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RESUMO

Os estudos sobre as alteracdes vasculares persféen despertado
interesse por auxiliar na compreensao das variag@gwerfusdo em o6rgaos e
tecidos periféricos. Em seres humanos esta comgpwoeme os distirbios
associados a tunica intima-média (TIM) exercentafaiapazes de influenciar a
dindmica vascular e o débito cardiaco. No entaxibola pouco se sabe sobre tal
assunto na pratica da clinica veterinaria. Comaté&ia femoral é o principal
vaso responsavel pela perfusdo sanguinea musonlaneinbro pélvico de
animais, as influéncias sofridas na espessura deT$M, decorrentes de
diferentes enfermidades sistémicas, promovem gfiemana geometria e na
dindmica vascular, que podem exercer sobrecargiacar Assim sendo, o
presente estudo foi realizado com o principal dlgetle avaliar a aplicagéo
clinica da ultrassonografia bidimensional em obhtespessura da TIM da artéria
femoral de cdes saudaveis, pelos métodos manuaitoendico (QIMT) e
estabelecer os parametros normais. Para isso, fafatidas medidas da
espessura da TIM, por meio da ultrassonografiart@dsional da artéria femoral
de 24 caes saudaveis, adultos, machos (n=12) afémel2). Pelos resultados
demonstrou-se diferenca estatistica entre os €ted ndo se apresentou
significAncia na comparacao entre as medidas ds&s@ da TIM entre machos
e fémeas. Pode-se concluir que a metodologia desbtalho permitiu a
mensuracado da espessura da TIM da artéria femeredies saudaveis por meio
da ultrassonografia bidimensional com os diferemté®dos empregados.

Palavras-chave: Artéria femoral. TUnica intima-raétfiascular. Co.



ABSTRACT

Studies on the periphery vascular alterations fzavakened interest in
aiding in understanding perfusion variations inigeery organs and tissues. In
human beings, it is proven that disturbances astmmtito the intima-media
tunica (IMT) exercise effects capable of influergcithe vascular dynamics and
the cardiac debit. However, little is known of swgtibject in veterinary clinic
practices. As the femoral artery is thevessel mgaiebponsible for muscular
blood perfusion of the pelvic member in animalg thfluences underwent in
the thickness of its IMT, derived from differentsggmic infirmities, cause
alterations in the vascular geometry and dynamibsch might exercise cardiac
overload. Therefore, the present study was conduweiid the main objective of
evaluating the clinical application of bi-dimensabmultrasound in obtaining the
IMT thickness of the femoral artery in healthy dogg means of the manual and
automatic methods (QIMT) and establish the norraaameters. In order to do
this, we obtained measurements of the IMT thicknbgs means of bi-
dimensional ultrasound of the femoral artery ofa2iilt healthy, male (n=12)
and female (n=12) dogs. With the results we dematext the statistical
differences between the methods and that there n@asignificance in the
comparison between the thickness measurements dfth between males and
females. We can conclude that the methodology o thork allowed the
measuring the IMT thickness of the femoral artdrip@althy dogs by means of
bi-dimensional ultrasound with different methodspémged.

Keywords: Femoral artery.Intima-mediatinica.Vascilag.
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1 INTRODUCAO

Os estudos sobre a fisiologia vascular periféritaalmente tém
despertado interesse na pesquisa cientifica d@achmterinaria, pois como ja
demonstrado em medicina, diversos conceitos sdazeapde auxiliar na
compreensdo das variacGes da dindmica de perfas@uinea em érgaos e
tecidos periféricos. Estes aspectos, muitas vedegem-se as influéncias
funcionais neuro-hormonais sistémicas e do endotékcular sobre a regulagéo
da perfuséo vascular periférica. Em seres humasids @mprovado que 0S
distarbios associados a tdnica intima-média (TIM)s cartérias, como as
arterioescleroses e ateroscleroses, exercem efedjpazes de influenciar a
din&mica vascular periférica e o débito cardia@mBém, tem sido observada a
presenca de alteragBes na TIM de importante reggiouhemodindmica em
pacientes idosos, obesos e portadores de enfemsidsidtémicas, como o
Diabetes mellitus (DM) ou com disturbios associados a tireoide. Udas
consequéncias de tais alteracdes é o “enrijecithamterial, que favorece o
aumento sobre a carga de ejecdo ventricular esgjuergue acaba ao longo do
tempo promovendo ou agravando a progressao de asgdoencas cardiacas.

Em animais ainda pouco se sabe a respeito das@lesr vasculares
decorrentes de diferentes distarbios clinicos gueana sobre a dindmica da
perfusao cardiovascular.

Como a artéria femoral é o principal vaso respagispela perfusédo
sanguinea muscular do membro pélvico, as modifemcéofridas em sua
estrutura e funcao (tdnica intima-média) sdo plaiside estudo, uma vez que
podem promover alteragdes que refletem na dinachcgerfusdo muscular,
além de exercer efeitos sobre pés-carga cardiaca.

Atualmente, uma das técnicas utilizadas em medigma colabora para

determinacdo da estrutura morfoldgica arterial, dttmssonografia em modo
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bidimensional. No entanto, apesar de ser um tégiela, de custo acessivel e
com boa reprodutibilidade, ndo existe padronizat@idécnica, nem limites de
normalidade desta estrutura vascular, o que dificulutilizacdo do método na
rotina e na investigacao clinica veterinaria. Desselo, o presente estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar, por meio deagkonografia bidimensional,
0s parametros dimensionais da TIM da artéria felmema caes saudaveis. O
conhecimento de tais parametros, obtidos por urmmic® de comprovada
acuracia em seres humanos, ndo-invasiva e indpkmitird avancos nos
escassos conhecimentos existentes até o momemeataracdes na circulacdo
periférica de caes, decorrentes de diferentesmaitfades clinicas. Além disso,
os dados aqui obtidos poderdo dar inicio a projetinsos e, também, poderdo
colaborar como subsidio técnico cientifico parapdnaoramento de estudos
fisiopatoldgicos, relacionados a dimensdo da TIMadéria femoral, na pratica

clinica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e Histofisiologia das Artérias

A artéria femoral comum é a continuacao da iliadarea com base no
ligamento inguinal. Ela segue no canal femoral aze fmedial da coxa, em
companhia do nervo safeno, cranialmente, e dafeeiaral, caudalmente. A
artéria femoral inclina-se ao longo da borda latdea inser¢do do musculo
adutor, onde é coberta pela porcao caudal do nuissemimembranoso
(SISSON; GROSSMAN, 1986).

Figural Vista medial de uma peca anatdémica do memélvico direito de
um céo

Legenda: 1: Artéria femoral; 2: Artéria circunflelateral; 3: Artéria femoral caudal
proximal; 4: Artéria femoral caudal média; 5: Argéfemoral caudal distal,
6: Artéria safena; 7: Nervo safeno; 8: Artéria getar; 9: Nervo tibial; 10:
Femoral circunflexa; 11: Musculo gracil; 12: Musz#ectineo.

Fonte: ANATOMY BELLRINGER, 2014.
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Os vasos sanguineos séo, normalmente, compostossedasntes
camadas ou tunicas: intima, média e adventicia NPIG et al.,, 1986;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). As artérias musculadesdiametro médio,
como a artéria femoral, possuem a tdnica médiaddanessencialmente, por
células musculares lisas. Nas artérias muscularé@gjma possui uma camada
subendotelial um pouco mais espessa do que agaslarteriolas. A lamina
elastica interna, componente mais externo da intih@oeminente e a tdnica
média pode conter até 40 camadas de células miesilikas. Estas células sédo
entremeadas por um numero variado de lamelas calésfdependendo do
tamanho do vaso), como também por fibras reticsilar@roteoglicanos, todos
sintetizados pela prépria célula muscular lisa. &niha elastica externa, o
ultimo componente da tlnica média, s6 esta preswgeartérias musculares
maiores. A adventicia consiste em tecido conjuntfk@uxo. As artérias
musculares podem controlar o fluxo de sangue jpal@stos 6rgaos, contraindo
ou relaxando as células musculares lisas de sueatimédia (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

As artérias levam sangue com alta pressdo paraes leiasculares
periféricos. O sistema arterial pode ser funcioeafi® (assim como
estruturalmente), dividido em dois subsistemas: cAdas grandes artérias
elasticas (p. ex. aorta, cardtida, iliacas), ondsamgue é armazenado ao ser
ejetado pelo coracdo, durante a sistole e é langado a periferia durante a
diastole, assegurando, assim, que a circulacadépesi receba um fluxo
constante de sangue, durante os dois ciclos cagjique séo significativamente
diferentes em termos de pressao; B) o das arténissulares, especialmente
aquelas do membro pélvico (p. ex. femoral, poplitidal posterior), as quais
sdo capazes de alterar o seu tbnus (estado bgsahbinente contraido do
musculo liso vascular), modulando a velocidade ddaode pressdo, que €

conduzida a elas com base no maior vaso (SHIRWAROJ, 2010).
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Nas grandes artérias elasticas do sistema artdréaluma regido
altamente espessa e dominante formada por fibéaticals. As fibras elésticas
estdo reunidas em placas dispostas em camadasntmas em toda a
espessura. Na aorta, estas camadas concéntrictisasléestdo dispostas em
cerca de 50 camadas distintas (Figura 2). Em csietram uma artéria muscular
(p. ex. braquiais, coronarias, ou tibial anteriag,fibras elasticas se limitam a
dois anéis circunscritos: (a) da lamina elastiteriva, que faz parte da camada
intima, e (b) da lamina elastica externa, da adsi@ntA interface destes vasos
de tamanho intermediario sdo relativamente espesss@o constituidas por
fibras de musculo liso. E o musculo liso da cantaddia nestes vasos que |lhes
permite contrair ou dilatar, manter o ténus e, Ifirente, regular o fluxo de

sangue perto de suas respectivas regiées (SHIRWZRY, 2010).

