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EFEITO DA OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA SOBRE PRODUCAO
LACRIMAL, CITOLOGIA E MICROBIOTA CONJUNTIVAL DE CADELAS

RESUMO: Objetivou-se avaliar a efeito da ovariosalpingohisterectomia sobre a producéo
lacrimal, citologia e microbiologia de cadelas. Foram utilizadas 56 cadelas castradas, sendo
submetidas a exames clinico e oftalmico, avaliagdo microbiologica e citologia conjuntival
esfoliativa da conjuntiva palpebral e dosagens séricas de estradiol e testosterona. Avaliou-se
animais com idade entre um e quatro, sendo dividido em grupos de animais inteiros e animais
castrados, respeitando o intervalo de um a quatro anos entre os grupos. Verificou-se que
cadelas com producdo lacrimal reduzida houve predominancia de células epiteliais
superficiais e um aumento das células queratinizadas, na citologia conjuntival. No estudo
microbioldgico da conjuntiva palpebral foi observado que ndo ha mudanca na microbiota,
sendo Sthaphylococcus sp o agente bacteriano mais encontrado e entre os fungos Candida
sp. Foi observado que 59,9% dos animais castrados apresentam diminuic¢éo no Teste Lacrimal
de Schirmer (TLS), e destes 39,5% apresentaram valores inferiores a 10 mm, em relacdo ao
Tempo de Ruptura do Filma Lacrimal (TRFL), 98,8% dos animais pertencentes aos grupos de
individuos castrados apresentaram diminui¢do. Quando comparada a eficiéncia dos testes
empregados para deteccdo de olho seco, o TRFL mostrou-se mais eficiente. Houve uma
correlacdo fraca entre o TLS e 0s niveis de testosterona assim como no TRFL e os niveis de
testosterona, por outro lado houve uma correlacdo positiva forte entre 0s mesmos testes e 0s
niveis de estradiol. Conclui-se que as alteracdes dos niveis dos hormdnios sexuais que
ocorrem apds as cadelas serem submetidas a castracdo afetam quantitativamente e
qualitativamente o filme lacrimal. O que caracteriza que estes animais tem uma maior
predisposicdo ao desenvolvimento de olho seco.

PALAVRAS-CHAVE: TRFL, olho, estradiol, testosterona, CCS.



EFFECT ON OVARIOSALPINGOHISTERECTOMY TEAR PRODUCTION,
CYTOLOGY AND BITCHES MICROBIOTA CONJUNCTIVAL

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of ovariosalpingohisterectomy on tear
production, cytology and microbiology bitches. They were used 56 castrated bitches, being
subjected to clinical and ophthalmic examinations, microbiological evaluation and
conjunctival exfoliative cytology of eyelid conjunctiva and serum levels of estradiol and
testosterone. We evaluated animals aged between one and four, divided into whole groups of
animals and neutered animals, respecting the range of one to four years between the groups. It
was found that dogs with reduced tear production predominated superficial epithelial cells and
increased keratinized cells in the conjunctival cytology. In the microbiological study of the
palpebral conjunctiva it was observed that there is no change in the microbiota, and
Staphylococcus sp bacterial agent found and among the fungi Candida sp. It was observed
that 59.9% of castrated animals show a decrease in Schirmer Tear Test (TLS), and of these
39.5% had values below 10 mm, in relation to Break Time Shoots Lacrimal (TRFL) 98.8 %
of animals belonging to the castrated groups of individuals showed a decrease. Compared the
effectiveness of tests used for dry eye detection, TRFL was more efficient. There was a weak
correlation between TLS and testosterone levels as in TRFL and testosterone levels, on the
other hand, there was a strong positive correlation between these tests and estradiol levels. It
concludes that changes in sex hormone levels that occur after the dogs were subjected to
castration quantitatively and qualitatively affect the tear film. What characterizes these
animals have a greater predisposition to the development of dry eye.

KEYWORDS: TRFL, estradiol, testosterone, KCS, eye.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude afirma que o controle da populacéo de cdes e gatos
deve atuar na procriacdo animal sem controle e na falta de responsabilidade do ser humano
guanto a sua guarda (WHO, 1990). Visando esse controle populacional muito tutores optam
pela esterilizagdo dos seus animais evitando assim a procriagdo sem controle. Outras
indicagcdes clinico-cirargicas da esterilizagdo seriam o tratamento e/ou prevencdo de
neoplasias ovarianas e mamarias, piometra e pseudogestacdo, hiperplasia vaginal recorrente,
eliminacdo da possibilidade de transmissdo de doencas hereditarias como a demodicose
generalizada. (HEDLUND, 2002; OLIVEIRA et al., 2003; VAN GOETHEM et al., 2006;
SANTOS et al., 2009).

A ovariosalpingohisterectomia (OSH) é um procedimento cirirgico que promove a
esterilizacdo das fémeas, sendo a cirurgia eletiva mais realizada em clinicas e hospitais
veterinarios (HOWE, 2006). Paralelamente a necessidade de controle populacional, questdes
éticas correlacionando procedimentos cirdrgicos invasivos e bem-estar animal tem sido muito
discutidas. Embora a ovariosalpingohisterectomia seja considerada um método contraceptivo
que auxilia no controle da populacdo de caes, bem como na prevencdo doencas associadas ao
sistema reprodutor, esta pode trazer algumas desvantagens como a incontinéncia urinaria e a
obesidade, havendo também relatos de cistite, obstrucdo urinaria, retardo de crescimento
(castracdo pediatrica) e tumores de glandulas adrenais. (MACEDO, 2011; SOUZA e
BARROS, 2013). Vem sendo observados clinicamente em animais que foram submetidos ao
procedimento de esterilizacdo, sinais de possiveis ceratoconjuntivite seca (CCS), incluindo
secrecdo ocular mucopurulenta e hiperemia de conjuntiva.

Estudos relacionados com a Sindrome de Sjogren, enfermidade que afeta
principalmente mulheres que se encontram na menopausa e/ou p6s-menopausa, mostra que ha
um declinio da producéo de hormdnios sexuais, 0 que pode levar a um quadro de xerostomia e
olhos secos (SEAMON et al., 2008). A esterilizacdo de animais evolve a exérese dos ovarios,
levando a um declinio de hormdnios sexuais circulantes semelhantes a mulheres na pos-
menopausa 0 que embasa a hipotese de que o declinio de hormonios sexuais também poderia
levar a um quadro de olho seco em cadelas.

Estudos realizados em humanos, ratos e coelhos descrevem o papel dos andrdgenos,

na funcdo das glandulas meibomianas e lacrimais, onde sua presenca em niveis abaixo do
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normal pode ter por consequéncia uma disfungédo nestas glandulas, levando a um quadro de
CCS por insuficiéncia qualitativa do filme lacrimal (KRENZER et al., 2000; ROCHA et
al.,2000; SULLIVAN et al., 2000).

A CCS é uma enfermidade ocular frequente em cées. Caracteriza-se por uma
deficiéncia na formacdo do componente aquoso da lagrima, o que produz uma desidratagdo e
inflamag&o tanto da conjuntiva como da cornea. Os sinais clinicos de ceratoconjuntivite seca
variam dependendo do tempo decorrido do surgimento da afeccdo e da extensdo do
ressecamento corneano, podendo estar presente: desconforto ocular, fotofobia, blefarospasmo,
secrecdo ocular mucopurulenta, hiperemia conjuntival crénica, vascularizacdo na cornea,
ulceras corneanas e ceratite pigmentar. Em algumas ocasides pode aparecer uma forma muito
aguda e grave de CCS, nestes casos 0s olhos sofrem um processo doloroso agudo associado
com uma ulceracdo corneal axial, a enfermidade corneal progressiva e reducdo da visdo,
podendo levar a perda da visdo (GELATT, 2003).

A etiologia exata da ceratoconjuntivite seca é desconhecida, mas acredita-se ser
multifatorial (BIRCHARD e SHERDING, 1998). A CCS pode ocorrer por meio de trés
mecanismos principais, sdo eles: diminuicdo da quantidade de lagrima, modificacdo da
qualidade e/ou diminuicdo da estabilidade da lagrima (MALKI, 2012).

Estudos em humanos remetem a um novo conceito relacionado a ceratoconjuntivite,
indicando que andrdgenos estariam relacionados supostamente indutores do acumulo de
citocinas antinflamatorias nas glandulas lacrimais (DEWS, 2007). Algumas condi¢Ges como a
senilidade e fatores idiopaticos podem reduzir a producdo de andrdgenos, o que leva a
mudangas na imunomeostase da conjuntiva, pela reducdo na producdo de Fator de
transformacdo de crescimento-p (TGF- ). Isso altera a detecgdo local de antigenos,
favorecendo a atuacdo dos linfocitos efetores e desta forma desencadeando a inflamagéo local
(SMITH, 2005; FRIDMAN et al., 2004; BREWITT & SISTANI, 2001). Considerando a alta
frequéncia com a qual a OSH é realizada, especialmente com fins de controle populacional, e
a escassez de pesquisas de sua correlacdo com a producdo lacrimal, dentro da Medicina
Veterindria, torna-se importante investigar as consequéncias das alteragdes hormonais
induzidas pelo procedimento cirdrgico visando a prevencgdo de distdrbios fisiopatoldgicos que
possam se manifestar.

Baseado na hipétese de que a esterilizagdo pode levar a um quadro de olho seco,

propOe-se uma investigacdo com o0 intuito de detectar se as baixas taxas hormonais
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desencadeadas pela OSH séo capazes de causar um distdrbio na producdo lacrimal, levando
assim a sinais caracteristicos de uma CCS em cadelas. Estes resultados podem ser Uteis na
prevencdo deste quadro, indicando a necessidade de administracdo de colirios para reposicéo

hormonal ou a estimulagé@o da producéo lacrimal apos a cirurgia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar a influéncia da ovariosalpingohisterectomia em cadelas na producéo de

lagrimas e no aparecimento da ceratoconjuntivite seca.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a citologia conjuntival de animais com a diminuicdo da producdo

lacrimal;

- Investigar a microbiota presente na conjuntiva de animais com a producao

lacrimal reduzida;

- Avaliar os niveis séricos de estradiol e testosterona, relacionando-os com a

producéo lacrimal,

- Avaliar alteragdes oftdlmicas em fémeas caninas submetidas & OSH.



19

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Esterilizacéo

Existem diversos métodos de intervengdo na capacidade reprodutiva de cées e gatos,
sejam por procedimentos cirdrgicos ou ndo. A esterilizacdo cirargica por sua vez € um dos
procedimentos cirargicos mais realizados na pratica veterinaria (HOWE, 2006), por ser o
meio mais confidvel de controle populacional, bem como o procedimento preferencial no
tratamento das doencas do sistema reprodutor (VAN GOETHEM, 2006). Muitas técnicas
cirurgicas de esterilizacdo tém sido descritas, incluindo a ovariosalpingohisterectomia (OSH)
pela linha média, a OSH pelo flanco, ovariectomia, OSH e ovariectomia laparoscopica, em
fémeas, e orquiectomia e vasectomia em machos (HOWE, 2006).

Em fémeas a esterilizacdo € realizada principalmente pela técnica de
ovariosalpingohisterectomia e ovariectomia. O acesso mais comum da OSH é pela linha
mediana ventral, todavia o acesso lateral também esta sendo bastante usado nas campanhas de
esterilizacdo cirirgica em massa, obtendo-se a exposicdo dos 6rgaos onde os pediculos
ovarianos sdo unidos, transfixados e seccionados. O corpo uterino é perfurado em ambos os
lados perto da cérvix para ligar as artérias e as veias uterinas. Em seguida, secciona-se o corpo
uterino. Na técnica da OV o ovario ¢ identificado e tracionado a ferida cirdrgica, estes séo
ligados e em seguida é realizada a exérese do mesmo (HEDLUND, 2002).

