrinsven et al., 2021). O que fica evidenciado no nosso estudo, quando
observamos o aumento da proporgdo de Conchiformibius e Porphyromonas na

microbiota nasal de caes grau lll em relacéo aos classificados como grau |.

Apesar da proximidade anatémica, a analise da beta-diversidade (Figura 1)
demonstrou uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre a microbiota
nasal e orofaringea nos caes analisados. A magnitude dessa variagdo (R?=13,1%)
corrobora o fato de que a orofaringe nao atua meramente como um canal de
passagem, mas como um microambiente ecoldgico unico. Enquanto a microbiota
nasal funciona como uma barreira inicial com alta prevaléncia de Moraxella, género
amplamente reconhecido como predominante nas mucosas do trato respiratério

cranial saudavel (Ruparell et al., 2020).

A distingdo estatistica observada entre os nichos (Figura 1) sugere que
variacdes na umidade, temperatura e pressao parcial de oxigénio na area orofaringea
selecionam uma comunidade bacteriana distinta da nasal. Padrdo semelhante de
segregacao de nichos foi descrito por Lemon et al. (2010), em humanos comparando
as narinas e a orofaringe, demonstrando que, embora sejam anatomicamente
contiguos, esses locais abrigam comunidades bacterianas marcadamente diferentes
devido as pressdes seletivas ambientais especificas de cada sitio. No presente
estudo, essa diferenciagcao é evidenciada pela dominancia de Moraxella nas narinas
(Figura 4C), em contraste com a orofaringe, onde prevalecem géneros como

Conchiformibius e Porphyromonas (Figura 6).
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Essas variagdes sustentam-se na fisiopatologia da SOAB, na qual a resisténcia
ao fluxo aéreo gera uma pressao luminal negativa excessiva e inflamacgéao crénica. De
acordo com Castro Moraes et al. (2025), a sindrome extrapola as alteragdes primarias
de narinas estendticas, afetando profundamente a integridade do ambiente
laringotraqueal através de inflamagao e edema. Tal discrepancia € decorrente do
esforgo inspiratorio, o qual facilita o carreamento de detritos orofaringeos de acordo
com De Carvalho et al. (2022). Além disso, o encurtamento do cranio altera a dinédmica
de filtragdo e aquecimento do ar (Vangrinsven et al., 2021). A fisiopatologia da SOAB
transcende o trato respiratorio, exercendo um impacto sistémico que inclui alteragoes
gastrintestinais clinicamente relevantes. De acordo com Bottero et al. (2025), a
obstrugcdo das vias aéreas craniais impde um esfor¢o inspiratério exacerbado,
resultando em pressdes intratoracicas negativas extremas. Este gradiente de pressao
favorece o refluxo retrogrado do conteudo gastresofagico em direcéo a regiao cranial,
expondo a mucosa orofaringea a componentes gastricos e enzimas digestivas. Esta
interagdo persistente com o conteudo gastrico compromete a homeostase local e
induz modificagbes nesta regido. Portanto, a diferenciagdo entre os nichos nasal e
orofaringeo observada neste estudo reforca que a progressdo da SOAB induz
alteragdes ambientais locais que moldam microbiomas especificos dos hospedeiros.
Na medicina humana, estudos em pacientes portadores de AOS, condigao analoga a
SOAB devido ao colapso dindmico das vias aéreas, sugere que o0 estresse mecanico
e a inflamacgéao crbénica da mucosa sdo determinantes na modulagédo do microbioma
local (Mitze et al., 2022).

Um dos principais desafios na interpretacdo dos achados € a acentuada
escassez de literatura cientifica indexada referente a microbiota do trato respiratério
cranial canino, sobretudo em ragas de conformacgao braquicefalica. Historicamente,
as investigagcdes concentraram-se em caracterizar o microbioma nasal, estabelecendo
perfis de cées saudaveis e enfermos com conformag¢des dolicocéfalicas ou
mesocefalicas (Tress et al., 2017). Essa tendéncia negligencia aos demais
componentes desse trato, considerado erroneamente uma zona de transito. No
entanto, os resultados experimentais desta pesquisa demonstram que a orofaringe

possui uma dinamica ecologica propria, que deve ser caracterizada de forma
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independente para a plena compreensao da complexidade do microbioma respiratorio

em pacientes braquicefalicos.