Thinica adventicia:
Tecido fibrocartilaginoso . .
1.4mina elistica externa Tiinica média: Musculo liso

[

N\, ~, ’
1

I

Lamen das
artérias
musculares

Limen das
artérias

cldsticas

I1;
W

r )3
Tinica média: Thinica intima
Multiplas camadas elasticas Endotélio
Lamina eldstica interna
Tecido fibrocartilaginoso

Figura2 Representacdo esquemdtica que demonsinpacativamente as
diferencas das camadas elasticas da tunica médiaélms elasticas
(p.ex. aorta) e de artérias musculares (p.ex. fanor

Fonte: Shirwany; Zou (2010).
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2.2 Métodos de avaliacdo da espessura da tunica intinmaédia

Em humanos, determinacdes mais precisas das ptages elasticas da
aorta e das grandes artérias, incluindo medidamgradicas, ecocardiografia,
medidas ultrassonograficas da aorta abdominal edidmetro carotideo,
ressonancia nuclear magnética, angiografia radapsza e velocidade de onda
de pulso, tém mostrado associacdes com eventomwvasdulares e, também,
com aterosclerose coronaria (BORTOLOTTO, 2004).

De acordo com Takamura et al. (2009), avancos légicos, como a
ultrassonografia em modo bidimensional e de altnlugdo, possibilitam o
acesso ndo invasivo para quantificacdo da rigidezia e tém demonstrado a
importancia da TIM da artéria car6tida na avaliacde alteracGes
cardiovasculares. Os principios e a validacdo daassionografia modo
bidimensional para avaliagdo da TIM foram descripeta primeira vez por
Pignoli et al. (1986). Nas artérias, o ultrassommite a visualizacdo de duas
linhas ecogénicas (brilhantes) criadas pela interémtre a luz arterial e a tinica
intima, e entre a tanica média e a adventicia (WENDAG et al., 1991). O
espaco compreendido entre essas duas linhas aordes@d soma das tdnicas
intima e média e pode ser identificado tanto nadeproximal ao transdutor,
quanto na parede distal, mais afastada do transdoteaso examinado (Figuras
3, 4 e 5). A reprodutibilidade das medidas da TIkpehde do segmento
avaliado, da espessura total medida (STENSLAND-BEBG@ONAA,
JOAKIMSEN, 1997) e do tipo de afericdo realizadatomatica ou manual
(GRAF; GARIEPY, 1999). Tem-se sugerido que a vdiddrle da medida é
menor quando se determina a espessura média dersegulistal da tdnica
intima-média da artéria cardtida comum em maisnde direcdo (longitudinal e

transversal). Além disso, grande parte da vargddé na medida é causada por
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diferencas entre observadores, enquanto a intraa@oke parece ser menor
(STENSLAND-BUGGE; BONAA; JOAKIMSEN, 1997).

De acordo com o Consenso de Mannheim (TOUBOUL.e2804), a
analise da mensuracao da TIM depende de um equipampadrdo, que inclui
um sistema em modo bidimensional de alta resolug@eracional com
transdutores de ultrassom, preferencialmente ikseam frequéncias acima de 7
MHz. Configuracdes de profundidade de foco aprdprigpor exemplo, 30-40
mm), taxa de frames (115 Hz), e configuragbes dwlimento (artefatos
intraluminais minimos) sdo recomendados para abterelhor qualidade de
imagem. Varios procedimentos de averiguacdo sdalogs@omo segue.
Primeiro, os segmentos da parede arterial devenavsdiados em um plano
longitudinal, perpendicular ao feixe de ultrassotom ambas as paredes
claramente visualizadas, a fim de alcancar medigéediametro. A incidéncia
lateral do transdutor € a mais recomendada, peiec# a melhor visualizacdo
no campo central, em que a resolucdo é conheaitlasgy superior a da area
préxima ou distante. Segundo, a TIM deve ser medidpreferéncia na parede
oposta, distal ao transdutor do ultrassom. Istajymros valores de TIM da
parede mais préxima ao transdutor dependem, e, et configuracbes de
rendimento e sdo menos confiaveis. Terceiro, ma@duzir medi¢cdes seriadas
ao longo de um segmento arterial de 10 mm de comepid, € necessaria a
aquisicdo de imagens de alta qualidade.

O método realizado com Radio Frequéndiuality Intima Media
Thickness [Qualidade da Espessura intima-Média] (QIMT), laalsena anélise
direta do sinal de radiofrequéncia, esta técnica @adrdo ouro para a
mensuracdo, em tempo real, da espessura intimardadiarede do vaso com
alta preciséo e reprodutibilidade, indicada pareed@o precoce de doencas
cardiovasculares (p. ex. diabetes, hipercolestmialehipertenséo etc) e para a

deteccao precoce de aterosclerose (PALOMBO, 2012).
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Mensuracdo da TIM de artérias periféricas, por meie
ultrassonografia, pode revelar uma fase precoceatasclerose e pode predizer
futuras alteracdes cardiovasculares em humanosn Aliéso, Takamura et al.
(2009) revelaram que a TIM, em pacientes com higaitlismo, eram maiores
guando comparadas a TIM de pacientes com fungmde a normal.

Estas técnicas permitem o estudo do estado aredaua remodelacdo
fisiologica ou patoldgica (geométrico ou funcionallém disso, estas novas
técnicas sdo muito promissoras para a deteccatirdiubale placas de ateroma

e do grau de infiltracdo da parede arterial medmdspessura da TIM, a rigidez

arterial e do grau de disfuncdo endotelial peladiéetacdo mediada pelo fluxo
(CASTELLON; BOGDANOVA, 2013).
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Figura3 A esquerda: representacdo esquematica  dansdtutor
ultrassonografico posicionado sobre a artéria garabtencédo da
imagem. A direita: imagem ultrassonografica em miaidonensional
associada a radio frequéncia (QIMT), demonstranadtancdo da
medida da TIM (abreviada como cIMT)

Fonte: adaptado Matos-Souza (2013).
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Figura 4 Imagem ultrassonografica em modo bidinoeradi A: parede
proximal do vaso; B: limen; C: tinicas intima-mégliarede distal);
D: tdnica adventicia

Fonte: Reis (2013)

mrn

Figura 5 Imagens ultrassonograficas em modo bidéineal demonstrando a
regido da TIM (contornada por linhas brancas) dedmarterial, e
suas respectivas medidas (EMla) em milimetros (mm)

Fonte: Reis (2013)

Garcia-Ortiz et al. (2009) demonstraram existir Bamanos uma
correlacéo positiva do espessamento da TIM corpextieinsédo arterial sistémica
(r = 0,27). Em outro estudo, Lim et al. (2009) @onhram esta informacao

estudando adolescentes, na faixa etaria de 15 amues, apresentavam
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hipertensao arterial ndo sintomatica e espessantkenfblM, constatado pelo
estudo ultrassonografico da carétida externa dosmms. Desse modo, as
técnicas de diagndstico por imagem, de carateimasivo, para avaliacdo da
TIM, permitiram o diagnéstico precoce, indolor e daesto acessivel,
possibilitando predizer o prognéstico clinico apdtervencao terapéutica e
fizeram com que a utilizacdo da ultrassonografszoeiada a ferramenta de

leitura pela radiofrequéncia, ganhasse destaqu&@lkt al., 2007).

2.3 Enfermidades clinicas com repercusséao vascular

As doencas vasculares periféricas em pacientes rfasmasdo
comumente relacionadas ao desenvolvimento de evecdodiovasculares,
predisponentes de complicacdes clinicas importantesno formacgédo de
trombos arteriais, acidente vascular encefaliatfato no miocardio (LITWIN;
NIEMIRSKA, 2009).