Nas fémeas a esterilizacdo tem diversas indicacbes devido a enfermidades
relacionadas ao sistema reprodutor, tais como, prevencao de doengas ovarianas, no tratamento
de doengas hormonios-dependentes (pseudociese, piometra, hiperplasias mamarias,
hiperplasia vaginal, prolapso vaginal), doencas relacionadas & gestacdo (distorcia, aborto,
retencdo placentaria), piometra, além da reducédo do risco de neoplasias uterinas, ovarianas e
sobre tudo neoplasias mamarias (ROMAGNOLLI, 2008). E reconhecido que a idade, na qual a
OSH é realizada nas fémeas, se relaciona com o risco de desenvolver o tumor de mama.
Assim, sendo realizada antes do primeiro estro reduz a incidéncia da neoplasia mamaria para
0,5%, mas esse efeito benéfico diminui gradualmente apds o primeiro ciclo estral
(FONSECA, & DALECK, 2000). Auxilia ainda no tratamento para a epilepsia, doencas

enddcrinas como diabetes, eliminacdo da possibilidade de transmissdo de doencas hereditarias
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como a demodicose generalizada e doengas néo relacionadas ao sistema reprodutor (SIEGL,
BOHM e FERGUSON, 1994).

Por vezes o tutor opta pela esterilizacdo para suprimir o estro, seja pelo incomodo de
suas manifestacbes bem como para prevenir uma gestacdo indesejada e posterior prole
(OLIVEIRA, 2007). Estudo realizado por Van Goethem et al. (2006), com cadelas que foram
submetidas a OSH, revelou que 82% dos procedimentos foram realizados com o objetivo de
esterilizacdo eletiva e enquanto apenas 18% foram para resolucdo de enfermidades
reprodutivas e/ou como terapia adjuvante de neoplasias mamarias.

Muito embora o procedimento de OSH seja tecnicamente simples, deve-se considerar
que pode-se ter complicacdes como qualquer procedimento cirargico (POLLARI, BONNETT
e BAMSEY, 1996). As mais comumente citadas sdo as hemorragias intraoperatérias, trauma
no ureter e desenvolvimento de fistulas e granulomas uterinos (SANTQOS et al., 2009).

Embora existam diversas indicaces para a esterilizagdo, € descrito na literatura efeitos
colaterais indesejaveis do procedimento cirargico, tais como obesidade, calculos uretrais
(HOWE et al., 2000), alteracGes na pelagem, incontinéncia urinaria, inatividade, vaginites e
dermatites peri-vulvares (STUBBS et al.,1996).

Estudos tém relacionado a exérese dos ovarios com o aparecimento do olho seco. A
ovariectomia elimina a principal fonte de andrégenos e estrogeno circulantes. O efeito do
estrogeno na glandula lacrimal ainda é controverso. Um estudo realizado por Wickham et al
(1998), demonstrou expressdo de receptores de estrogeno na glandula lacrimal de ratos,

coelhos e seres humanos.

3.2 O sistema lacrimal

O aparelho lacrimal é constituido por porcdes secretoras e excretoras, respectivamente
responsaveis pela producdo e drenagem do filme lacrimal (GELATT, 2003). A porcao
secretora é constituida por um conjunto de glandulas, que juntas vao produzir o filme lacrimal
pré-corneano. A glandula lacrimal principal e a glandula da terceira palpebra sdo responsaveis
por quase toda a producéo da fase aquosa da lagrima, ja as glandulas lacrimais acessorias, ndo
visiveis macroscopicamente, vao produzir as outras fases (lipidica e mucdide) do filme
lacrimal pré- corneano (CRISPIN, 2002).
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As glandulas lacrimais da Orbita e da terceira palpebra sdo histologicamente
constituidas por unidades secretérias, ductos e tecido conjuntivo de sustentacdo. Os
componentes epiteliais (ductos e unidades secretorias) compdem o parénquima glandular.
Tecido conjuntivo, incluindo vasos sanguineos e fibras nervosas, compde o estroma glandular
(CORMACK, 1996). No céo, trés a cinco ductos da glandula lacrimal orbitaria abrem-se no
férnice conjuntival dorsolateral, enquanto a glandula da terceira palpebra libera as lagrimas
aquosas na superficie corneana atraves de multiplos ductos entre os foliculos linfoides na face
interna da terceira palpebra (SLATTER, 2007).

O complexo glandular palpebral é composto pelas glandulas meibomianas (tarsais), as
glandulas de Zeis, as glandulas de Moll, as glandulas lacrimais acessorias. As glandulas
meibomianas sdo macroscopicamente visiveis através da delgada conjuntiva palpebral. Séo
glandulas haldcrinas em forma de tubos, arranjadas linearmente na margem ocular palpebral, que
desembocam na face palpebral interna (GELATT, 2003). No cdo, ha cerca de 20 a 40 aberturas
tarsais na margem palpebral, as quais sdo mais numerosas na palpebra superior que na inferior. As
glandulas de Zeis e de Moll sdo Moll e Zeiss estdo situadas na borda palpebral onde
desembocam. As de Moll sdo glandulas sudoriparas modificadas e as de Zeiss sdo glandulas
sebaceas rudimentares, acessorias do sistema ciliar (SLATTER, 2007).

Uma parte do filme é evaporada e o restante é removido pelo sistema de drenagem
(LAVACH, 1998). O sistema de drenagem é composto pelos pontos lacrimais superior e
inferior, localizados, respectivamente, nas palpebras inferiores e superiores por canaliculos
superior e inferior, saco lacrimal e ducto nasolacrimal (LIEBICH e KONIG, 2004; RIBEIRO
et al., 2008)

3.3 O filme lacrimal

Ao abrir os olhos, a lagrima (filme lacrimal) se espalha por toda a superficie corneana
tornando esta superficie lisa, transparente, opticamente clara, capaz de proporcionar uma boa
visdo. A homogeneidade do filme lacrimal é essencial para a integridade da cornea
transparente. Ela produz um ambiente umidificado para as células epiteliais, lubrificando,
removendo particulas e células mortas da superficie ocular, fornecendo, também, nutrientes e
oxigeénio, além de acdo bactericida (ALVES, 2010).

A secrecao basal do filme ¢ de 0,5 a 1 pl/min e esta producao pode variar ligeiramente
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num mesmo individuo ao longo do dia. O filme lacrimal é totalmente renovado em poucos
minutos (BERGER; KING, 1998). O mesmo atua como barreira que protege a cornea do meio
exterior e a sua espessura no centro da cornea € de 7 a 9 um. O filme lacrimal em caes possui
pH entre 6,8 a 8,0 com uma média de 7,5 (CRISPIN, 2002).

O filme lacrimal € um fluido trilaminar complexo, importante do ponto de vista clinico
para a integridade ética e a fungdo normal do olho, distribuido sobre a superficie ocular pelo
ato de piscar dos olhos. Composto por trés camadas que diferem na sua secrecdo e
composicdo, uma camada mais superficial lipidica, uma camada intermediaria aquosa, € uma
mais interna a camada de mucina (GUILLON e MAISSA, 2010). Alguns autores atualmente
tendenciam a classificar em duas camadas: lipidica e aquosa-mucosa (ALVES, 2010). Onde,
uma fina camada lipidica teria a funcdo principal de retardar a evaporacdo e manter o filme
lacrimal uniforme sobre a camada interna e mais espessa, contendo muco diluido que vai se
concentrando em direcdo ao epitélio. Nessa divisdo ndo haveria camada aquosa delimitada
como descrito anteriormente (FONSECA et al., 2010).

Uma camada superficial externa e oleosa, que se torna fluida com a temperatura
corporal e estabelece o contato entre o ar e a lagrima, composta por uma mistura de lipideos
polares e ndo polares. Essa camada é constituida por colesterol, triglicerideos e fosfolipidios,
e a fracdo polar (fosfolipideos) fica em contato com a camada aquosa do filme lacrimal e a
apolar com o ar (DAVIDSON e KUONEN, 2004; SLATTER, 2005; COLITZ, 2008). E
secretada pelas glandulas de meibomianas (glandulas tarsais), de Zies e Moll, fornecendo
cobertura oleosa para a camada lacrimal aquosa assim retardando a evaporacgéo e promovendo
a distribuicdo estavel das lagrimas sobre a cornea, aumentando a tenséo superficial (ALVES,
2010; SWAMYNATHAN, 2013).

Devido a sua alta tensdo superficial, previne o transbordamento do filme lacrimal pré-
corneano. Além disso, diminui a evaporagdo da camada aquosa, aumenta o tempo de quebra
do filme lacrimal e a sua osmolaridade (DAVIDSON e KUONEN, 2004; COLITZ, 2008). A
diminuicdo da tensdo superficial promove uma maior solubilidade em &gua, reduz a espessura
do filme lacrimal e faz com que os lipideos permanecam dispersos mesmo ap0s o ato de
piscar. A auséncia da camada promove evaporagdo da por¢do aquosa da lagrima, o que resulta
em diminuicdo do tempo de ruptura do filme lacrimal, condi¢do de extrema importancia na
patogénese da sindrome do olho seco em todas as espécies (DAVISSON e KUONEM, 2004).

A fase aquosa representa 60% do filme lacrimal e é ligeiramente alcalina (COLITZ,
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2008). E secretada pela glandula lacrimal principal (61%), pela glandula lacrimal da terceira
palpebra (35%) e pelas glandulas acessérias de Kraus e Wolfring (3%) (CABRAL et al.,
2005). O componente em maior quantidade é a agua (95%), possui também em sua
composicdo materiais s6lidos como minerais, proteinas, glicose e células sanguineas. Estudos
identificaram 491 proteinas na lagrima, que incluem lisozima, lactoferrina, imunoglobulinas
secretora A, albumina entre outras, e glicoproteinas representadas pelas imunoglobulinas
sintetizadas pelas células do plasma com atividade de anticorpo, como a imunoglobulina A
secretada (slgA), Imunoglobulina G (IgG), imunoglobulina M (IgM), imunoglobulina E (IgE)
e imunoglobulina D (IgD), sendo a IgA principal imunoglobulina da lagrima (DE SOUZA et
al., 2006).

A fase aquosa possui propriedades antibacterianas por conter células inflamatdrias,
anticorpos e enzimas, tais como lactoferrina e lisozima, além de remover os metabolitos da
coérnea e debris celulares (SLATTER, 2005). Promove ainda a lubrificagdo dos epitélios
conjuntival e corneano, fornece nutrientes e fatores de crescimento para 0s mesmos. Em
conjunto com as demais camadas do filme lacrimal, propicia uma superficie corneana lisa e
opticamente eficiente (PICCIONE, 2009).

A camada interna, que é mucosa, é produzida pelas células caliciformes da conjuntiva.
No cdo, as células caliciformes sdo encontradas em maior densidade no fornix conjuntival e é
a principal fonte de mucina (GIULIANO; MOORE, 2007). Além de mucina essa camada é
composta por imunoglobulinas, ureia, sais, glicose, leucécitos, debris celulares e enzimas
(DAVIDSON e KUONEN, 2004). Sua funcéo é proteger e lubrificar a superficie ocular para
prevenir seu ressecamento e sua contaminacdo por bactérias, ela preenche qualquer
irregularidade da superficie corneal e desse modo fornece uma superficie ocular lisa.
Bactérias e particulas estranhas s&o aprisionadas pelas mucoproteinas, ajudando na protecdo
da cornea (DARTT, 2004; GELATT, 2003;). A camada mucosa também fornece protecéo
mecanica, evitando possiveis danos a superficie corneana por friccdo das palpebras no ato de
piscar (DAVIDSON e KUONEN, 2004).

Moore (1999) refere que a deficiéncia na producdo de mucina compromete sua funcéo
protetora e lubrificante da superficie ocular, e interfere na quebra rapida do filme lacrimal
sobre a cornea. Ocorre perda na estabilidade do filme lacrimal e consequente ressecamento
corneano, condi¢do na qual surgem sinais clinicos similares de CCS. Conjuntivites, Ulcera

corneal indolente, ceratite pigmentar, neovascularizagéo e infiltracdo celular corneana sdo os



24

sinais mais apresentados (GRAHN e STOREY, 2004).

Anormalidades em quantidade ou qualidade de qualquer uma das camadas do filme
lacrimal pré-ocular podem comprometer sua dindmica e suas funcdes primordiais (MOORE,
1999). Hipertonicidade, desidratagdo e hipoxia do epitélio e estroma sdo 0s eventos
fisiopatoldgicos associados a deficiéncia de lagrima. A lubrificacdo inadequada resulta em
irritacdo ocular decorrente da friccdo exercida pelas palpebras, bem como o acimulo de
metabolitos tissulares potencialmente toxicos. Nestas condic¢des, a colonizacdo da superficie
ocular por microrganismo acontece rapidamente, resultando em infeccdo (MOORE, 1999;
DAVIDSON e KUOEN, 2004).