Finalmente, é relevante destacar a auséncia de diferencas significativas na
diversidade da microbiota orofaringea entre pugs levemente afetados (Grau |) e
gravemente acometidos (Grau lll). Esse achado pode ser explicado pela conformagéao
esquelética extrema da raca, que apresenta o menor indice de focinho e maior
reducao craniofacial entre os braquicéfalos (Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020; Liu
et al., 2025). Essa compactacao anatdmica resulta em uma sobreposi¢cao permanente
entre as cavidades nasal e oral, expondo a orofaringe a um estresse mecéanico e

inflamatorio crénico desde os estagios iniciais da sindrome.

Somado a isso, as alteragdes estruturais no eséfago cervical e a pressao
intratoracica negativa predispdem esses caes ao refluxo gastroesofagico crénico
(Santos et al., 2025). A presencga frequente de conteudo gastrico na orofaringe pode
alterar o pH local e manter um estado de inflamagéo continua da mucosa, favorecendo
a persisténcia de um microbioma adaptado a condi¢cbes adversas em ambos os
grupos clinicos. Diferente da microbiota nasal canina saudavel, que é tipicamente
dominado por Moraxella (Ruparell et al., 2020), a orofaringe do pug parece atuar como
um ponto de convergéncia bacteriana precoce. Portanto, a gravidade clinica da SOAB
pode nao ser o fator primario de mudanca nesse nicho, uma vez que a proépria
anatomia da raga e as comorbidades digestivas ja estabelecem um perfil de disbiose

basal independente do grau da sindrome.

As limitagdes inerentes a este estudo derivam da natureza observacional e clinica
da pesquisa com pacientes de propriedade privada, o que restringe o controle rigoroso
sobre variaveis extrinsecas, como a padronizagcao da dieta, o ambiente de criagao e
0 manejo sanitario individual. Adicionalmente, a auséncia de individuos classificados
como grau 0 reflete a dificuldade fenotipica de encontrar controles em uma raga com
conformacao craniofacial tdo extrema. No entanto, tais fatos nao invalidam os
achados; pelo contrario, essas limitacbes conferem maior validade externa e

aplicabilidade clinica ao nosso estudo.
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8. CONCLUSAO

A caracterizagdo e comparacado da microbiota do trato respiratério cranial de
cdes da raga pug, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA e analise
taxondmico, demonstraram na cavidade nasal, que a gravidade da sindrome gera
disbiose nos pacientes severamente afetados (grau Ill), promovendo desestabilizagéo
na diversidade beta (p<0,05) e a perda da identidade taxonémica caracteristica desse
sitio anatémico pela reducéo drastica do género Moraxella e o aumento de comensais
orais como Conchiformibius e Porphyromonas; esse cenario sugere o fendbmeno de
translocagcdo bacteriana oronasal estimulado pela pressao inspiratéria negativa

cronica e pelo encurtamento craniofacial extremo.

A regiao orofaringea mostrou uma estabilidade ecoldgica, sem apresentar
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) na diversidade ou na composi¢cao
global entre os graus | e lll, o que indica que a conformag&o anatdémica extrema e a
exposicao cronica e constante ao refluxo gastroesofagico estabelecem disbiose basal
precoce e permanente, o que resulta na descaracterizando do nicho antes da
progressao clinica da sindrome. Dessa forma, enquanto a microbiota nasal funciona
como um biomarcador dindmico da evolugdo da SOAB, a comparacgao final com a
literatura de racas mesocéfalas saudaveis, caraterizadas por diferentes taxons
bacterianos, reforga o fato de que o estresse mecanico crénico altera a homeostase

microbiologica propria dos pugs.
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