2.3.1 Aterosclerose

7

A aterosclerose é considerada uma doenca inflamatgndnica,
relacionada com a idade, tendo uma fase assinwanknta e longa. Dados
recentes mostram que ela comeca a se desenvolveriaio da vida e se
manifesta, clinicamente, em uma fase relativamemancada na idade do
paciente humano (CASTELLON; BOGDANOVA, 2013).

E possivel que os diversos mecanismos existentes gpassociacio
entre lipidios plasmaticos e rigidez arterial emaoh situacdes e fatores de risco
concomitantes, como o desenvolvimento de placa®saierodticas, estresse
oxidativo, inflamacdo local e sistémica, disfunc@&ndotelial, baixa
biodisponibilidade de 6xido nitrico e acéo de ealilwas (PIZZI et al., 2013).
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Em caes, Haidet et al. (1996) demonstraram queadeidd@ um fator
responsavel por alteracBes estruturais em artpadfricas, uma vez que 0s
animais idosos apresentaram complacéncia dimim#dade femoral (HAIDET
et al., 1996). Outro estudo postulou que a artelgéosse coronaria pode ter sido
a causa de infarto em 51 dos 65 cdes com isquerdéaca avaliados (FALK;
JONSSON, 2000).

2.3.2 Hipotireoidismo

Outro fator relacionado ao espessamento da TIM emsshumanos
envolve os horménios produzidos pela tireoide (Cé¥lal.,, 2009; ICHIKI,
2010). A cardiomiopatia dilatada pode ocorrer asslac ao hipotireoidismo
(SCOTT-MONCRIEFF et al., 2007; CINI et al., 2009).

Os hormonios tireoidianos desempenham uma grandedsde de
funcbes metabdlicas no organismo. Dentre os vadagios e sistemas
acometidos pelo hipotireoidismo, pode-se destacaracao, que apresenta uma
sensibilidade particular a acdo dos horménios iti@aeos. Em humanos, o
hipotireoidismo estd associado ao aumento da &asist vascular sistémica, a
disfuncéo diastolica do ventriculo esquerdo, quespa vez é responsavel pelo
atraso no relaxamento, diminuindo a pré-carga @eade aumentando a pos-
carga com consequente reducédo do volume sist@iddl et al., 2009).

Em pacientes humanos hipotireoideos, submetidosas@mento com
levotiroxina sédica (T4 sintético), foi observadarealucdo do aumento na
espessura da TIM (NAGASAKI et al., 2005). As dtgies na elasticidade da
parede arterial podem ocorrer antes ou durante tagies precoce da
aterosclerose e, em consequéncia, podem levaraae getrimento da funcao

ventricular e perfusado coronaria (ICHIKI, 2010).
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A aterosclerose, também, apresentou alta incidé&miam estudpost-
mortem de cdes com hipotireoidismo (HESS; KASS; VAN WINK[2003).

2.3.3 Hipertireoidismo

O hipertirecidismo esta relacionado a um estadoertipamico
cardiovascular, incluindo taquicardia, hipertenagerial sistémica, aumento na
contracdo e relaxamento do ventriculo esquerdon aé fibrilagéo atrial.
Alternado desta forma, o perfil do fluxo sanguidecal aumenta a forca de
atrito entre as laminas do sangue e a paredeadrfariorecendo o cisalhamento
endotelial e, consequentemente, as arterioescie(dgesSHIMOTO; ITO, 2010;
ICHIKI, 2010).

De acordo com Norsworthy e Crystal (2011), o hipsstdismo é a
principal endocrinopatia presente em felinos, ovigtie entre 20% a 85% dos

animais desenvolvem hipertensao arterial.

2.3.4 Diabetes méllitus

A presenca d®iabetes mellitus (DM) é um fator de risco independente
para doenca arterial coronariana, acidente vascelgbral, doenca vascular
periférica (DVP) e insuficiéncia cardiaca, que af@rincipais causas de morte
nos pacientes humanos. O risco de desenvolvernsgugitica dos membros
com DVP, associada ao DM, é a principal causa gmitando ndo traumatica de
membros inferiores nos Estados Unidos (TRICHES; 88K, 2009). Além do
aumento da frequéncia de DVP, o DM afeta a disg#mda aterosclerose nos
membros inferiores, atingindo tipicamente as a¢étibiais, peroneais, femorais
e popliteas. Ainda, as lesGes ateroscleréticas pasientes diabéticos
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apresentam calcifica¢cBes vasculares com maior érezi@ do que nos pacientes
nao diabéticos (ASSOCIATION, 2003).

Considerando-se o conceito de risco cardiovasall@val, pacientes
humanos com DM, mesmo sem doenca aterosclerétibedscida, apresentam
risco elevado de desenvolver eventos vascularesfutaro. Este dado
determinou que o DM passasse a ser considerado oamtequivalente de
doenca cardiovascular estabelecida” (TRICHES; SCNA2009). Hoje em dia,
a disponibilidade de ultrassom intravascular pddefionar que os humanos
com DM tém placas ateroscleréticas maiores e maiekaveis do que aquelas
de pacientes ndo diabéticos, achado este capaz reeer p eventos
cardiovasculares em longo prazo (KIM et aD09).

Em cées, aterosclerose espontanea tem sido relpdadaortem em
casos de DM e, principalmente, em razdo do desémeanhto de disturbios
relacionados a hipercolesterolemia (HESS; KASS; WANKLE, 2003).

2.3.5 Outras enfermidades

Em humanos as doencgas vasculares estdo associaddsremtes
situacdes clinicas, como uremia (LONDON, 2005)pm cloencas inflamatérias
cronicas, independente da presenca de aterosglerasgsim, com a duracdo da
doenca e da presenca de mediadores inflamatodessiimulam a producao de
interleucinas (ROMAN et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

a) Avaliar a aplicacdo clinica da ultrassonografidrb&hsional e obter
a espessura da TIM da artéria femoral de cées waisddelos
métodos manual e automatico (QIMT);

b) Verificar a reprodutibilidade das medidas ultrasgpaficas
determinadas pelo método manual (transversal dtlmigal);

c) Verificar a precisdo de cada método ultrassonagrafior meio da
comparacgdo das medidas da espessura da TIM erdas)tm as
conseguidas em histologia, por microscopia étiwansiderando um

estudo amostral.
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4 METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Eticlsmde Animais da
UFLA, em 28/07/2013, sob protocolo n® 040/13 (ahexo

4.1 Animais Avaliados

Utilizamos um total de 27 caes, adultos, machome#s, com mais de
15 kg de peso corporal que foram atendidos no SkoClinica Médica do
Hospital Veterinario da Universidade Federal deraav

Dente estes 27 cées, 3 foram submetidos a eutgasiacomendacgdo
médica, utilizamos os dados ultrassonograficosedeshimais ainda em vida,
para comparacdo da histologia da artéria femoral mdesmos e verificar a

acuracia das medidas obtidas.

4.1.1 Animais Saudaveis

Os dados foram obtidos de 24 caes saudaveis, sdulgchos e fémeas,
com mais que 15 kg de peso corporal que foram iakesicho Setor de Clinica
Médica do Hospital Veterinario da Universidade Fabele Lavras. Para a
definicdo da homeostase corporal, todos os anifmi@s avaliados por meio de
anamnese, hemograma, dosagem sérica de glicossterol e triglicerideos,
eletrocardiografia e ecocardiografia. Foi obtidoomsentimento do proprietario
para a incluséo de seu animal no estudo.
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4.1.2 Animais Eutanasiados

Foram utilizados 3 artérias femorais do membroitdirde cdes que
foram submetidos a eutanasia por recomendacdo anggicsitivos para
Leishmaniose), para comparacdo da histologia com mgtodos
ultrassonograficos manual automatico, manual tenssy e automatico.

4.2 Frequéncia Cardiaca

A frequéncia cardiaca foi obtida por eletrocardifigr sincrénica no
momento da realizacdo do exame ultrassonografisoccd@s que apresentaram
arritmias cardiacas patolégicas foram excluidos cdéeta de dados do

experimento.

4.3 Pressao Arterial

As pressdes sanguineas sistolica, diastdlica eanfétim obtidas em
todos os caes, por meio do método indireto osciidoee como recomendado
por Brown e Henik (1998). Pelo menos trés medidasata variavel foram

obtidas e a média foi calculada.

4.4 Ecocardiografia

O exame ecocardiografico foi realizado em todosaosnais sem
qualquer tipo de sedacdo ou anestesia em modawndnidional, M, Doppler
pulsado, continuo, por mapeamento de fluxo em c&@am quantificadas as
estruturas anatdmicas das camaras cardiacas égpedes das valvas cardiacas,

foi verificada a presenca de efusdo pericardic&natio calculo de indices
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sistdlicos e diastolicos conforme as recomendagiEesBoon (2011), para
determinar se 0s animais estavam saudaveis. Haadt um aparelho de
ultrassonografia (MyLab 40, Esaote®), com transdstale varredura setorial
eletrbnica e com acompanhamento eletrocardiograficmonitor.