3.4 Receptores de hormonios sexuais no olho

Hormonios sexuais, ou seja, androgenos, estrogenos e progestagenos, sao hormonios
esteroides, sintetizados e secretados para a circulacdo sanguinea, principalmente, pelas
gbnadas (ovarios ou testiculos) e nas glandulas adrenais, os quais exercem influéncia na
producdo e estabilidade do filme lacrimal (TRUONG, 2014). A presenca de receptores nas
glandulas lacrimais e meibomianas, tanto em humanos, quanto em animais sugere que esses
tecidos estéo predispostos a influéncia dos hormonios sexuais (AZZAROLO et al., 1999). Os
hormdnios do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal, também exercem profundo impacto sobre a
estrutura e a funcdo da glandula lacrimal (SULLIVAN et al., 2002). A hipofisectomia ou a
ablacdo da hipofise anterior induz atrofia da glandula lacrimal (AZZAROLO et al., 1995).
Estudos realizados por Sullivan et al. (2000), demonstram que a glandula Meibomiana é um
6rgdo alvo de andrdgeno, tendo a sua secre¢do de conteudo lipidico influenciada por estes
hormaonios.

O androgeno estimula a expressdo de genes associados com a ativacdo de vias de
sintese, metabolismo, transporte e secrecdo dos lipidios (SCHIRRA et al.,2006), na
arquitetura glandular e dinamica das células epiteliais (AZAROLLO et al. 2004) e na
atividade imunolégica (MANTELLI et al., 2007).

Estudo com ratos, coelhos e seres humanos identificou a presenga de receptores de
androgeno em nucleos acinares de células epiteliais da glandula Meibomiana, reconhecendo
que os androgenos regulam a funcdo destas, melhorando a qualidade e/ou quantidade de

lipidios produzidos por este tecido, o que contribuiria para a formacdo da camada lipidica do
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filme lacrimal. A deficiéncia de andrdgenos seria entdo um fator etiolégico fundamental na
patogénese da disfungéo das glandulas meibomianas e olho seco evaporativo. (KRENZER et
al., 2000; ROCHA et al. 2000; SULLIVAN et al., 2000).

As glandulas lacrimais também sofrem acdo dos andrdgenos, uma vez que estudos
mostraram que estas rapidamente regrediram em ratas e coelhas quando hipofisectomizadas
(AZAROLLDO et al., 1995) e ovariectomizadas (AZAROLLO et al., 1999), respectivamente.
A ovariectomia levou a atrofia funcional e bioquimica da glandula lacrimal em coelhos. Além
disso, diminuiu os niveis de testosterona e androstenediona em 88,5% e 35,9%,
respectivamente (AZAROLLO et al., 1999). Sugere-se que a fungédo secretora da glandula
lacrimal depende dos niveis de andrégenos circulantes e que o declinio dos niveis de
androgénio abaixo do valor minimo necessario para suportar a fun¢do normal provocaria
regressao glandular (AZAROLLO et al., 1997; AZAROLLO et al., 1999).

Luo et al. (2001) em estudo realizado com coelhos demonstraram que a castragao
provoca atrofia das células epiteliais da glandula lacrimal, a regressao das vesiculas de muco
das células acinares e diminuicdo significativa no numero de células caliciformes da
conjuntiva. Tudo isso leva a diminuicdo na quantidade e qualidade do filme lacrimal,
observadas nos teste lacrimal de Schirmer e no teste de ruptura do filme lacrimal,
respectivamente.

O efeito do estrogeno na glandula lacrimal ainda é controverso. Um estudo realizado
por Wickham et al., (1998), demonstrou expressao de receptores de estrégeno na glandula
lacrimal de ratos, coelhos e seres humanos.

Azarollo et al., (2003) demonstraram em seu estudo que a ovariectomia teria efeito na
morte das células glandulares e na infiltracdo linfocitica, sugerindo assim, que a integridade
da glandula lacrimal e a prevencdo da resposta inflamatéria dependem também de niveis
circulantes de estrogenos. Estes poderiam estar atuando de forma independente nos dois tipos
de células das glandulas lacrimais, células acinares e intersticiais. Uma vez que a expressdo de
receptores de estrogenos ndo foi definitivamente encontrada nas células acinares, é possivel
que acdo do estrogeno possa direta sobre as células intersticiais, as quais langariam um fator
necessario para manutencao da estrutura e funcdo das células acinares.

A influéncia do estrogenio na glandula meibomiana estd associada ao antagonismo da
acao do androgeno, com efeitos resultantes na supresséo da sintese e promoc¢éo de disfuncao

da glandula meibomiana e olho seco, por levar a uma instabilidade da lagrima e consequente
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evaporacdo por falha na porcéo lipidica (SULLIVAN et al,, 2009). Estes efeitos antagonistas
do estrégeno podem ajudar a explicar a exacerbagdo dos sinais e sintomas de olho seco em
mulheres pos-menopausicas usando terapia de reposi¢cdo hormonal, no entanto, a influéncia
direta de estrogénio e progesterona na glandula meibomiana esta clara (TRUONG, 2014).

Mostafa et al. (2012), refere que os efeitos da diminui¢do dos niveis de hormonios
sexuais sob as glandulas lacrimais podem estar associado a uma predisposicdo genética, uma
vez que em seu estudo com camundongos ovarectomizadas, foi demonstrado que houve um
aumento significativo no nimero de células T CD4 e células B B220, ap0s trés a sete dias,
enquanto ndo foi observada alteracdo de células T CD8, nem altera¢des degradacdo do DNA.
O que sugere que a auséncia de alteragdes de células T CDS8, seria relacionada a nao
predisposicdo a desenvolver doenca autoimune, logo, a diminuicdo dos horménios sexuais
causaria apenas um pequeno e transitorio aumento do numero de células T CD4 insuficiente
para ativar as células CD8, sugerindo que outros fatores além da diminui¢do hormonal seriam
necessarios para do desenvolvimento doencas autoimunes, como a Sindrome de Soérjen (SS),
em mulheres p6s-menopausicas.

Outros componentes que podem estar relacionados com as alteracfes nas glandulas
lacrimais seriam as metaloproteinases de matriz (MMPs). Estas sdo enzimas proteoliticas que
participam fisiologicamente na angiogénese, inflamacéo, arteriosclerose, invasdo maligna,
metastase tumoral, e reparacdo de feridas (SONG et al., 2014). Estudos demonstraram que
MMP estdo relativamente aumentados nas lagrimas e na saliva de pacientes com SS
(KONTTINEN et al., 1998; SUZUKI et al., 2005). Dentre os fatores que regulam a expressao
de MMPs estrariam 0s hormdnios sexuais, o que foi confirmada em estudo em fémeas
ovariectomizadas, onde houve o aumento da expressdo de MMP-2 na glandula lacrimal
(SONG et al., 2014).

O mecanismo pelo qual a diminuicdo dos niveis de hormdnios sexuais pode
desencadear infiltracdo linfocitica na glandula lacrimal é ainda desconhecido, porém estudos
demonstraram que as células epiteliais, células T CD4 e celulas T reguladores estdo
relacionadas com a liberagdo de imunomediadores que suprimem a proliferacéo de células do
sistema imunoldgico desempenhando assim papel na imunoregulagcdo da glandula (DE
SAINT et al., 2009; MOSTAFA et al, 2009).
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3.5  Ceratoconjuntivite seca

3.5.1 Fisiopatogenia

A Ceratoconjuntivite (CCS) seca é uma enfermidade ocular frequente em cées,
reconhecida como sindrome do olho seco. Caracteriza-se por uma deficiéncia na formacao do
componente aquoso da lagrima, o que produz uma desidratacdo e inflamacdo tanto da
conjuntiva como da cérnea. Também produz dor ocular, enfermidade corneal progressiva e
reducdo da visdo. A incidéncia de CCS em cdes é de aproximadamente 1% e acomete com
maior frequéncia as ragas Shihtzu, Lhasa Apso, Pequinés, Buldogue Inglés, Yorkshire Terrier,
Pug, Cocker Spaniel Americano, West Highland White Terrrier e Schnauzer miniatura
(GELATT, 2003).

A etiologia da CCS é complexa, mas esta relacionada principalmente com inflamacéo,
apoptose celular e desequilibrio de hormonios sexuais. Tem sido reconhecido que 0s
horménios sexuais podem ter impacto na incidéncia e curso da sindrome do olho seco,
podendo os niveis de estrégeno (SONG et al., 2014) e de andrégeno (OPERA et al., 2004)
estarem associados com o desenvolvimento e progressao de olho seco.

A CCS pode ocorrer por meio de trés mecanismos principais, sdo eles: diminuigdo da
quantidade de lagrima, modificacdo da qualidade e/ou diminuicdo da estabilidade da lagrima
(MALKI, 2012). Fonseca et al. (2010), divide em duas fases o desenvolvimento dessa
sindrome do olho seco. Na primeira fase um ou mais estimulos ambientais iniciam, em
individuos susceptiveis, a agressao aos tecidos envolvidos. Na segunda, os desdobramentos,
sejam neuropaticos, metabdlicos e/ou inflamatdrios levam a instabilidade do filme lacrimal, a
diminuicdo da secre¢do lacrimal, aumento da evaporacdo ou alteracdo da composicdo da
lagrima. Estas a¢des na superficie ocular estariam envolvidas na perpetuacao desse processo.

Os pacientes com olho seco possuem a osmolaridade do filme lacrimal maior do que
em pacientes normais. Esse aumento na osmolaridade causa mudangas morfologicas e
bioquimicas no epitélio da coérnea e da conjuntiva (doenca da superficie ocular),
especialmente perda das células caliciformes. A hiperosmolaridade causa danos ao epitélio da
superficie corneana por aumentar a osmolaridade das células epiteliais e pela ativacdo de
eventos da cascata inflamatoria na superficie ocular, com liberacdo de fatores inflamatorios
(citocinas) na lagrima (DEWS, 2007).
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O dano epitelial, causado pela liberacdo de fatores inflamatérios devido a
hiperosmolaridade lacrimal, estimula as terminagBes nervosas da cornea, levando a sintomas
de desconforto ocular, aumento do ato de piscar e secrecdo lacrimal reflexa compensatoria. A
secrecdo reflexa € encarada como um mecanismo compensatorio inicial, mas com o tempo, a
inflamacdo que acompanha a disfungdo secretéria cronica e a diminuicdo na sensacdo
corneana, comprometem a resposta reflexa, tendo como consequéncia maior a instabilidade
do filme lacrimal. Esse aumento da secrecdo lacrimal reflexa tem sido sugerido como a base
da inflamacdo neurogénica no interior da glandula lacrimal. Esta inflamacdo causa tanto
destruicdo tecidual como um bloqueio neurosecretério que pode ser potencialmente reversivel
(DEWS, 2007).

A inflamacdo da superficie ocular pode ser a causa ou a consequéncia do olho seco,
uma vez que a disfuncdo das glandulas lacrimais leva a uma alteracdo na composicao da
lagrima, resultando num estado de hiperosmolaridade estimulando a producdo de mediadores
inflamatorios, que por sua vez levam a disfuncdo das glandulas secretorias (FONSECA et al.,
2010).

O processo inflamatério pode também ser desencadeado por doencas sistémicas
autoimunes ou ainda pelo estresse oxidativo, com a liberacdo de radicais livres e espécies
reativas ao oxigénio que podem levar a apoptose e necrose celular. Além ainda de variagdes
fisioldgicas que se desenvolvem com o envelhecimento que incluem diminuicéo de volume e
fluxo lacrimal, aumento da osmolaridade, perda da estabilidade do filme lacrimal e alteracdes
na composicao lipidica das glandulas de Meibémio (WAKAMATSU et al., 2008; FONSECA
et al., 2010).

H& entdo um ciclo vicioso inflamatério na superficie ocular, levando a gradual
disfuncdo das celulas responsaveis pela secrecdo ou retencdo da lagrima, independente do
fator desencadeador da inflamagéo (FONSECA et al., 2010).

No céo, a ceratoconjuntivite seca possui diversas etiologias, porém, acredita-se que a
causa imunomediada seja a mais comum. Outras etiologias incluem, por exemplo, o virus da
cinomose canina, causas iatrogénicas, radioterapia local para neoplasias na cabega, trauma
orbital ou supra-orbital, problemas neuroldgicos, neoplasias, doengas metabdlicas sistémicas e
alacrimia congénita ou hipoplasia congénita de acinos lacrimais, protrusdo da glandula da
terceira péalpebra, lesdes traumaticas, uso de drogas como as sulfonamidas, remoc¢do da

glandula da terceira palpebra, lesdo de nervo facial, doencas metabdlicas como
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hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo, radioterapia, entre outras (KOCH e SYKES, 2002;
GELATT, 2003; SLATTER, 2005; PIGATTO et al., 2007).