4.5 Exame Ultrassonografico

As medidas da TIM da artéria femoral foram realimadutilizando
equipamento de ultrassonografia (MyLab 40, ES3pteom Doppler pulsado
bidirecional, com base em um transdutor linearr&éto de 10Mhz de
frequéncia. Foi avaliada sempre a primeira portdeZ cm distal da origem) da
artéria femoral direita com tricotomia da regidalsada sempre que necessario
(Figura 6).

O limen da artéria femoral foi observado como &racogénica,
limitado por linhas hipoecogénicas referente a gmararterial. O Doppler em
cores foi utilizado para confirmar a presenca erec8o do fluxo sanguineo,
além da dimensdo arterial e o ponto de bifurcacéiocadéria femoral em
superficial e profunda.
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Figura 6 Posicionamento do transdutor linear para realizacdo da
ultrassonografia bidimencional da artéria femonaith de um cao

4.6 Protocolos de mensuracgédo da TIM

A TIM da artéria femoral direita foi avaliada pouairo métodos
distintos:

a) Método Manual em corte longitudinal

b) Método Manual em corte transversal

¢) Método Automatico (QIMT)

d) Histologia da Artéria Femoral

4.6.1 Mensuracdo Manual da TIM da Artéria Femoral

O operador localizou, por meio da ultrassonografiimensional, o
ponto de medicdo da TIM da artéria femoral diradasua primeira por¢ao (1 —
2 cm distal da sua origem), onde o transdutor tif@amantido em um angulo
de 90° e paralelo em relagédo ao corte longitudinataso. O controle de zoom



32

do equipamento de ultrassom foi ajustado para demrofundidade, com o
objetivo de obter a melhor qualidade de imagemnigdisional das paredes
vasculares e da TIM. Esta técnica foi utilizada teihos os animais para a
obtencéo das medidas manuais da TIM em corte lafigdl.

Ap6s a localizacdo do corte longitudinal da artégraoral, o transdutor
foi girado em 90°C em relagdo ao seu préprio exoimagens em corte
transversal da artéria foram registradas. Em cadadas eixos, a TIM foi
identificada na parede arterial distal em relacéotransdutor. As imagens
obtidas em cada uma destas posi¢cdes foram congetadamazenadas para
posterior medi¢cdo manual “offline”.

Na avaliacdo “offline”, o observador elegeu até tréagens da artéria
femoral que apresentassem melhor visualizacdo W§ Tnto para o corte
longitudinal como para o corte transversal. Primeairobservador elegeu o vaso
em corte longitudinal e a TIM foi medida pela téaninanual com os “cursores”
disponibilizados pelo software de medidas do MyBAEESAOTE. Os cursores
foram posicionados nos limites (bordas) visualizadta TIM distal. Foi
utilizado o método de Sidhu e Desai (CASELLA et 2008). Pelo menos trés
pontos da TIM foram medidos na tdnica distal. Emacponto foram obtidas
duas medidas, perfazendo o total de seis mediéde®dia das seis aquisicoes
foi, entdo, calculada. Em seguida, a medida da féiMfetuada na tanica distal
na imagem da artéria femoral em corte transve@alalor médio da TIM no
corte transversal foi obtido como descrito paraeclomgitudinal.
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Pared¢Proxima Pared Proxima

A Pared Distal B Pared Distal

Figura7 Representacdo esquematica dos locais d&duneda tunica distal
(setas vermelhas) da TIM na artéria femoral dire&a Corte
Longitudinal;B, Corte Transversal

4.6.2 Mensuracdo Automatica da TIM da Artéria Femoral

O operador ajustou o0 ponto da area de medicdo atimamdo na mesma
porcédo da artéria femoral em que obteve as medidasiais (1 — 2 cm distal da
sua origem). O transdutor linear foi mantido emamgulo de 90° e paralelo em
relacdo ao vaso. O Doppler em cores foi utilizadmonfirmar a presenca e
direcdo do fluxo sanguineo, a dimensédo arterial gpomto de bifurcagdo da
artéria femoral em superficial e profunda. O cdetde zoom do equipamento
de ultrassom foi ajustado entre 2 e 4 cm de profiaag, com o objetivo de
obter a melhor qualidade de imagem bidimensionsipdaedes vasculares e da
TIM. Em seguida, o operador ativou o software delides QIMT-ESAOTE.
Duas linhas ao longo dos limites da parede da iartfgmoral foram
automaticamente desenhadas pelo software, deloitardiametro do vaso. A
porcdo referente aos limites da TIM, em sua paittaldem relacdo ao
transdutor, foi automaticamente reconhecida e masdidutomatizadas por
radiofrequéncia foram registradas em modo “onlide”varios pontos da TIM
selecionados pelo referido software. A média desspa da TIM foi calculada
com base em seis medidas automaticamente obtides.téenica (QIMT) foi

utilizada em todos os animais para a obtencao éa&as automaticas da TIM,
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em corte longitudinal. As imagens obtidas com deridas medidas foram

congeladas e armazenadas para posterior avaliafffiog”.

4.6.3 Mensuracédo da TIM da Artéria Femoral por Histologia

Com o objetivo de obter medidas de referéncia pataterminagcéo do
tamanho da TIM e verificar a precisdo dos diferemétodos ultrassonograficos
empregados neste estudo, foram utilizadas aseaamtfamorais direitas de trés
animais [aproximadamente 10% do total de animailizados em todo o
experimento (n=24)] submetidos, por recomendacaalicaé (positivos a
Leishmaniose), a eutanasia. Para comparagdo com nwtodos
ultrassonograficos anteriormente descritos, presidena eutanasia, as medidas
da TIM da artéria femoral direita destes trés aminfiaram obtidas de modo
idéntico ao descrito anteriormente para 0s métanasiual e automatico
(QIMT). Seis medidas da TIM foram tomadas pelo QIMbpAra serem
comparadas com as medidas obtidas na histologimale da artéria femoral.
Logo apo6s a obtencdo das medidas da TIM pelo QivButanasia foi realizada,
por meio de aprofundamento anestésico com tiopsathto na dose minima de
15mg/kg de peso vivo, seguida da administracdolateto de potassio até a
inducdo de parada cardiaca sob auscultacdo. Apataadasia, a porcao inicial
da artéria femoral direita (1 — 2 cm distal da swiyem), avaliada pela
ultrassonografia, foi excisada, mantida em fornfiffole enviada para analise
histolégica da TIM por microscopia optica. As pedasam coradas com
hematoxilina-eosina e avaliadas em objetiva deeé2@s. Cada porgcédo da TIM
sofreu, entdo, seis medi¢cBes na histologia.
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4.7 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando fiveare SPSS, Microsoft
Windows. O teste estatistico de Shapiro-Wilk fdlizeédo para a comparacgéo
das variaveis estudadas de acordo com o tipo debdisdo de normalidade
(paramétrico ou ndo paramétrico). Foi avaliadaflméncia do sexo sobre as
medidas ultrassonograficas da TIM mensuradas peftodn manual e
automatico. Para as comparagdes entre machos (ef&&)eas (n=12) utilizou-
se o teste T, para amostras independentes, pararidseis normais. Para as
variaveis sem distribuicdo normal, utilizou-se stéede Mann-Whitney, sendo,
portanto, o contraste das variaveis realizado comwalor da mediana. Os
resultados das variaveis estéo apresentados etasaleemodo descritivo.

Para a comparacdo das medidas da espessura daftltigs entre os
métodos manual longitudinal (LONG), transversal ANSYV) e automatico
(QIMT), por meio da ultrassonografia (n=24), foilimado o teste de Kruskal-
Wallis.

Para determinar a precisdo dos métodos ultrassifitagr (manual e
automatico) de avaliagdo da TIM, utilizou-se comeferéncia, para a
determinacdo do tamanho da TIM, a analise histbjmita (HIST), que foi
considerada a mais confiavel para a estimativa . Dessa maneira,
compararam-se seis medidas da TIM, obtidas de cadéria pela
ultrassonografia pelos diferentes métodos, comrmeiidas da TIM efetuadas
na HIST da artéria femoral de cada cdo eutanasi@d®). Assim, as
comparacfes estabelecidas foram HIST x QIMT, HISTONG e HIST x
TRANSV. Em virtude da pequena repeticdo de amgstya procedimentos
estatisticos adotados foram anadlise de variancianddidas repetidas, com
comparacédo entre as medianas, pelo teste de caygpanadlltiplas de Friedman
(ALTMAN, 1990).
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Pelo método de concordancia de Bland e Altman (L@&8mitiu-se
estabelecer a diferenca média, os intervalos deocd@ncia e o coeficiente de
repetibilidade dos resultados relacionados a esgess TIM, obtidos por duas
técnicas diferentes.

O método de Bland e Altman (1986) é um procedimestatistico e
gréfico, para comparacdo de duas medidas repetadassma variavel, usados
para mensuracao de variaveis clinicas. O procedin®ea seguinte: calcula-se a
diferenca entre as medidas obtidas pelos dois m&teda média e o desvio
padréo dessas diferengas. Caso os valores dasngider tenham distribuicio
normal, € esperado que 95% dos valores da difefengam entre a média + 2
SD. Esse intervalo é chamado de ‘“limite de concundd Para obter o
coeficiente de repetibilidade (CR), foi utilizadasaguinte férmula: Desvio
Padrdo das diferencas multiplicado por dois, o mgstra a variacdo nos
resultados esperados para as medi¢6es repetidas.

Os limites clinicamente aceitaveis foram definidosno menos de 0,10
mm de variacdo da TIM, conforme sugerido por Fretrel. (2009). Caso a
faixa de variacdo desse intervalo seja maior qualoses limites estabelecidos,
conclui-se ndo haver concordancia entre os doiedoét Com o exame visual
do gréafico gerado, observa-se a dispersao dos d&s® os dois métodos
sejam concordantes, os valores da diferenca estleis situam-se préximos ao
valor zero (BLAND; ALTMAN, 1986). As analises peloétodo de Bland e
Altman (1986) foram realizadas com o pacote deisemkstatisticas MedCalc
(Mariakerke, Bélgica). Em todos os testes do ptesestudo a significancia foi
estabelecida em p < 0,05.
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4.8 Comparacéo Intra e Interobservador

Para a comparacdo estatistica interobservadores,pas@metros
relacionados as medidas manuais da TIM (n=24) sadds foram mensurados
outra vez por outros dois observadores, sendo ues desponsavel pelas
medidas longitudinais e o outro pelas medidas ¥exsais. Para isso,
utilizaram-se as imagens armazenadas “offline”aRacomparacéo estatistica
intraobservador, uma amostragem de 10 caes, dod®etanimais estudados
(n=24), teve a TIM da artéria femoral em sua porg&tal avaliada em dois
momentos distintos (intervalo de cerca de 15 dmdd mesmo observador,
pelas técnicas manuais (corte longitudinal e trarss).

O teste de correlacdo de Spearman e 0 método derdancia de Bland
& Altman permitiram estabelecer os valores da difea entre as observagdes e
os intervalos de concordancia entre os resultaglasionados a espessura da

TIM, obtidas pelas comparacg6es nas diferentes wigses.
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5 RESULTADOS

As ragas incluidas no estudo estdo apresentadéabmda 1. Os dados
referentes a descricdo estatistica das caraataesstlinicas (peso, idade,
glicemia, triglicerideos, colesterol, Pressdo AateBistélica [PAS], Pressédo
Arterial Diastélica [PAD] e Pressao Arterial MéEJRAM]) estdo apresentados
na Tabela 2 e das variaveis estudadas correspesderg diferentes métodos de
avaliacdo da espessura da TIM (mm), por meio daassibnografia
bidimensional (n=24), na Tabela 3. A imagem ulwasgrafica, em modo
bidimensional, demonstrando os limites da artéeimdral e a obtencdo da
medida da TIM pelo método manual em corte longitalde transversal esta
demonstrada nas Figuras 8 e 9, respectivamenteedidenda TIM obtida pelo
método automatico (QIMT) em corte longitudinal ed&monstrada na Figura
10.

N&o foram encontradas correlacdes significativaseesis medidas da
TIM avaliadas pelos diferentes métodos e as difesewariaveis estudadas
(peso, idade, glicemia, colesterol, trigliceridd®aS, PAD e PAM).

A comparacdo entre os métodos manual (longitudinhnsversal) e
automatico (QIMT) de avaliacdo da espessura da Tpdr meio da
ultrassonografia (n=24), apresentou diferenca igiiva (p<0,001). Os valores
da mediana da TIM, medida pelo método manual nte dongitudinal, foram
maiores que os da TIM, medida pelo método manualonte transversal, que
foi maior que a TIM obtida pelo QIMT, respectivarte(Figura 11).

De todos os animais avaliados (n=24), doze foramhogme 12 foram
fémeas. Os dados da estatistica descritiva comdspte as caracteristicas
clinicas (peso, idade, glicemia, triglicerideodesterol, PAS, PAD e PAM) dos
caes saudaveis machos (n=12) e das fémeas (n=t&d) &gresentados nas

Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Os dados da estatistica descritiva correspondestdiferentes métodos
de avaliacdo da espessura da TIM (mm), por meioultlassonografia
bidimensional em machos (n=12) e fémeas (n=1230esha Tabela 6. Ndo se
observou diferenca estatistica entre as medidadMantre machos (n=12) e
fémeas (n=12), realizadas pelo manual longitudifpet0,954), transversal
(p=1,000) e QIMT (p=0,273) (Figura 12).

Em relacdo as associacdes entre as medidas dosolikesvadores,
houve correlagdo estatisticamente significativaees$ medidas da TIM no corte
longitudinal e no corte transversal, com coefidede correlacdo (r=0,641 e
p=0,001) e (r=0,445 e p=0,029), respectivamentaifétenca entre as medidas
da TIM no corte longitudinal obtidas pelos doisefadores foi de apenas 0,02
mm e o intervalo de concordancia variou de 0,0D87nm, sugerindo alta
concordancia entre eles (Grafico 1). Na comparalz® medidas da TIM no
corte transversal, obtidas pelos dois observadareiferenca entre eles foi de
apenas -0,01 mm e o intervalo de concordancia wat® 0,06 a —0,09mm,
sugerindo alta concordéancia entre eles (Gréfico 2).

Nas associacfes entre as medidas dos dois monmamtasn mesmo
observador, houve correlacdo estatisticamentefisigtiva entre as medidas da
TIM no corte longitudinal e no corte transversalnccoeficiente de correlagédo
(r=0,765 e p=0,001) e (r=0,865 e p<0,001), respactente. A diferenca entre
as medidas da TIM no corte longitudinal obtidas dog& momentos foi de
apenas 0,01 mm e o intervalo de concordancia vat®,05 a —-0,04mm,
sugerindo alta concordancia entre eles (GréaficéNd)comparacédo das medidas
da TIM no corte transversal, obtidas nos dois mdasera diferenca entre eles
foi de apenas 0,005 mm e o intervalo de concordawariou de 0,04 a —
0,03mm, sugerindo alta concordéancia entre eledi(Grd).

Imagens histologicas da artéria femoral dos anifmai8) submetidos a

eutanasia estdo apresentadas na Figura 13. Os dadestatistica descritiva
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correspondente a tal estudo amostral comparados acdnstologia da TIM
(mm), por meio de microscopia Optica, para avaigrecisdo dos diferentes
métodos ultrassonograficos empregados neste estoiiidys antes da eutanasia,
estdo apresentados na Tabela 7. A comparacacistatintre os métodos HIST
X TRANSV, HIST x LONG e HIST x QIMT néo apresentditerenca estatistica
(p=0,789). Desse modo, a proxima etapa foi anatisarervalo de concordancia
de cada um dos dois métodos comparados. A difereécha entre a medida
histol6gica da TIM da artéria femoral e a avaliagitassonogréafica em corte
longitudinal (HIST x LONG) foi de apenas -0,01mm, ce intervalo de
concordéancia variou de 0,06 a —0,08 mm, sugeriftdacancordancia entre eles
(Grafico 5). Ja, a diferenca entre a medida higtotbda TIM da artéria femoral
e a avaliagdo ultrassonografica em corte transgv@ri8T x TRANSV) foi
muito proxima a zero; porém, o intervalo de conaoaia variou de 0,14 a —
0,14mm, sugerindo baixa concordancia entre elegfi@@r 6). A média da
diferenca entre as medidas da histologia e da WMDMMT foi muito préxima a
zero; porém, o intervalo de concordéancia vario®d® a —0,11mm, sugerindo
baixa concordancia entre eles (Gréfico 7).