3.5.2 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos de ceratoconjuntivite seca variam dependendo do tempo decorrido
do surgimento da afeccdo e da extensdo do ressecamento corneano e também se a condicdo €
uni ou bilateral, aguda ou cronica e temporaria ou permanente. Podendo estar presente
desconforto ocular, fotofobia, blefarospasmo, secre¢do ocular mucopurulenta, hiperemia
conjuntival cronica, vascularizagdo na cornea, Ulceras corneanas e ceratite pigmentar. Em
algumas ocasides podem aparecer uma forma muito aguda e grave de CCS. Nestes casos 0s
olhos sofrem um processo doloroso agudo associado com uma ulceracdo corneal axial
(GELATT, 2003). A inflamacdo supurativa pode resultar em doencga corneana progressiva
(GIULIANO; MOORE, 2007), ocasionando ulceracfes superficiais, profundas e até a
perfuracdo da cornea afetando o epitélio corneano (LAUS e ORIA, 1999).

A caracteristica mais comum da CCS é a presenca de secre¢do mucosa que faz com
que os olhos aparentem uma conjuntivite bacteriana primaria ou irritante, que é a causa de
subdiagndstico (HERRERA, 2008). A camada aquosa do filme lacrimal, geralmente esta
severamente diminuida ou ausente, o que leva ao acimulo de muco que normalmente 0 muco
acumulado é parte integrante do filme lacrimal que néo € drenado pelo sistema lacrimal. Este
muco, por sua vez, difere do encontrado na conjuntivite, € mais espesso e de coloracdo
amarronzada. Com o agravamento da CCS, ha comprometimento corneano e da conjuntiva,
observa-se, entdo, secre¢do ocular mucopurulenta (SLATTER, 2005; PIGATTO et al., 2007).
Nos estdgios mais avancados ocorre maior ressecamento da superficie ocular,
neovascularizacdo e pigmentacdo da coOrnea, e, muitas vezes resultam em perda da visdo
(PIGATTO et al., 2007).

3.5.3 Diagnéstico
Uma combinacéo de informacdes da anamnese e do exame oftalmologico define o

diagnostico da CCS, que quanto mais precoce for estabelecido evita as complicagdes da CCS.

Para isso € necessario conhecer a historia clinica completa do paciente, desde doencas
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sistémicas, ao uso de medicamentos e até mesmo possiveis cirurgias oculares que tenham
envolvido a glandula da terceira palpebra (KOCH E SYKES, 2005; ALMEIDA, et al., 2004).
As anormalidades do filme lacrimal em cdes podem ser classificadas quanto ao seu aspecto
quantitativo, qualitativo ou ambos, e assim também é realizado o diagnostico da CCS.
Fundamentado basicamente nos sinais clinicos tipicos, e nos testes que avaliam
quantitativamente e qualitativamente o filme lacrimal, representados pelo teste de Schirmer
(TLS) e os testes de coloracdo com corantes vitais, respectivamente (SAITO e KOTANI,
2001).

O teste com corantes vitais avalia a gravidade do olho seco corando células da
superficie ocular desvitalizadas. O rosa bengala é um corante largamente empregado na
clinica diaria e em pesquisas oftalmologicas para evidenciar lesdo da superficie ocular
(PFLUGFELDER, 1998). O padrdo da coloracao pela rosa Bengala 1%, que se liga as células
epiteliais normais e proteinas do filme lacrimal, mas cora os pontos onde o filme lacrimal esta
comprometido, pode ser extremamente Util para se estabelecer diagnéstico (QUEIROGA e
DINIZ, 2008). Assim, foi incorporado aos padrées internacionais de diagnéstico do olho seco
e a positividade de coloracdo da zona exposta interpalpebral pelo corante passou a ser
considerada um critério global para o diagnostico dessa entidade clinica (BRON, 2001).

O tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) € um teste diagnostico ndo invasivo que
auxilia no diagnostico presuntivo de anormalidade qualitativa do filme lacrimal por meio da
mensuracdo indireta dos componentes lipidicos, auxiliando na observacao da estabilidade do
filme lacrimal (CULLEN, 2005). Apds a instilacdo de uma gota de fluoresceina sodica a 1%,
0 paciente pestaneja inumeras vezes e posteriormente examina-se o filme lacrimal utilizando
lampada de fenda com filtro azul de cobalto. O tempo entre o Gltimo pestanejar e o
aparecimento do(s) primeiro(s) pontos secos € o TRFL. O tempo normal de quebra do filme
lacrimal em cées é de aproximadamente 20 segundos ou mais (SAITO e KOTANI, 2001). Os
valores menores que 20 segundos sdo indicativos de CCS, quando associados com sinais
clinicos, estando esse diretamente relacionado com a qualidade do filme lacrimal
(BARABINO et al., 2004). De acordo com Herrera (2008), um filme lacrimal de qualidade
ndo deve formar um pontilhado visivel de fluoresceina num tempo inferior a 15 segundos.

O teste lacrimal de Schirmer é o mais utilizado para o diagndstico de olho seco,
desenvolvido por Schirmer em 1903 e a partir de 1991 com 0 uso de tiras de papel Whatman

41 para padronizar o procedimento, passou a ser amplamente utilizado (BARABINO et al.,
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2004). O teste promove a exploragdo quantitativa da producdo da fase aquosa do filme
lacrimal pré-corneano atraves do uso de uma tira de papel filtro medindo (0,5 x 5,0 cm)
graduada de 5,0 em 5,0 mm. O teste dura um minuto e os resultados sdo apresentados em
milimetros por minuto. A lagrima € absorvida pelo papel graduado, saturando-o. Inicialmente
o0 papel absorve principalmente a lagrima presente no fornix conjuntival e depois a producéo
lacrimal basal e reflexa (causada em parte pela irritacdo originada pela fita utilizada no teste)
(WILLIAMS, 2005). Séo reconhecidos dois TLS, o teste de Schirmer I, que ndo inclui o uso
de anestésico topico, mensura o lacrimejamento basal e reflexo, ja& o teste lacrimal de
Schirmer 11, que inclui o uso de colirio anestésico, avalia o lacrimejamento reflexo (GELATT,
2003). Segundo Barabino et al. (2004), o valor médio normal pra o TLS em cdes é de 20mm
min, valores entre 10 e 15mm min™ indicam uma suspeita de CCS e animais que apresentam

valores inferiores a 10mm min™ pode ser considerada CCS

3.5.4 Tratamento

O tratamento da CCS pode ser clinico e/ou cirdrgico, segundo Grahn e Storey (2004).
O tratamento tépico é o mais apropriado para o controle da ceratoconjuntivite seca devendo
ser adaptado a cada paciente. Os objetivos do tratamento clinico incluem o estabelecimento da
umidade dos tecidos oculares ressecados e o tratamento dos transtornos secundarios como
conjuntivite bacteriana, ceratite ulcerativa e ceratite (PIGATTO et al., 2009; ANGELICO et
al., 2011).

A base do tratamento medicamentoso inclui principalmente lacrimogénicos,
lacrimomiméticos, mucoliticos e antibacterianos tdpicos. A estimulacdo da producao natural
de lagrimas parece causar uma grande melhora dos sinais clinicos evitando a progressao da
doenca e a perda da visdo (BERDOULAY et al., 2005). A utilizacdo da Ciclosporina A topica
tem sido comumente utilizada como tratamento de elei¢do para estimular a producéo lacrimal
em cdes. (PIGATTO et al., 2009)

Estudos demonstraram que a Ciclosporina A exerce tem efeitos terapéuticos por meio
da inibicéo e proliferacdo de linfdcitos-T helper nos acinos da glandula lacrimal, permitindo a
regeneracdo da glandula e o regresso da funcdo secretéria (BERDOULAY et al., 2005; OFRI,
2008). A acdo antiinflamatoria da Ciclosporina A exerce efeitos estimulatorios sobre as
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glandulas lacrimais, inibitorio sobre a apoptose das células lacrimais, além do efeito
multiplicador das células caliciformes (BERDOULAY et al., 2005).

Estudos com novas drogas tém demonstrado bons resultados na terapéutica do olho
seco, novas drogas imunossupressoras como pimecrolimus e tacrolimus podem ser
alternativas no tratamento de pacientes com ceratoconjuntivite seca, que ndo respondem a
ciclosporina A topica (LAUS et al., 2008). Tais drogas mostraram-se mais efetivas que a
ciclosporina na inibi¢do da producéo de citocinas pelos linfécitos T, sendo altamente efetivo
no alivio dos sinais clinicos da ceratoconjuntivite seca em cdes que apresentam inflamacéo da
superficie ocular (NELL et al. 2005; OFRI et al. 2007) .

Os casos que ndo respondem a terapia medicamentosa devem ser avaliados antes de
serem submetidos a tratamento cirargico. Os tratamentos cirdrgicos existentes para cées
incluem a transposicdo do ducto parotideo da cavidade oral ao saco conjuntival inferior
(PIGATTO et al., 2009), o transplante de glandulas salivares para o férnice conjuntival que
substituem a lagrima pela secrecdo salivar (SOARES E FRANGCA, 2005) e a tarsorrafia
parcial permanente que reduzem a area exposta da superficie ocular e, consequentemente,
diminuem a evaporacdo da lagrima (GOMES, 2000) .

Tratamentos complementares tem sido utilizado no tratamento da CCS, como o uso de
acidos graxos essenciais (AGE), 6mega 3 (©-3) e 6mega 6 (»-6), principalmente no
tratamento de pacientes portadores de diversas formas de deficiéncia lacrimal, como na
Sindrome de Sjogren humana e na suplementacdo oral (RONCONE et al., 2010;
WOJTOWICZ et al, 2011). Os principais efeitos terapéuticos do ®-3 e ®-6 s&o
imunomodulador e anti-inflamatério (HASSANZADEH et al., 2008).
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Influencia da Ovariosalpingohisterectomia na producao lacrimal de cadelas!
[Influences of ovariosalpingohisterectomy in tear production bitches]

Daniela S.P. Campinho?*, Maria C.C.0. Coelho3, Flaviane M.F.M Silva#*, Priscilla B. Araujo®, Fabricio
B.Sa6

ABSTRACT: Campinho, D.S.P.; Coelho, M.C.C.0; Silva, F. M.F.M; Aratijo, P.B.; S4, F.B. 2016. [Influences of
ovariosalpingohisterectomy in tear production bitches]. Influéncia da ovariosalpingohisterectomia na
producdo lacrimal de cadelas. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois
Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: danielacampinho@gmail.com

Studies suggest that the sex hormone deficiency can cause inflammation of the lacrimal gland, the
aqueous tear deficiency dry eye. In animals, sterilization, excision of ovaries with a similar condition
would, with decrease of serum levels of circulating sex hormones. It aimed to verify the influence of
ovarisalpingohisterectomia on the production of sex hormones and the subsequent occurrence of dry eye
in dogs. The subjects were divided into five groups according to the time castration. All patients were
submitted to the cynical and ophthalmic examination, the quantitative and qualitative evaluation of tear
production was performed by the tear test Schirmer (TLS) and tear film breakup time (TRFL), respectively.
For hormonal determinations of estradiol and testosterone was used to electrochemiluminescence
technique using a commercial kit (Kit Reagent Kit Reagent Access Testosterone and Estradiol Acess). It
was observed that 59.9% of castrated animals showed a decrease in Schirmer tear test (TLS), and of these
39.5% had values below 10 mm, in relation to tear film rupture test (TRFL), 98 8% of individuals
belonging to groups of castrated individuals showed a decrease of the same. When compared the
efficiency of dry eye tests used for detection, it was observed that the TRFL was more efficient. There was
a weak positive correlation between TLS and testosterone levels and also between TRFL and testosterone
levels. On the other hand there was a strong positive correlation between the test and estradiol levels. We
conclude that bitches submitted to ovariohysterectomy with compromised in tear production, being
predisposed to a dry eye framework for qualitative and quantitative insufficiency of the tear film.
Index terms: dry keratoconjunctivitis, TRFL, TLS, castration.

Index terms: dry keratoconjunctivitis, TRFL, TLS, castration.
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RESUMO - Estudos propdem que a deficiéncia de hormoénios sexuais pode ocasionar a inflamagio da
glandula lacrimal, a deficiéncia de lagrima aquosa e olho seco. Em animais a esteriliza¢do, com a exérese
dos ovarios levaria a uma condi¢cdo semelhante, com diminui¢ao dos niveis séricos de horménios sexuais
circulantes. Com isso objetivou-se verificar a influéncia da ovarisalpingohisterectomia sobre a produgao
de hormdnios sexuais e consequente ocorréncia de olho seco em cadelas. Os individuos foram divididos
em cinco grupos de acordo com o tempo de castragdo. Todas as pacientes foram submetidas ao exame
cinico e oftalmico, a avaliagdo quantitativa e qualitativa da produgéo lacrimal foi realizada por meio do
teste lacrimal de Schirmer (TLS) e do tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL), respectivamente. Para
determina¢des hormonais de estradiol e testosterona foi empregada a técnica de
eletroquimioluminescéncia utilizando-se kits comerciais (Kit Reagente Acess Testosterona e Kit Reagente
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Acess Estradiol). Observou-se que 59,9% dos animais castrados apresentaram diminuicdo no teste
lacrimal de Schirmer (TLS), e destes 39,5% apresentaram valores inferiores a 10 mm, em relacdo ao teste
de ruptura do filme lacrimal (TRFL), 98,8% dos individuos pertencentes aos grupos de individuos
castrados apresentaram diminuicdo do mesmo. Quando comparada a eficiéncia dos testes empregados
para deteccdo de olho seco, observou-se que o TRFL mostrou-se mais eficiente. Houve uma correlagido
positiva fraca entre o TLS e os niveis de testosterona e também entre o TRFL e os niveis de testosterona.
Por outro lado houve uma correlagio positiva forte entre os testes e os niveis de estradiol. Conclui-se que
cadelas submetidas a ovariosalpingohisterectomia apresentam comprometimento na produgio lacrimal,
estando predispostas a um quadro de olho seco por insuficiéncia qualitativa e quantitativa do filme
lacrimal.

Termos de indexacao: Ceratoconjuntivite seca, TRFL, TLS, castracao.

INTRODUCAO

0 olho seco ¢é a enfermidade ocular mais frequente em caes (Gelatt 2003), e se caracterizada pela
alteracdo do filme lacrimal, com diminui¢do ou evaporagio excessiva da lagrima, o que ocasiona lesdes na
superficie ocular, com sinais de desconforto (Babiae et al. 2011). A etiologia exata do olho seco é
desconhecida, contudo acredita-se ser um evento complexo e multifatorial, que envolve trés mecanismos
principais: diminui¢cdo da quantidade de lagrima, modificacdo da qualidade e diminuicdo da estabilidade
da lagrima (Ashar etal. 2011, Malki 2012).

0 diagndstico do olho seco baseia-se nos sinais clinicos tipicos, nos resultados positivos dos testes
de coloragdo com corantes vitais, teste de Schirmer (TLS) e no tempo de ruptura do filme lacrimal (TRLF).
O teste com corantes vitais avalia a gravidade do olho seco corando células da superficie ocular
desvitalizadas. O teste de Schirmer, por sua vez, promove a exploracdo quantitativa da producio da fase
aquosa do filme lacrimal pré-corneano. Ja& o tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) auxilia a
observacdo da estabilidade do filme lacrimal pré-corneal: quanto mais rapidamente rompe-se o filme
lacrimal, revela que a qualidade da lagrima esta comprometida (Gelatt 2003).

Estudos tém demonstrado que qualidade e quantidade da lagrima pode ser influenciadas pela
acdo hormonal (Ashar et al. 2011, Mostafa et al. 2009, de Saint et al. 2009). Os hormdnios sexuais
desempenham importantes fun¢des em diversos tecidos do corpo, atuando ndo somente na regulagdo da
funcdo sexual. De acordo com Sullivan et al. (2002) os horménios do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal
exercem profundo impacto sobre a estrutura e fun¢do da glandula lacrimal.

Algumas condi¢ées como a senilidade e fatores idiopaticos podem reduzir a producdo de
horménios sexuais, o que leva a mudang¢as na imunomeostase da conjuntiva podendo desencadear a
inflamacao local (Brewitt & Sistani 2001, Fridman et al. 2004). Estudos recentes relacionados ao olho seco
indicam que as células epiteliais da conjuntiva secretam regularmente antigenos e proteinas celulares, e
que pode haver uma condicdo inflamatdria resultante de desequilibrio dos hormoénios sexuais (Ashar et al.
2011). O mecanismo pelo qual a diminuicdo dos niveis de horménios sexuais pode desencadear
infiltracdo linfocitica na glandula lacrimal é ainda desconhecido, porém estudos demonstraram que as
células epiteliais, células T CD4 e células T reguladores estio relacionadas com a liberacdo de
imunomediadores que suprimem a proliferacdo de células do sistema imunolégico desempenhando assim
papel na imunoregulacio da glandula (Mostafa et al. 2009, de Saint et al. 2009).

Azarollo et al. (2003), demonstraram em seu estudo que a ovariectomia teria efeito na morte das
células glandulares e na infiltragao linfocitica e o que sugere que a integridade da glandula lacrimal e a
prevencdo da resposta inflamatéria dependem também de niveis circulantes de estrégenos. Estes
poderiam estar atuando de forma independente nos dois tipos de células das glandulas lacrimais, células
acinares e intersticiais. Uma vez que a expressdo de receptores de estrégenos nao foi definitivamente
encontrada nas células acinares, é possivel que acdo do estrégeno possa ser através de uma acdo direta
sobre as células intersticiais, que langaria um fator necessario para manter a estrutura e fun¢do das
células acinares.

Estudo com ratos, coelhos e seres humanos identificou a presenca de receptores de andrégeno em
nucleos acinares de células epiteliais da glandula Meibomiana, reconhecendo que os andrégenos regulam
a funcdo destas, melhorando a qualidade e/ou quantidade de lipidios produzidos por este tecido, o que
contribuiria para a formacdo da camada lipidica do filme lacrimal. A deficiéncia de andrégenos seria entao
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um fator etiolégico fundamental na patogénese da disfuncdo das glandulas meibomianas e olho seco
evaporativo. (Rocha et al. 2000, Sullivan et al., 2000, Krenzer et al. 2000).

Considerando a alta frequéncia com a qual a ovariosalpingohisterectomia é realizada,
especialmente com fins de controle populacional, e a escassez de pesquisas de sua correlagio com a
producdo lacrimal, dentro da Medicina Veterinaria, objetivou-se investigar a producio lacrimal em cadelas
submetidas a este procedimento.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE, sob a licenca
de nimero 050/2015.

As pacientes foram avaliadas por meio de exame clinico, hemograma, perfil renal (ureia e
creatinina), perfil hepatica (alanina-aminotransferase, aspartato amitransferase, fosfatase alcalina e
albumina) e teste de glicemia. Os animais com quaisquer tipos de alteragdes sistémicas ou com evidéncias
de enfermidades extraoculares foram excluidos da pesquisa. A partir de entdo foram constituidos cinco
grupos experimentais: Grupo controle - CO (n= 24 olhos) cadelas nao castradas com idade entre um e
cinco anos; C1 (n=22 olhos) cadelas castradas ha um ano; C2 (n= 26 olhos), cadelas castradas ha dois anos;
C3 (n= 20 olhos), cadelas castradas ha trés anos e C4 (n=20 olhos), cadelas castradas ha mais de quatro
anos.

Em seguida todas as pacientes foram submetidos ao exame oftadlmico. O teste lacrimal de
Schirmer foi realizado através da inserc¢do da tira (Ophtalmos®) na por¢do medial da palpebra inferior
durante um minuto, sem a utilizacdo de anestésico local (TLS). Em seguida, observou-se a quantidade
umedecida na tira e sua respectiva marcacdo a escala em milimetros estabelecida na tira.

Para verificar o tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL), foi aplicada fluoresceina sddica a 1%
no fornix inferior, aguardando-se o animal piscar por 1 a 2 vezes. Em seguida, as palpebras eram mantidas
abertas através das maos do operador. [luminavam-se os olhos utilizando-se l1ampada de fenda com filtro
azul de cobalto, e, com o auxilio de um crondémetro, o tempo entre o tltimo pestanejar e o aparecimento
dos primeiros pontos secos foi considerado o tempo de quebra do filme lacrimal.

Para determina¢des hormonais de estradiol e testosterona foram coletadas amostras sanguineas
por venopuncdo jugular em tubos sem anticoagulante. Realizou-se centrifugacdo das amostras por um
periodo de 15 minutos a 500 G. Em seguida, as aliquotas de soro foram acondicionadas em tubos de
polietileno, tipo Eppendorf e armazenadas a temperatura de -20 °C até momento da andlise. Para
mensurac¢do dos valores séricos, foi empregada a técnica de eletroquimioluminescéncia utilizando-se kits
comerciais (Kit Reagente Acess Testosterona e Kit Reagente Acess Estradiol).

Para a analise da normalidade das variaveis utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente,
as variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelos testes T de Student e Tule HSD.
Para as varidveis ndo paramétricas, empregou-se os testes de Mann-Whitney U, Que-quadrado (X 2) e
Exato de Fisher. Para a andlise de correlacdo entre as variaveis utilizou-se o teste de Spearman, adotando-
se a seguinte interpretacdo: 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte)
(Sampaio 1998). O programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a execugdo dos calculos
estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 olho seco é uma enfermidade que sofre muitas influéncias relacionadas ao meio ambiente e
fatores sistémicos, como doencas ou uso de medicagdes topicas e sistémicas. Assim, doengas autoimunes,
cinomose, dermatopatias, doengas metabdlicas, alacrimia congénita, hipoplasia congénita de acinos
lacrimais, protrusdo da glandula da terceira palpebra, lesdes traumaticas, além dos fatores ambientais,
como poluicdo, temperatura e umidade, podem se associar a sindrome do olho seco (Koch & Sykes 2002,
Gelatt 2003, Schellini et al. 2004, Slatter 2005, Pigatto et al. 2007). No sentido de minimizar o efeito dessas
influéncias nos grupos estudados, foram selecionados animais livres de doencas sistémicas pregressas e
que nao fizessem uso de medica¢des que pudessem interferir nos resultados, tais como de uso de drogas
como as sulfonamidas e atropina que podem interferir na produgio lacrimal.

A avaliacdo ocular para deteccdo de olho seco inclui varios exames, porém nenhum pode ser
considerado eficiente utilizado isoladamente. Entres os testes tém-se o TLS, TRFL, uso de corantes vitais
verde lisina e rosa bengala (Schellini et al. 2004), meiobometria ( Ofri et al. 2007), determinacdo da
osmolaridade lacrimal (Marques et al. 2015). Neste estudo optou-se avaliar o filme lacrimal pelos TLS e o
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TRFL, eu sdo exames classicos para avaliacdo deficiéncia lacrimal além de serem testes de facil execucao
podendo serem instituidos na pratica clinica.

Estudo demonstrara que a maioria das pessoas que apresentam distirbios oculares relacionados
a produgdo lacrimal sdo mulheres, sugerindo o sexo feminino como um fator de risco. Observou-se
também que muitas vezes o olho seco ocorre durante a menopausa e envelhecimento (Schaumberg et al.
2001), porém o mecanismo subjacente a esta diferenca associada ao sexo na prevaléncia de sindromes de
olho seco é desconhecida (Schaumberg et al. 2001, Sullivan et al. 2002). Nesse sentido, optou-por avaliar a
mesma correlacdo na medicina veterindria, uma vez que cadelas submetidas a castracdo possuem
decréscimo dos niveis de hormoénios sexuais circulantes, assim como as mulheres na menopausa. Ao
mesmo tempo, avaliou-se o fator tempo de castracdo agravaria esta possivel situacdo de olho seco. Para
tanto, dividimos os grupos experimentais de acordo com o tempo de castracdo, respeitando a idade
maxima de cinco anos, jA que se sabe que individuos mais velhos tendem a ter TLS diminuido, e
consequentemente maior risco de desenvolver olho seco (Herrera 2008).

A partir dos dados coletados, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos estudados
quando relacionados o tempo de castragdo e a producdo lacrimal (Quadro 1). Por outro lado, quando
comparados os animais castrados como um todo, e os ndo castrados, observou-se que 59,9% dos animais
castrados apresentaram diminuicdo no TLS, e destes 39,5% apresentaram valores inferiores a 10 mm,
sugerindo CCS (Grahn & Sore 2004). Os animais pertencentes ao grupo controle, por sua vez,
apresentaram valores normais para o referido teste. Segundo Barabino et al. (2004), o valor médio normal
pra o TLS em cdes é de 20mm min, valores entre 10 e 15mm min!indicam uma suspeita de CCS e
animais que apresentam valores inferiores a 10mm min-1 sdo considerados acometidos com CCS.