Tabela 1 Distribuicdo das ragas de cées incluid&studo realizado (n=24)

Raca Total
Sem Padrao Racial Definido 7
Boxer 6
Labrador Retriever 4

2

1

Shar Pei

Australian Cattle Dog

Bernese Mountain Dog 1
Déalmata 1
American Pit Bull Terrier 1
Rottweiler 1

Total 24
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Tabela 2 Estatistica descritiva correspondenteagecteristicas clinicas (peso,
idade, glicemia, triglicerideos, colesterol, Pressditerial Sistdlica
[PAS], Pressao Arterial Diastolica [PAD] e Presgéterial Média
[PAM]) de todos os cdes saudaveis avaliados poro nda
ultrassonografia bidimensional (n=24)

Estatistica | Peso | Idade | Glicemia | Triglic. | Colesterol| PAS PAD PAM
(Kg) | (anos)| (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mmHg) | (mmHg) |(mmHg)
Média 25,75 4,27 98,79 107,33 206,21 137,85 84,80 106,67
Desvio Padréo 1,33 043 4,13 10,64 13,03 2,56 3,54 3,38
Interv. Inferior 22,99 3,37 90,23 85,31 179,24 132,54 77,47 99,68
Confianca
95% Superior 28,551 5,16 107,34 129,36 233,18 143,16 92,12 113,67
Minimo 1550 1,00 46,00 50,00 50,00 115,00 48,00 73,50
Méaximo 44,00 8,00 128,00 267,00 300,00 154,00 107,00 035,0
25% 20,62 2,25 92,75 81,25 170,25 125,35 68,00 91,50
Quartil  Mediana 24,50 4,00 102,00 97,50 192,00 141,00 92,00 109,50
75% 28,75 575 111,00 117,00 239,75 147,45 100,30 119,22
Coef. Variacdo % 5,16 10,00 4,18 9,91 6,32 1,86 4,17 3,17
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Tabela 3 Estatistica descritiva correspondente @iferentes métodos de

avaliacdo da espessura da TIM (mm) por meio dasstmografia
bidimensional (n=24)

Métodos
Manual Automatico

Estatistica Longitudinal (mm) Tra(nns]\r/ne)rsal ?rln'\:ln-g

Média 0,35 0,34 0,30

Desvio Padréao 0,03 0,03 0,05
Interv. Inferior 0,34 0,32 0,28
Confianca 95%  superior 0,37 0,35 0,32
Minimo 0,30 0,30 0,20
Méaximo 0,43 0,43 0,37
25% 0,33 0,31 0,26

Quartil Mediana 0,35 0,33 0,29
75% 0,38 0,37 0,34

Coef. Variagdo % 8,57 8,82 16,66

LUMEN ARTERIA
FEMORAL

Figura 8 Imagem ultrassonografica em modo bidinmeradidemonstrando os
limites da artéria femoral e a obtencédo da medid@lil em um céo.
Observar (setas estreitas e pretas) indicando aeTdbl(setas brancas
e largas) indicando os cursores mensurando a espas TIM, e as
respectivas medidas em milimetros (mm) apresentadaganto
superior esquerdo (D1, D2 e D3)
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ARTERIALA332 !

D1 0.34 mm

Figura9 Imagem ultrassonografica em modo bidinweradidemonstrando os
limites da artéria femoral (corte transversal) @eencao da medida
da TIM em um cdo. Observar (setas estreitas eg)retdicando a
TIM e as (setas brancas e largas) indicando osm@sasnensurando a
espessura da TIM, e a respectiva medida em milbsetmm)
apresentada no canto superior esquerdo (D1)

Figura 10 Imagem ultrassonografica em modo bidimeas associada a
radiofrequéncia (QIMT) demonstrando os limites d#&ra femoral
(corte longitudinal) e a obtencdo da medida da HM um cao.
Observar (linhas vermelhas) indicando a delimitagéoparede da
artéria femoral e a emissdo da radiofrequéncia t¢gomwverdes)
mensurando a espessura da TIM (Software QIMT — ERZED
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Figura 11 Diagramas de caixa (box-plot) demonstrandiferencas na
comparacdo entre os métodos manual (longitudirtedresversal) e
automatico (QIMT) da espessura da TIM, em milingtaa artéria
femoral direita em cdes (n=24). TIM — Medidas dai¢a intima-
média em milimetros; QIMT — Método de quantificagddomatico
da TIM (Software — Esadty TIM LONGIT — Método manual de
quantificacdo da medida da TIM em corte longitulindlM
TRANSV — Método manual de quantificacdo da medida’tM em
corte transversal. Letras diferentes representanferedicas
estatisticamente significativas
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Tabela 4 Estatistica descritiva correspondenteagecteristicas clinicas (peso,
idade, glicemia, triglicerideos, colesterol, PAS\DPe PAM) dos
cdes saudaveis machos avaliados por meio da ohepafia
bidimensional (n=12)

Estatistica Peso | Idade | Glicemia | Triglic. | Colesterol| PAS PAD PAM
Machos (Kg) | (anos)| (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mmHg) | (mmHg) |[(mmHg)
Média 26,78 3,87 94,75 87,83 182,50 139,28 86,35 107,90

Desvio Padrdo 730 211 26,27 25,74 55,01 11,75 16,20 14,89
Interv. Inferior 22,14 253 78,05 71,47 147,55 131,81 76,05 98,43
Confianca

95% Superior 31,42 5,21 111,44 104,19 217,45 146,75 96,64 117,36

Minimo 1550 1,00 46,00 50,00 50,00 119,40 60,40 81,80

Méaximo 44,00 8,00 126,00 127,00 276,00 152,00 107,00 030,0

25% 24,00 2,00 77,50 70,00 168,00 127,00 67,50 92,55

Quartil Mediana 25,65 4,00 102,00 82,50 178,50 143,00 92,00 111,00
75% 28,45 4,75 111,75 109,25 223,25 149,40 99,75 118,75
Coef. Variagédo % 27,25 5452 27,72 29,30 30,14 8,43 18,76 13,80

Tabela 5 Estatistica descritiva correspondenteagecteristicas clinicas (peso,
idade, glicemia, triglicerideos, colesterol, PADPe PAM) dos
cdes saudaveis fémeas avaliados por meio da ohEgwfia
bidimensional (n=12)

Estatistica ‘ Peso | Idade | Glicemia | Triglic. |Colesterol| PAS ‘ PAD PAM
Fémeas (Kg) | (@nos)| (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) [(mmHg)|(mmHg)| (mmHg)
Média 24772 4,66 102,83 126,83 221,58 136,43 83,25 105,45

Desvio Padréao 5,82 2,13 11,47 64,78 44,90 13,71 19,01 18,67
Interv. Inferior 21,02 3,30 95,53 85,67 193,05 127,71 71,16 93,59
Confianca

95% Superior 28,42 6,02 110,12 167,99 250,12 145,14 95,33 117,32

Minimo 16,80 1,50 85,00 77,00 170,00 115,00 48,00 73,50

Méaximo 34,20 8,00 128,00 267,00 300,00 154,00 104,30 035,0
25% 20,37 3,25 96,00 87,75 177,50 121,97 68,00 91,50
Quartil Mediana 22,90 4,50 101,00 107,50 220,00 138,50 87,00 105,50
75% 30,85 6,00 106,75 121,00 244,75 146,82 100,30 121,90
Coef. Variagdo % 23,54 45,70 11,15 51,07 20,26 10,05 22,83 17,70
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Tabela 6 Estatistica descritiva correspondente diferentes métodos de
avaliacdo da espessura da TIM (mm) por meio dasstmografia
bidimensional em machos (n=12) e fémeas (n=12)

Machos Fémeas
. Manual Automatico Manual Automatico
Estatistica [ ongitudinal | Transversal[QIMT (mm) | Longitudinal | Transversal|  QIMT
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Média 0,35 0,33 0,30 0,35 0,34 0,29
Desvio Padrao 0,03 0,03 0,05 0,03 0,04 0,04
Interv. Inferior 0,33 0,32 0,27 0,33 0,31 0,26
Confian ) 0,38 0,35 0,34 0,37 0,36 0,32
Superior
ca 95%
Minimo 0,31 0,30 0,20 0,30 0,30 0,22
Maximo 0,43 0,39 0,37 0,42 0,43 0,36
25% 0,32 0,31 0,28 0,33 0,31 0,26
Quartil Mediana 0,35 0,33 0,31 0,34 0,33 0,28
75% 0,37 0,36 0,34 0,38 0,37 0,33
Coef. Variacdo % 8,57 9,09 16,66 8,57 11,76 13,79
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Figura 12 Diagramas de caixa (box-plot) demonstagiferencas estatisticas
entre machos (n=12) e fémeas (n=12) na comparatéoA método
manual longitudinal; B, método manual transversal; método
automatico (QIMT); da TIM em milimetros da artéiéaoral direita
em cdes. QIMT — Método de quantificacdo automateo TIM
(Software — Esaote); TIM LONGIT - Método manual de
quantificacdo da medida da TIM em corte longitullindlM
TRANSV — Método manual de quantificacdo da medidatM em
corte transversal. Medidas da Tuanica intima-médmaneilimetros.
Letras diferentes representam diferencas estaftiséinte
significativas
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Gréfico 1 Intervalo de concordéancia entre os db&eovadores (OBS1 e OBS2)
para medida da TIM em milimetros em corte longitatida artéria
femoral. Estdo projetados, no eixo y, os valogediterenca entre os
dois observadores para obter medida da TIM em tmrtgtudinal da
artéria femoral, e, no eixo X, os valores das n®dm@s resultados
obtidos pelos dois observadores. Foram tracadodinttes de
concordancia, ou seja, os valores da média dazdffas + 2 SD e a
média das diferencas - 2SD. Além disso, foram tlagaas linhas
correspondentes a zero e a linha correspondentg&s@o quanto as
diferencas se afastam do valor zero). CR= 0,06
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Gréfico 2 Intervalo de concordéancia entre os db&eovadores (OBS1 e OBS2)
para medida da TIM em milimetros em corte transleda artéria
femoral. Estdo projetados, no eixo y, os valogediterenca entre os
dois observadores para obter medida da TIM em t@msversal da
artéria femoral, e, no eixo X, os valores das n®dm@s resultados
obtidos pelos dois observadores. Foram tracadodinttes de
concordancia, ou seja, os valores da média dazdffas + 2 SD e a
média das diferencas - 2SD. Além disso, foram tlagaas linhas
correspondentes a zero e a linha correspondentg&s@o quanto as
diferencas se afastam do valor zero). CR= 0,07
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Grafico 3 Intervalo de concordancia entre dois ntoe[intervalo de cerca de
15 dias (T1 e T2)] de um mesmo observador, de unwstiagem de
10 cées do total de animais estudados (n=24), padida da TIM
em milimetros em corte longitudinal da artéria feamho Estéo
projetados, no eixo y, os valores da diferengcaargrmomentos para
obter medida da TIM em corte longitudinal da agtéemoral, e, no
eixo x, os valores das médias dos resultados abtitlis dois
momentos. Foram tracados os limites de concordanciseja, 0s
valores da média das diferencas + 2 SD e a médialiferencas -
2SD. Além disso, foram tracadas as linhas corredgrtes a zero e a
linha correspondente ao viés (o quanto as difesergaafastam do
valor zero). CR= 0,04
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Graéfico 4 Intervalo de concordancia entre dois ntoe[intervalo de cerca de
15 dias (T1 e T2)] de um mesmo observador, de unwstiagem de
10 cées do total de animais estudados (n=24), padida da TIM
em milimetros em corte transversal da artéria famoEstédo
projetados, no eixo y, os valores da diferengcaeargrmomentos para
obter medida da TIM em corte transversal da arténaoral, e, no
eixo x, os valores das médias dos resultados abtitlis dois
momentos. Foram tracados os limites de concordanaisseja, 0s
valores da média das diferencas + 2 SD e a médialiferencas -
2SD. Além disso, foram tracadas as linhas corredgrtes a zero e a
linha correspondente ao viés (o0 quanto as difesergaafastam do
valor zero). CR= 0,04
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r D1: 3658613 um