Em relacdo ao TRFL, 98,8% dos animais pertencentes aos grupos de individuos castrados
apresentaram diminuicdo do mesmo. O tempo considerado dentro do pardmetro normal de quebra do
filme lacrimal em cies é de aproximadamente 20 segundos ou mais (Saito & Kotani 2001). Os valores
menores que 20 segundos sdo indicativos de CCS, quando associados com sinais clinicos como desconforto
ocular, fotofobia, blefarospasmo, secre¢do ocular mucopurulenta, dlceras de cérnea, vascularizacdo da
cérnea, hiperemia conjuntival e prurido discreto (Barabino et al. 2004). Dos animais avaliados nesse
estudo que apresentaram TRFL inferior a 20 segundos, 20,3% apresentaram alteragdes oftalmicas
sugestivas de CCS, tais como secrecdo mucopurulenta, hiperemia conjuntival e lesdes de cérnea. Os
resultados encontrados concordam com Barabino et al. (2004), que afirmam que ao utilizar o TRFL, deve-
se associar o resultado obtido a apresentacdo clinica do animal, uma vez que o animal pode apresentar
alteracdo no teste e ndo ter sinais clinicas de CCS, como foi encontrado em alguns individuos da avaliacao.

Dentre os animais que apresentaram alteragdo ocular associada a CCS e TRFL diminuido, todos
estavam entre os animais castrados. Essas alteragdes observadas estdo relacionadas com fungio das
glandulas Meibomianas, uma vez que estas sdo responsaveis pela quantidade e qualidade de lipidios que
compde a camada lipidica do filme lacrimal (Krenzer et al. 2000, Rocha et al. 2000). Por sua vez, as
glandulas Meibomianas sdo 6rgdos alvo de andrégeno tendo a sua secrecdo de conteudo lipidico
influenciada por estes hormoénios (Sullivan et al,, 2000), que exercem um impacto significativo sobre a
saude e integridade do olho (Sulivan et al. 2002; Ebeigbe & Ebeigbe 2014). Pode-se observar essa relagdo
nos achados deste trabalho, uma vez que entre o grupo dos animais que apresentaram TRFL diminuido e
sinais clinicos de CCS, eram animais submetidos ao procedimento de castrac¢io, sugerindo que estes estdo
predispostos a desenvolver a sindrome.

Observa-se que no TLS houve diferenca significativa entre alguns grupos (Quadro 1). Animais do
grupo C4, que foram submetidos a castra¢cdo ha mais de quatro anos, apresentaram valores médios de TLS
abaixo do limite minimo (9,40+2,58) para produgéo lacrimal proposta por Grahn & Storey (2004), sendo
considerados animais acometidos pela CCS. Os demais animais pertencentes aos grupos de animais
castrados podem ser considerados suspeitos, uma vez que apresentam valores para o TLS inferiores a
15mm min-1.
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Quadro 1. Comparacio entre os valores obtidos nos Teste Lacrimal de Shirmer, Tempo de Ruptura do
Filme Lacrimal e dosagens de testosterona e estradiol por grupo.

Grupo Schimer2 TRFL2 Testosterona® Estradiol®
Co Valores* 23,00%3,172 19,07+3,444 0,07+0,12 54,92+29,52
Mediana 23,00 18,00 0,014 44,50~
c1 Valores* 14,77+5,048 10,05+4,008 0,09+0,23 18,82+8,22
Mediana 15,00 8,83 0,0048c¢ 19,008
c2 Valores* 14,405,508 8,34+3,118 0,01+0,01 14,40+4,92
Mediana 12,00 8,33 0,008¢ 13,50¢
c3 Valores* 14,15+6,208 9,37+2,568 0,01+0,01 12,20+4,32
Mediana 13,00 9,46 0,008¢ 13,50¢P
ca Valores* 9,40+2,58¢ 7,47+1,658 0,01+0,03 9,50+4,35
Mediana 9,50 7,33 0,00¢ 9,00P

aComparacgdo entre as médias dos grupos pelo teste de Tukey HSD; b Comparacdo entre medianas pelo
teste Mann-Whitney U; * Média e desvio padrdo para varidveis quantitativas e frequéncias para as
qualitativas; Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Segundo Mengher et al. (1985), um valor de referéncia de < 10 segundos para o TRFL é utilizado
para diagndstico de olho seco. No entanto, Dews (2007) classifica a gravidade do olho seco por meio de
sinais e sintomas e alteracdes da superficie ocular, e categoriza valores de TRFL abaixo de 10 segundos
como nivel dois, numa escala de um a quatro. Neste estudo, foi observado que todos os grupos de animais
castrados apresentaram uma prematura TRFL, abaixo de 10 segundos, o que sugere que as cadelas
castradas tem uma tendéncia a diminuicdo no TRFL, o que pode evidenciar uma deficiéncia qualitativa da
estabilidade do filme lacrimal (Barabino et al. 2004).

A diminuicdo do TRFL é de grande importancia no diagndstico do olho seco em todas as espécies
(Davisson & Kuonem 2004), uma vez que a cobertura oleosa retarda a evaporagdo da por¢do aquosa
promovendo a distribuicdo estivel das lagrimas sobre a cérnea, aumentado a tensdo superficial (Alves
2010, Gelatt 2003). Esta relacdo entre as por¢des aquosa e lipidica do filme lacrimal é reforcada pela
observacao da correlacdo positiva entre o TLS e a TRFL que obtive-se neste estudo, logo se observa que
deve haver relacdo de estabilidade este as camadas componentes do filme lagrimal, a fim de garantir a
integridade da cérnea. A deficiéncia ou até mesmo em alguns casos mais graves, a auséncia, do filme
lacrimal pode representar um sério impacto sobre os olhos, onde a ndo administragdo de lagrimas
artificiais ou terapia para os disturbios do filme lacrimal, pode levar ao ressecamento, predispor a
infeccdes microbianas, ulceracido e perfuracdo da cérnea, que evoluem para deficiéncia visual e até mesmo
cegueira (Sullivan et al. 2000, Worda et al. 2001).

Observou-se uma correlagdo entre os niveis hormonais e os testes empregados para detec¢do do
olho seco (Quadro 2). Houve uma correlacdo fraca entre o TLS e os niveis de testosterona, e entre o TRFL e
niveis séricos de testosterona. Por outro lado houve uma correlacdo positiva forte entre os mesmos testes
e os niveis de estradiol. Demostrando que os animais castrados, que apresentam niveis de estradiol
significativamente diminuidos, apresentaram também diminui¢do do TLS e TRFL.

Luo et al. (2001) demonstraram que a castracdo de coelhos, provoca atrofia das células epiteliais
da glandula lacrimal, a regressao das vesiculas de muco das células acinares e diminuicdo significativa no
nimero de células caliciformes da conjuntiva. O que leva a diminuicdo na quantidade e qualidade do filme
lacrimal, observadas nos teste lacrimal de Schirmer e no teste de ruptura do filme lacrimal,
respectivamente.

Assim, a reducdo dos niveis de estrégenos devido a castragdo, pode ser a causa do olho seco nos
individuos estudados. A partir do resultado ficou evidente que o volume e a qualidade da lagrima foram
menores nos animais submetidos a castracdo em comparagdo com os ndo castrados. Ebeigbe e Ebeigbe
(2014), em estudo realizado com mulheres na pré-menopausa e poés-menopausa, demostraram que ha
uma diferenga significativa entre o TLS e o TRFL entre os grupos pré e pds-menopadusicas, porém por
outro lado revelou haver uma correlacdo positiva entre a producao lacrimal e os niveis séricos de
testosterona. O que ndo foi observado em nesse estudo, uma vez que se observou essa correlagio entre os
niveis séricos de estradiol.
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Quadro 2. Correlacdo de Spearman entre as variaveis do estudo.

Idade Schirmer TRFL Testosterona Estrégeno
Grupo 0,114 0,274 0,401 0,150 0,279
Valor P 0,231 0,004* <0,001* 0,114 0,003*
Idade -0.384 -0,330 -0,106 -0,541
Valor P 0,001* 0,001* 0,265 <0,001*
Schirmer 0,708 0,140 0,588
Valor P <0,001* 0,144 <0,001*
TRFL 0,213 0,604
Valor P 0,023* <0,001*
Testosterona 0,281
Valor P 0,003*

*Associagdo significativa ao nivel de 5%. TLS: Teste Lacrimal de Schirmer, TRFL: Tempo de Ruptura do
Filme Lacrimal,

Apesar do TRFL e os niveis de testosterona ndo apresentarem correlacdo neste estudo, a
deficiéncia de andrégenos é considerada um fator etioldgico fundamental na patogénese da disfuncio das
glandulas meibomianas e olho seco evaporativo (Krenzer 2000, Rocha et al. 2000, Sullivan 2000). Sabe-se
que andrdégenos estdo envolvidos no controle do desenvolvimento, na diferenciacdo e producio de
lipideos das glandulas sebaceas por todo corpo, atuando sobre tudo nas células acinares dessas glandulas
(Imperato-Mcginley et al. 1993). Fatores que induzem a uma deficiéncia de andrégeno e levam a um perfil
lipidico aletrado, como o que ocorre nas doencas auto-imunes e menopausa, sdo considerados fatores
etiologicos importantes no desenvolvimento da disfuncdo da glandula meibomiana o que resulta na
evaporacdo aumentada e diminuicdo da estabilidade do filme lacrimal (Worda et al. 2001). Além da sua
acdo nas glandulas lacrimais, onde o declinio dos niveis de androgénio provocaria regressio glandular
(Azarollo et al. 1995, Azarollo et al. 1997; Azarollo et al. 1999).

CONCLUSAO

A diminuicdo dos niveis séricos de testosterona e de estradiol em cadelas submetidas a
castracdo afetam quantitativamente e qualitativamente o filme lacrimal, o que indica uma maior
predisposi¢do ao desenvolvimento de olho seco. Tal resultado enfatiza a importancia do acompanhamento
clinico a fim de prevenir os sinais caracteristicos de uma CCS, atuando de forma preventiva por meio de
administracio da terapéutica adequada para cada paciente.
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RESUMO

Obijetivou-se realizar um estudo citolégico e microbioldgico da conjuntiva de cadelas
com diminuicdo da producdo lacrimal. Foram coletadas amostras conjuntivais de cadelas, sem
raca definida, castradas, estas foram agrupadas em dois grupos, com producéo lacrimal dentro
dos parametros de normalidade e outro com diminuicéo da producéo lacrimal. Foi realizada a
avaliacdo microbioldgica e citologia conjuntival esfoliativa da conjuntiva palpebral. Para a
andlise da distribuicdo das amostras utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. A partir disso,
realizou-se a analise das variaveis por meio do teste ndo-paramétrico de Qui-quadrado. Houve
predominancia de células epiteliais superficiais e um aumento das células queratinizadas na
citologia conjuntival de cadelas com producédo lacrimal diminuida. O estudo microbiologico
da conjuntiva palpebral demosntrou que ndo h& mudanca na microbiota conjuntival de
animais com producédo lacrimal reduzida, dentre os agentes microbianos Sthaphylococcus sp.
foi o predominante entre as bactérias e a levedura Candida sp, o fungo mais encontrado.

TERMOS DE INDEXACAO: citologia conjuntival, olho seco, cdo, microbiota conjuntival
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ABSTRACT

The objective was to conduct a cytological and microbiological study of the
conjunctiva of dogs with decreased tear production. conjunctival samples from dogs were
collected, mixed breed, spayed, animals were divided into two groups, with tear production
within normal parameters and the other with decreased tear production. microbiological
evaluation and conjunctival exfoliative cytology of eyelid conjunctiva was performed. For the
analysis of the distribution of samples we used the Shapiro-Wilk test. From this, there was the
analysis of the variables using the non-parametric Chi-square. There was a predominance of
superficial epithelial cells and an increase in keratinized cells in conjunctival cytology dogs
with decreased tear production. The microbiological study of the palpebral conjunctiva
demosntrou no change in conjunctival microbiota of animals with reduced tear production,
from the microbial agents Staphylococcus sp. was the most prevalent among bacteria and the
yeast Candida sp. fungus found more.
INDEX TERMS: conjunctival cytology, dry eye, dog, conjunctival microbiota

INTRODUCAO

A conjuntiva é a mais exposta de todas as membranas mucosas, revestindo as por¢des
internas das palpebras superiores e inferiores, a terceira palpebra, e a parte anterior do bulbo
ocular, é responsavel por desempenhar um importante papel na dindmica lacrimal, na
protecdo imunoldgica do olho, nos movimentos oculares e na cicatrizacdo corneal (Gelatt
2003, Slatter 2005). O epitélio conjuntival é do tipo pavimentoso estratificado néo
queratinizado, composto por diversas camadas celulares que incluem células cuboides,
poliédricas ou intermediarias circulares e outra camada de células colunares superficiais. Ao
longo de todo o epitélio observam-se células caliciformes que sdo responsaveis pela producdo
de mucina, componente fundamental na composicao da lagrima (Raskin e Meyer 2003).

Devido a sua exposicdo ao meio ambiente, a conjuntiva estd sujeita a diversas
enfermidades (Ribeiro et al. 2008) sendo sede de lesdes com variadas etiologias, como as
alteracbes degenerativas, circulatérias, inflamatdrias, do crescimento e desenvolvimento, o
gue impossibilita o diagnostico apenas pelo exame clinico (Lima et al. 2005). Nesse sentido,
a citologia conjuntival & uma técnica de facil realizagdo, baixo custo e util no diagnostico

precoce das afeccdes conjuntivais por preceder procedimentos mais invasivos, acrescentando
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informagdes para a confirmagdo da suspeita clinica e implementacdo da terapéutica ocular
mais adequada, independente da espécie (Brandao et al. 2002, Lima et al. 2014).

Diversos estudos demonstraram que a microbiota presente em olhos de cées saudaveis
¢ composta predominantemente por bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus sp,
Bacillus sp e Streptococcus sp (Andrade et al. 2002, Prado et al. 2005, Santos et al. 2009, Oria
et al. 2013,) e fungos ambientais, Penicillium sp, Fusarium sp, Dermatium sp., Aspergillus sp,
Candida sp, e Clasdosporium sp (Gerding e Kakoma 1990, Verneuil et al. 2014) . Essa
microbiota prépria da superficie ocular desenvolve importante papel, uma vez que a mesma
participa da manutengdo da saude ocular, impedindo o crescimento excessivo de agentes
potencialmente patogénicos; porém, ocorrendo danos a integridade da coOrnea, estes
microrganismos podem tornar-se agentes patogénicos, que podem levar a perda da visao
(Gerding e Kakoma 1990).

O olho seco é uma desordem comum em cdes com uma incidéncia entre 11 e 14%
(Almeida et al. 2004, Andrade e Laus 1997). Os disturbios quantitativos e qualitativos do
filme lacrimal geralmente estdo relacionados com danos a superficie corneana e da
conjuntiva. Os pacientes com olho seco possuem a osmolaridade do filme lacrimal maior do
que em pacientes normais. Esta hiperosmolaridade causa danos por aumentar a osmolaridade
das células epiteliais e pela ativacdo de eventos da cascata inflamatdria na superficie ocular,
com liberacdo de fatores inflamatdérios na lagrima (Dews, 2007), o que estimula as
terminacOes nervosas da cdrnea, levando a sintomas de desconforto ocular, aumento do ato de
piscar e inicialmente secrecdo lacrimal reflexa compensatdria (Grahn e Andares 2004; Dews
2007), enfermidade corneal progressiva e reducdo da viséo (Gelatt 2003).

A diminuicdo da producédo lacrimal pode levar a alteracdes do epitélio conjuntival e
corneano, além de favorecer injurias na cérnea, que por sua vez podem levar ao desequilibrio
da microbiota da superficie ocular. Neste contexto objetivou-se realizar um estudo citoldgico

e microbiologico da conjuntiva de cadelas com diminuigéo da producéo lacrimal.

MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco, licenga N° 050/2015.

Foram coletadas amostras conjuntivais de cadelas, com peso médio de 12,8 kg, sem

raca definida, com idade entre 1 e 5 anos. Os animais foram submetido a avaliacdo prévia,
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para tanto, seguiu-se a semiotécnica clinica (Feitosa 2014) e oftdlmica (Gelatt, 2003), além de
hemograma e exames bioquimicos (ureia, creatinina, alanina-aminotransferase, aspartato
amitransferase, fosfatase alcalina e albumina) no intuito de selecionar cadelas higidas, livres
afeccbes que pudessem interferir nos resultados obtidos. Realizou-se o Teste Lacrimal de
Schirmer (TLS) para mensura¢do da producdo lacrimal. O TLS foi realizado por meio da
insercdo da tira (Ophtalmos®) na porcao medial da palpebra inferior durante um minuto. Em
seguida, observou-se a quantidade umedecida na tira e sua respectiva marcacao a escala em
milimetros estabelecida segundo o fabricante. Nenhum dos cées estava recebendo tratamento
antimicrobiano sistémico ou topico antes da coleta das amostras.

Foram constituidos dois grupos experimentais, a saber: GC grupo controle (n= 24
olhos) ao teste lacrimal de Schirmer, dentro da normalidade, de >10- 25 mm, auséncia de
lesGes oculares ou em anexos, Grupo GD (n= 30 olhos), animais com diminuicéo da producéo
lacrimal 10 — 0 mm (Carvalho et al., 1992).

Para avaliagdo microbiol6gica foram colhidas amostras com auxilio de swabs (Bac-
Swab — DME) estéril, pressionando-os direto e levemente no saco conjuntival inferior, por
meio de movimentos rotatorios. Em seguida, estes foram armazenados em tubos de ensaio
com meio de transporte Stuart e mantidos sob refrigeracdo, entre +2 e +8°C.

Para isolamento de bactérias aerobias, as amostras foram semeadas em Agar sangue de
carneiro a 6% e Agar Levine, incubadas a 37 °C por 24-48 horas. Apds 0 crescimento das
colénias nos diferentes meios, foi realizada a identificacdo priméaria das bactérias.
Observaram-se as caracteristicas macroscépicas das coldnias bacterianas, que incluiam brilho,
cor, tamanho, morfologia e presenca ou ndo de hemodlise. Em seguida, procedeu-se com a
avaliacdo das caracteristicas morfotintoriais, utilizando-se a técnica de Gram (Tortora et al.
2010). Na sequéncia, apés o isolamento das colbnias, as amostras de bactérias Gram negativas
foram submetidas a testes bioquimicos para a identificacdo quanto a espécie e/ou género
(Tortora et al. 2010).

Para o isolamento de fungos, os swabs foram inoculados em caldo Sabouraud e
incubados em aerobiose em temperatura ambiente; apos trés dias de incubagdo as amostras
foram semeadas em Agar Sabouraud, sendo mantidas nas mesmas condicdes descritas. Uma
classificacdo inicial foi realizada pela analise morfolégica das colbnias, classificando-as
segundo apresentacdo de micélios vegetativo, aéreo e reprodutivo. Foram entéo,

confeccionadas laminas a partir das col6nias, que foram coradas pelos métodos de Gram e
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azul de metileno (Tortora et al. 2010). As amostras que ndo apresentaram crescimento em
quatro semanas foram descartadas como negativas.

Realizou-se a citologia conjuntival pelo método de abrasdo com escova, utilizando-se
escovas coletoras estéreis (escova cervical modelo regular estéril, Kolplast Cia Ltda),
destinando-se uma escova para cada colheita. A escova foi introduzida no saco conjuntival
inferior, sendo girada e atritada sobre a conjuntiva. As células foram transferidas para uma
lamina (Invicta, Barrio Cia Ltda.) rolando-se a escova ao longo da superficie da mesma. As
laminas foram fixadas em metanol e coradas pelo método de Rosenfeld (metanol, Giemsa,
May-Greunwald) utilizando-se a mesma metodologia para esfregacos sanguineos descrita por
Birgel (1982), e montadas com resina sintética (Entellan - Merck) e laminula (Invicta, Barrio
Cia Ltda).

As laminas foram analisadas em aumento de 100x realizando-se analise qualitativa e
quantitativa das células e presenca ou ndao de muco. As células foram reconhecidas e
analisadas, individualmente, em aumento de 1.000x utilizando objetiva de imersdo. As células
epiteliais superficiais, intermediarias e basais, bem como as queratinizadas foram
quantificadas, percorrendo-se cada lamina em zigue-zague, até que se perfizessem 100
células. Agrupamentos celulares e elementos degenerados ou danificados foram evitados. A
avaliacdo qualitativa foi realizada considerando a taxa de células preservadas com detalhes
bem definidos de ndcleo e citoplasma (Yagmur et al. 1997).

Para a analise da normalidade das variaveis utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, as variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelos
testes T de Student, analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Em relacdo as ndo
paramétricas, empregaram-se os testes de Kruskal-Wallis H, Mann-Whitney U e Qui-
quadrado (Sampaio, 1998). O programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a

execucao dos calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Previamente a coleta das amostras de citologia conjuntival, nd&o foram utilizados
colirios anestésicos, evitando-se assim o seu efeito citotdxico e bacteriostatico, ja que este
estudo tambem envolve avaliacdo da microbiota conjuntival (Malerba, 1990). Alguns autores
relataram que o método esfoliativo causa certo grau de desconforto ao animal (Borges et al.

2012, Venancio et al. 2012), os animais mantiveram-se tranquilos e ndo demonstraram
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desconforto durante a coleta Lima et al (2014), observou resultado semelhante dispensando o
uso do colirio anestésico.

A citologia conjuntival é uma técnica Util no diagnostico precoce das afeccbes
conjuntivais, uma vez que fornece informacdes que podem confirmar a suspeita clinica e
auxiliar na escolha da adequada terapéutica, além de ser uma técnica simples, de baixo custo e
pouco invasiva (Branddo et al. 2002, Raskin e Meyer, 2003). Neste estudo optou-se pela
técnica de esfoliacdo conjuntival utilizando a escova de citoldgica cervical, uma vez que este
meio de coleta ja foi descrita como adequada para a avaliacdo das camadas mais profundas,
preservando a integridade e distribuicdo celular na ldamina de microscopia, com menor
sobreposicdo de células (Bauer et al 1996, Yagmur et al 1997, Peterson-Jones e Crispin,
2006).

A técnica mostrou-se satisfatoria, permitindo obter uma amostragem de material
suficiente, boa preservacdo de nucleo e citoplasma, além de ter se mostrado um instrumento
de fécil utilizacdo e baixo custo. Venancio et al (2012) em seu estudo relatou resultados
semelhantes relacionados a quantidade e qualidade de material obtido com a utilizacdo do
método de citologia esfoliativa em gatos saudaveis. Evodia (2007) e Lima et al (2014),
encontram resultados equivalentes em estudo com cdes obtendo amostras com alta
celularidade e preservacdo morfoldgica, demostrando que a técnica de citologia esfoliativa é
util para avaliacdo da superficie ocular. O exame microscdpico das laminas demonstrou
abundantes células epiteliais conjuntivais adequadamente coradas apresentando citoplasma
levemente basofilico ou pouco corado pelo Giemsa.

As amostras estudadas, de ambos 0s grupos, apresentaram células epiteliais como tipo
celular mais abundante. Resultados semelhantes aos estudos de citologia conjuntival de
diferentes espécies (Malerba 1990, Rocha et al. 2001, Borges et al. 2012, Venancio et al.
2012), caracterizando que ha uma predominancia desse tipo celular em amostras oriundas de
conjuntiva palpebral. As células epiteliais constituem a primeira camada celular da
conjuntiva, e devem estar presentes em todas as amostras citoldgicas, quando ndo estdo
presentes na amostra torna-se evidente que coleta ndo foi adequada (Rito, 2009).

As amostras oriundas do grupo controle apresentaram abundante células epiteliais
conjuntivais de todos os tipos celulares (Figura 1), sendo as células intermediarias as mais
comuns (87,9+4,), seguida das ceélulas superficiais (9,4£3,6), resultados semelhantes ao

encontrado por Borges et al. (2012), que teve uma média de 11,5 de células superficiais em
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191  estudo de citologia conjuntival de cdes sem alteracGes oftdlmicas utilizando como técnica de
192  citologia esfoliativa.
193

194
195 Fig. 1. Fotomicrografias de células conjuntivais de cdo colhidas por meio de abrasdo com

196  escova. (A) Célula Caliciforme. (B) Célula Basal. (C) Células Intermediarias. (D) Células
197  Superficiais. (E) Célula Escamosa. Giemsa, 400x.