Figura 13 Imagem histopatolégica da artéria femodal animais (n=3)
submetidos a eutanasia. Os cortes histoldgicosnfararados em
lamina com Hematoxilina-Eosina (HE) para afericdtthica intima
média em objetiva de 20x, empregando-se microsc@onpus
acoplado a camera fotografica, que envia imagengtadi a
computador dotado de programa de andlise de imageage-Pro
Express 6.3 (Media Cybernetics, Silver Spring, N&argt, USA)

Tabela 7 Estatistica descritiva correspondentestolbgia da TIM (mm) por
meio de microscopia Optica, comparada aos métoel@valiacdo da
espessura da TIM por meio da ultrassonografia ledgional feita
antes da eutanasia (n=3)

Métodos Manual Automatico
Estatistica Histologia (mm) Lon?rir:%inal Tra(nr:\r/ne)rsal ((QrLerr;;
Média 0,29 0,29 0,28 0,28
Desvio Padréo 0,07 0,07 0,05 0,02
Interv. Inferior 0,24 0,25 0,25 0,27
Confianca )

95% Superior 0,33 0,34 0,31 0,29
Minimo 0,21 0,21 0,21 0,26
Maximo 0,40 0,42 0,35 0,30

25% 0,23 0,22 0,25 0,26
Quartil Mediana 0,26 0,27 0,25 0,28
75% 0,36 0,37 0,34 0,30

Coef. Variacéo (%) 24,13 24,13 17,85 7,14
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Figura 14 Diagramas de caixa (box-plot) demonstrandiferencas na
comparacdo entre as 12 repeticbes de medidas bk €f
milimetros obtidas pela histologia com os métodosinumal
(longitudinal e transversal) e automatico (QIMT) WM da artéria
femoral direita em cdes (n=3). TIM — Medidas da i¢@nntima-
média em milimetros; QIMT — Método de quantificagigomatico
da TIM (Software — Esaote); TIM LONGIT — Método nuah de
guantificacdo da medida da TIM em corte longitudlinalM
TRANSV — Método manual de quantificacdo da medidatM em
corte transversal. Letras diferentes representanferedicas
estatisticamente significativas
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Gréafico 5 Intervalo de concordancia entre os mé&iquira medida da TIM na
histologia (HIST) e no método manual no corte larjnal da artéria
femoral (TIM_LONGIT). Estao projetados, no eixoog valores da
diferenca entre HIST e TIM_LONGIT, e, no eixo X, \aores das
médias dos valores da TIM em milimetros obtidos pHIST e pela
TIM_LONGIT. Foram tracados os limites de concordanou seja,
os valores da média das diferencas + 2 SD e a rdédidiferencas -
2SD. Além disso, foram tracadas as linhas corredgrutes ao valor
médio, a zero e a linha correspondente ao viéadatq as diferencas
se afastam do valor zero). CR= 0,07
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Gréfico 6 Intervalo de concordéancia entre os mé&aquira medida da TIM na
histologia (HIST) e no método manual no corte tvarsal da artéria
femoral (TIM TRANSYV). Estao projetados, no eixoog, valores da
diferenca entre HIST e TIM TRANSV, e, no eixo X, wores das
médias dos valores da TIM em milimetros obtidos pHIST e pela
TIM TRANSV. Foram tragados os limites de concord@nou seja,
os valores da média das diferencas + 2 SD e a rdédidiferengas -
2SD. Além disso, foram tracadas as linhas corredgrutes ao valor
médio, a zero e a linha correspondente ao viéadatq as diferencas
se afastam do valor zero). CR=0,14
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Gréfico 7 Intervalo de concordancia entre os mé&aquira medida da TIM na
histologia (HIST) e no método automatico no codrgitudinal da
artéria femoral (QIMT). Estdo projetados, no eyxms valores da
diferenca entre HIST e QIMT, e, no eixo X, os vasodas médias dos
valores da TIM em milimetros obtidos pela HIST dap®IMT.
Foram tracados os limites de concordancia, ou ssjajalores da
média das diferencas + 2 SD e a média das difeseng8D. Além
disso, foram tracadas as linhas correspondenteslao médio, a
zero e a linha correspondente ao viés (o quantdifagencas se
afastam do valor zero). CR=0,11
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6 DISCUSSAO

A ultrassonografia bidimensional associada ou ndao QIMT,
empregada conforme a descricdo de Freire et ad9j2@emonstrou ser uma
técnica adequada, ndo-invasiva e capaz de determirapessura da TIM da
artéria femoral em cées.

Tradicionalmente, em seres humanos, a TIM é detadai
principalmente na artéria carétida, por ser um ingoe marcador de risco
cardiovascular (PIGNOLI et al., 1986; BORTOLOTT®@O2; TAKAMURA et
al., 2009). No entanto, a artéria femoral, també&m se mostrado ser um
indicador de doenca vascular periférica e cororérigpessoas de meia idade a
idosos (CHENG et al., 2002; PAUL et al., 2005) m, &guns casos, até mais
sensivel que a cardtida (WENDELHAG; WIKLUND; WIKSARID, 1993).

Em cées, postula-se que a ocorréncia de artenioselgpossa ser mais
elevada do que se considera, uma vez que ja se@omapuma alta incidéncia
de infarto de miocardio e de morte subita em taimais, possivelmente, em
virtude da tal afeccdo (FALK; JONSSON, 2000).

No presente estudo ndo foram observadas influédeiakferenca entre
0s sexos sobre a espessura da TIM. Estes resuttddasstdo em acordo com o
estudo de Paul et al. (2005) na espécie humanajeqnenstrou que os homens
apresentam a espessura da TIM da artéria femgrafisativamente maior que
as mulheres.

A idade e o peso, também, nao foram correlacionsigosficativamente
com as variacfes nas medidas da TIM na maioriamdtsdos avaliados. Cabe
salientar que o presente estudo foi delineado q@ater as medidas da TIM em
animais clinicamente saudéaveis, de ragas médidsltoa e, ndo, para verificar
os efeitos da obesidade e/ou da idade sobre asespata TIM. Por outro lado,

estudos especificos futuros, delineando a infl@édoipeso corporal, da idade e
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de alguns disturbios clinicos sobre a parede altele cdes poderiam ser
realizados, tendo em vista que estd comprovado @ées com
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia apreaantichados histopatolégicos
e imunohistoquimicos de lesdes aterosclerdticadasen as de seres humanos
(KAGAWA et al.,, 1998), que poderiam impactar solae medidas da TIM.
Também, ha evidéncias de que na literatura ai@stberose pode estar
associada a baixa amplitude de onda pulsatil raiartemoral (TARNOW et
al., 2004), ou pode ser um achado comum em c&essddONSSON, 1971;
VALTONEN; OKSANEN, 1972, FALK; JONSSON, 2000). Alédisso, Haidet
et al. (1996) observaram, em estudo controlado, apienais mais velhos
apresentaram menor complacéncia na artéria fenmralrelacdo aos mais
jovens, o que poderia ser decorrente de uma mspessura da TIM.