198

199 Nas amostras do grupo com diminuicdo da producdo lacrimal, foi observada a
200  predominéncia de células superficiais (55,9+9,4), também foi observado um aumento do
201  numero de células queratinizadas (2,4+2,9) (Tabela 1). Quando se compara 0S Qgrupos
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observou-se uma mudanca significativa na apresentacdo dos tipos celulares, esta alteragéo
pode esta relacionada com uma reacdo tecidual perante o ressecamento no qual a superficie

ocular estava exposta, que levou a predominancia de células epitelias mais velhas (Lima et al.

2014).

Tabelal. Resultados do TLS, citologia conjuntival e exame microbiologico do Grupo |

(controle), e Grupo Il (animais com producéo lacrimal diminuida).

o GC (n=24) GD (n=30)
Exame citoldgico i i
Valores* Mediana Intervalo | Valores Mediana Intervalo
] 23,0+3,1% 23,0 18,0- | 8,4+2,3° 10,0 1,0-10,0
Teste de Schirmer?
30,0
Células superficiais® 9,4+3,6° 9,0 3,0-15,0 | 55,9+9,4" 57,5 31,0-70,0
) ) 87,9+4,3" 87,5 80,0- |40,4+9,8° 39,5 28,0-69,0
Células intermediarias®
96,0
Células basais® 0,4+0,8 0,00 0,0-3,0 | 0,4+0,6 0,0 0,0-3,0
Células queratinizadas®  0,38+0,6 0,0° 0,0-2,0 | 2,4+29 2,0% 0,0-10,0
Células caliciformes® 1,8+1,2 2,0% 0,0-4,0 | 0,8+1,0 0,08 0,0-3,0
S 62,5% - - 66,7% - -
Exame microbioldgico®
(15) (20)

n — nimero de amostras; * Média e desvio padrdo para variaveis quantitativas e frequéncias
para as qualitativas; * Comparagdo entre as médias dos grupos pelo teste t de Student; °
Comparacdo entre medianas pelo teste Mann-Whitney U; Associacdo das frequéncias pelo
teste de Qui-Quadrado; Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (P<0,05).

Né&o foi observada a presenga de células inflamatdrias nas amostras analisadas, de
ambos 0s grupos. Estudos anteriores, demonstraram que na citologia conjuntival de olhos
saudaveis raramente se observa a presenca de células queratinizadas e de células inflamatorias
(Lavach et al. 1977, Bolzan et al. 2005), corroborando com o que foi observado nesse estudo.

Foram encontradas raras células caliciformes (1,8+1,2 e 0,8+1,0), havendo
predominancia deste tipo celular no GC. A reduzida celularidade das células caliciformes
pode ser justificada, pela localizacdo dessas células e 0 método de coleta. Uma vez que as
células caliciformes sdo encontradas em maior concentracdo no fornice inferior e a coleta por

citologia esfoliativa com a escova ginecoldgica obtém amostra mais facilmente da conjuntiva
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palpebral (Moore et al. 1987). Embora pouco se saiba sobre os fatores que influenciam a
densidade e distribuicdo das células caliciformes conjuntivais, o grau de hidratacdo
conjuntival foi apontado por Moore et al. (1987) como um fator exdgeno relevante. Neste
estudo foi observado que animais com a producéo lacrimal diminuida teve uma reducédo no
namero de células caliciformes, corroborando ao sugerido por Moore et al. (1987) e com
estudo com cdes portadores de ceratoconjuntivite seca (CCS), onde foi observado relacdo
direta entre a enfermidade e a reducdo da densidade de células caliciformes (Moore et al.
2001).

O estudo da microbiota conjuntival evidenciou crescimento em 62,5% e 66,7% das
amostras analisadas dos grupos controle e com diminuicdo da producdo lacrimal,
respectivamente. Em cerca de 70 a 90% dos cdes saudaveis € possivel isolar microrganismos
do saco conjuntival (Gelat 2003), essa variacdo pode ser relacionada pelas diferentes técnicas
de coleta do material. Nesse estudo optou-se pela utilizacdo de swabs secos estéreis, no intuito
de evitar possivel contaminacdo quando se os umdedece previamente a coleta. Souza (2001),
utilizando também swabs secos estéreis, obtiveram respectivamnete, 50 e 66,6% de culturas
positivas em conjuntivas de cdes saudaveis. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos,
demonstrando que ndo ha diferenca na microbiota conjuntival de cadelas com producéao
lacrimal normal e cadelas com a producdo lacrimal diminuida. Este achado pode ser
justificado por serem amostras de animais que nao apresentaram lesdes oculares e de anexos.

Estudos da microbiota conjuntival tém revelado resultados diferentes, porém estes
estudos apontam espécies de Staphylococcus como as mais frequentemente isoladas (Silva
2001, Teixeira et al. 2002, Prado 2005, Wnag et al. 2008, Oria et al. 2013). Também foi
evidenciado neste estudo que, Staphylococcus sp foi 0 microrganismo mais frequentemente
isolado com 87,0%, seguido de 64,2% de Bacilos Gram positivos e 19,3% de Bacillus sp.
(Tabela 2). Corroborando com os dados encontrados na literatura, que relata que os
microrganismos mais comumente isolados da superfcie ocular sdo as bactérias Gram-
positivas, embora ndo raramente também sejam isolados organismos Gram-Negativos
(Haghkhan, et al 2005). Oria et al. (2013), observou que 60% das amostras de cdes sadios
apresentaram crescimento bacteriano e destas 85,37% eram espécies Gram-positivas enquanto

que apenas 14,63% eram de bactérias Gram-negativas.
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Tabela2. Frequéncia do isolamento de bactérias e fungos do saco conjuntival de cadelas.

Microrganismos FR% FA

Amostras negativas 35,2%° 19
Amostras positivas 64,8%°? 35
Staphylococcussp. 85,7%" 30

Bacilo Gram negativo 57,1%" 20
Candidasp. 11,4%"° 4
Bacillussp. 8,5%" 3
Malasseziasp. 8,5%" 3
Corynebacteriumsp. 5,7%" 2
Streptococcussp. 5,7%" 2
Enterobacteraerogenes 2,8%" 1

FR = Frequéncia relativa; FA = Frequéncia absoluta; * Frequéncia relativa calculada a partir
do total de amostras analisadas (N=54); ° Frequéncia relativa calculada a partir do total de

amostras positivas (N=35).

Os Bacilos Gram negativos em sua maioria, pertencem na & familia
Enterobacteriaceae, encontram-se no solo, na 4gua, na vegetacdo e fazem parte da microbiota
intestinal normal de muitos animais, ja os Sthaphylococcus sp sdo microrganismos presente
na microbiota da pele e mucosa dos animais. Assim, 0s agentes encontrados nesse estudo, sao
microrganismos que compdem a microbiota do saco conjuntival, considerados néo invasivos,
e sdo os que geralmente séo isolados em amostras bacterioldgicas da superficie ocular. Estes
contribuem para manutenc¢do da saude ocular, inibindo o crescimento de patdégenos (Gerding e
Kakoma 1990, Wang et al 2008). No entanto, estes microrganismos podem torna-se
potenciais patdgenos quando ocorre lesdo de cornea, ou com individuos que estejam com a
resposta imunoldgica deprimida (Solari et al., 2004, Winn et al., 2006), ou até mesmo em
animais alvo deste estudo, que tém a produgéo lacrimal diminuida (Barnett, et al 2002).

A ocorréncia de mais de um microrganismo por amostra foi observada em 78,2% dos
casos. Sendo mais frequente Sthaphylococcus sp. e Bacilo Gram negativo, com 48,6% das
amostras, seguido de Sthaphylococcus sp.e Streptococcus sp 8,2%. Outros estudos tem
mostrado que é frequente ser isolado mais de espécie bacteriana, Prado et al. (2005), observou
que 23,4% das amostras analisadas tinham duas ou trés espécies envolvidas.

No que se refere aos isolados da microbiota fungica, foi obrservado a ocorréncia de

12,9% de amostras fungicas na conjuntiva dos animais analisados. Verneuil et al. (2014),
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recuperaram 22% de col6nias fangicas a partir de conjuntiva de cées clinicamente sadios,
valor superior a essa experimentagdo. Este fato pode estar relacionado com a sazonalidade e
regido geogréafica, uma vez que ja foi demonstrado em estudos anteriores que pode haver
prevaléncia de agentes diferentes de acordo com a estacdo do ano (Andrade et al. 2002).

Foram identificadas amostras de Candida sp.e Malassezia spp nas amostras
analisadas, de ambos os grupos. Dentre os agentes fungicos esperados no isolamento na
conjuntiva ocular de cées esta Candida sp., aléem de outros tais como Penicillium sp,
Fusarium sp, Dermatium sp., Aspergillus sp.,e Clasdosporium sp (Gerding e Kakoma, 1990,
Verneuil, et al. 2014).

A Malassezia sp € uma levedura que pode estar associada a dermatites e otites, porém
é frequentemente isolada da microbiota cutanea de animais sadios. Verneuil et al (2014),
isolou Malassezia sp na pele do canto medial do olho, demonstrando que esse tipo de
levedura pode ser recuperada da pele de animais sadios. Estes achados caraterizam que o0s
agentes isolados em estudos de microbiota conjuntival nem sempre estdo relacionados a

alteracdes clinicas.

CONCLUSOES

Ha alteracdo na citologia conjuntival de cadelas com producéo lacrimal diminuida e o
método de esfoliacdo para avaliagdo da citologia conjuntival é confiavel e simples para o
estudo da superficie ocular e diagnostico de patologias que a acomete. A condicdo de
deficiéncia da producdo lacimal ndo ocasionou mudanca na microbiota. Dentre o0s agentes
microbianos o Sthaphylococcus sp foi 0 agente bacteriano mais encontrado, e entre os fungos
a levedura Candida sp.
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FICHA DE EXAME OFTALMOLOGICO

DADOS DO RESPONSAVEL

Nome CPF
Endereco
Cidade
Telefone fixo ( ) Celular ()
IDENTIFICACAO DO ANIMAL
Nome Espécie Raca Sexo Idade Peso
Pelagem Procedéncia
HISTORICO

OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
REFLEXOS: REFLEXOS:
() Ameaca () Ofuscamento () Ameaca () Ofuscamento
() Pupilar Direto () Pupilar Consensual () Pupilar Direto () Pupilar Consensual
() Teste do Algodéo () Teste do Algodao
Tempo de Schirmer um: mm/min Tempo de Schimer um: mm/min
Tempo de Schimer dois: mm/min Tempo de Schimer dois:

mm/min

PIO: PI1O:
Microbiologia () Citologia () Microbiologia () Citologia ()

Palpebras e Conjuntiva

Palpebras e Conjuntiva

OLHO DIREITO

OLHO ESQUERDO

Aparelho lacrimal

Aparelho lacrimal




Céamara anterior

Céamara anterior

Pupila e Iris : Pupila e Iris :
Cristalino Cristalino
Cornea : Cornea

Fluoresceina:

Rosa Bengala:

Fluoresceina:

Rosa Bengala:

Vitreo

Vitreo

Retina

C

Retina:

C

Diagnostico:

Tratamento:

Retorno

Data:

I__

/
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FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO

Data / /

Paciente Espécie Raca Peso
Sexo Pelagem Idade
Tutor
Endereco
Tel
ANAMNESE

ANAMNESE FISIOLOGICA

Habitat: Alimentacdo:
Higiene: Ectoparasitas:
Disseminag&o: Vacinagéo:
Contactantes:

Doencas prévias:

Animal Castrado: () Nado () sim Data Idade no momento da castracéo:
EXAME FISICO

Apresentacéo: Temperamento: Escore corporal:

T° FC FR Mucosas:

Linfonodos:

ACP: TPC: Hidratagdo: Pulso:

PA:

EXAME FISICO ESPECIFICO

Sistema Cardiovascular:

Sistema Respiratorio:

Sistema Digestivo:

Sistema Musculoesquelético

Sistema Nervoso:

Sistema Genito-urinario




Olhos e anexos:

Ouvido e anexos:

Pele:

EXAMES COMPLEMENTARES

Diagnostico Definitivo:

TRATAMENTO

Retorno: / /

Médico Veterinario:

Condutas para o retorno:

66