As medidas de pressdo arterial sisttmica (PAS, RABAM) nao
apresentaram associacdo com a espessura da Tlkdavalelos diferentes
métodos no presente estudo, e tal resultado podevez ao fato deste estudo
incluir apenas animais clinicamente saudaveis e rdeia idade e,
consequentemente, por ndo haver distlrbios clinkes®ciados capazes de
modificar as medidas da TIM. Apesar destes resatagstudos especificos com
animais hipertensos, principalmente, por distarbiesadécrinos (p.ex.
hipertireoidismo em felinos), poderiam demonstrarutdizacdo clinica, a
sensibilidade e a especificidade de modificacbeesmessura da TIM e da
dindmica das artérias periféricas em tais pacientes

Pela comparacdo entre os métodos manual e automéiic24)
demonstrou-se que o método manual longitudinal septeu medidas
significantemente superiores ao método manual vessal e ao QIMT.
Provavelmente isto ocorreu porque no modo manualisores do software do
equipamento de ultrassonografia sdo deslocados aima@nte, nos limites da

TIM, o que pode ter superestimado a sua espegmisaQs cursores disponiveis
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neste equipamento se mostraram muito grosseirasapsautil estrutura, que € a
TIM arterial. Desse modo, o0 método automatico (Q)NMdde ter definido com
maior exatiddo tais medidas, uma vez que um graddero de pontos de radio
frequéncia é lancado, definindo os limites da Tidvdso explorado, calculando
a espessura da TIM por centimetro arterial, emuno @spaco e tempo.

Em seres humanos esta comprovado que a técnicaatitada permite
a avaliacdo mais rapida, com menor variabilidadends atualmente
recomendado peldmerican Heart Association como “padrdo ouro” para
medidas da TIM de artérias periféricas (FREIRH.e2809). Por outro lado, no
presente estudo, a reprodutibilidade das medidassgessura da TIM, pelo
método manual, em corte longitudinal e transveegaiesentou forte associacéo
e alta concordancia nas condicdes aqui definidasad#iacdo intra e
interobservagdes. Isto demonstra que, se houvesupgestimacdo das medidas
da TIM pelos métodos manuais, com os cursores flavage de medidas nos
diferentes cortes de avaliacdo, a mesma apresbatoteprodutibilidade. Desse
modo, apesar de uma possivel superestimacdo dméddlislas, os respectivos
valores de normalidade da espessura da TIM daaafédnoral, aqui definidos
pelos métodos manuais de medida ultrassonogrfioclem ser utilizados com
confiabilidade como parametro de normalidade nacarélinica. Uma limitacdo
deste estudo é que a reprodutibilidade do métodomgtico (QIMT) para
avaliar a espessura da TIM da artéria femoral néavaliada. No entanto, tem
sido descrito que os métodos automatizados parir metiM em diferentes
artérias com equipamentos de ultrassom tem boadeivilidade de resultados
entre diferentes observadores, bem como reduzemsidesavelmente, o tempo
necessario para a avaliagdo da imagem e os erriosederetacdo das medidas
(BALDASSARRE et al., 1994).

O estudo amostral planificado, para avaliar a péecidos métodos

avaliados pela ultrassonografia em relacao ao estistblogico da espessura da
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TIM da artéria femoral, ndo apontou diferencas iB@ativas entre nenhum
deles. Entretanto, pelo estudo de Bland & Altmamalestrou-se que o método
manual longitudinal apresentou alta concordancia retacdo as demais
comparacfes entre métodos, inclusive o QIMT, cemnadb padrdo ouro em
medicina (FREIRE et al.,, 2009). Na andlise desessiltados é necessario
considerar que o nimero amostral foi pequeno (res®im como o nimero de
repeticbes de medidas da TIM, o que pode ter eridd na acuracia dos
resultados. Em contrapartida, os intervalos de awldmcia entre a medida
histologica e o QMIT foram muito préximos ao lim@knico estabelecido neste
estudo (0,10 mm). Outro aspecto a ser considerapge @ QIMT foi o0 método
que apresentou 0 menor coeficiente de variacdmedidas da TIM em relagéo
aos demais e a histologia. De maneira geral, uteafénéncia que pode haver
influenciado a analise de concordancia é o fatagslenedidas histolégicas e
ultrassonogréficas ndo terem sido precisamentecideintes, em relacdo ao
ponto de mensuracao da TIM na artéria femoral. Alé&sso, podem ter ocorrido
mudancas geométricas na amostra arterial, mantiddoemol até a analise
microscopica, que podem ter influenciado esteslteetas (GARIEPY et al.,
1993) verificando que in vivo a mensuracgéo é feita a artéria em pulsacéo e
que durante o processo de fixacdo pode haver desjdo do tecido alterando a
concordancia entre os métodos. O limite estabalecdmo clinicamente
aceitavel (0,10mm) neste estudo foi determinadedzisem um estudo de seres
humanos e a comparacdo de métodos foi realizadaacmamétida e ndo com a
artéria femoral, em tal espécie (FREIRE et al.,920@or outro lado, o pior
intervalo de concordancia foi observado entre dissnéda TIM na histologia e
no método manual transversal, o0 que estd em acooto a literatura
(CASELLA et al., 2008), que sugere que este métmja 0 menos preciso na
avaliacdo da espessura da TIM arterial. Por fimresultados referentes a

avaliacdo da precisdo dos métodos ultrassonogsafieomitem inferir que, nas
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condigbes experimentais do presente estudo, o métmehual longitudinal

apresentou 0s resultados mais precisos e 0 métoalouain transversal
apresentou a pior concordancia entre os métodoasndgu comparados as
medidas histolégicas analisadas. O QIMT foi um m&totermediario, mas
apresentou a menor variabilidade nos resultadoseve s limites de

concordancias muito préximos ao limite clinico soetl, aqui determinado.

Considerando que este estudo incluiu o maior nlntkroanimais
saudaveis da rotina clinica hospitalar, uma linditago presente trabalho se deu
pela falta de padronizacdo de uma raca como obgtmvestigacéo, fazendo
com que o resultado da espessura da TIM aqui eacenpudesse servir como
um guia para a espécie canina em geral, mas, paineénte, aos animais com
caracteristicas de peso corporal e idade semellzrgeavaliados. Em seres
humanos j4 esta demonstrado que ha influéncial racl@e as medidas de
espessura da TIM arterial (KRUGER et al., 2012jais aspectos ndo estédo
totalmente elucidados em animais. Desse modo, Wad@guturo especifico
com ragas puras de cdes poderia ser interessasée talizado para determinar
parédmetros raciais de medida da espessura da TIM.

Desse modo, baseando-se nos conhecimentos médicosedidas da
espessura da TIM, conseguidas na artéria femosat@les do presente estudo,
poderdo servir de base para estudos futuros, erenpag sob afec¢fes, que
possam repercutir sobre a espessura da TIM artéd@n disso, o uso da
ultrassonografia bidimensional sobre a artéria fainpara estimar a espessura
da TIM em animais, parece uma atraente forma déagéia, uma vez que, em
pacientes veterinarios, dependendo da abordagema;lido temperamento do
animal, da gordura cervical e de seu estado déaalerafericdo da TIM da
carGtida pode ndo ser realizada adequadamentep tend vista a maior

dificuldade de se posicionar o transdutor do wasna regido cervical.
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Finalmente, a grande questéo ainda é saber se adidaxsimples como
a obtencdo da espessura da TIM, perante a estimadévoutros parametros
avaliativos de funcao cardiovascular, acrescemafi@os na pratica da clinica
veterinaria. A verdade é que a medida da TIM, camocador de um processo
vascular em cées, sera tanto mais util quanto imf@isnacdo acrescentar sobre
a associacao de presenca ou risco de doenca. Emtaananos ja se observa
gue as doencas vasculares estdo associadas atddesguacdes clinicas, como
uremia, (LONDON, 2005) e com doencas inflamatéria®nicas, que
apresentam mediadores inflamatérios que estimulproducao de interleucinas
(ROMAN et al., 2005). Em cées, ainda pouco se figarsobre o verdadeiro
envolvimento das modificacdes estruturais ou fumai® da parede vascular com

tais assuntos.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a ultrassonografia bidimensionaigar a mensuragéo
da espessura da TIM da artéria femoral de caesagaisd por meio dos
diferentes métodos estudados que foram o manudituoimal, manual
transversal e método automatico e que a ultrassafimg além de boa
reprodutibilidade para os métodos manuais (trapalee longitudinal),
apresentou alta precisdo, principalmente, para todoémanual longitudinal e

possivelmente para o QIMT.
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