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RESUMO

Considerando a importancia da producéo e qualidade lacrimal para a manutencao
de uma codrnea saudavel, o presente trabalho objetivou avaliar a produgéo
lacrimal e a densidade de células caliciformes conjuntivais em caes da raga Shih-
tzu. Trinta e cinco caes Shih-tzu, sendo 33 fémeas e dois machos, adultos, foram
submetidos aos testes lacrimais de Schirmer 1 (TLS-1) e 2 (TLS-2). Destes
animais, quatorze fémeas e um macho foram submetidos a bidpsia conjuntival
para avaliacdo histolégica da densidade e indice de células -caliciformes
conjuntivais (DCC e ICC). Os valores médios obtidos de TLS-1 para os caes
estudados foram de 19,66 + 7,3 mm/min para o olho esquerdo (OE) e de 21,97 +
5,7 mm/min para o direito (OD). Os valores do TLS-2 foram de 10,71 + 6,1
mm/min e de 9,14 + 4,78 mm/min para OE e OD, respectivamente. A densidade
média de células caliciformes (células caliciformes / 50 células epiteliais)
encontrada foi de 13,64 * 3,44 e 13, 64 + 4,07 para os olhos esquerdo e direito,
respectivamente. Os indices de células caliciformes médios correspondentes
foram de 0,27 £ 0,069 para o olho esquerdo e de 0,27 + 0,081 para o olho direito.
Houve diferenga significativa entre os olhos esquerdo e direito para TLS-1. Nao
houve diferenca significativa entre os olhos para TLS-2, DCC e ICC. Os valores
de TLS-1 e TLS-2 nao influenciaram significativamente os valores de ICC. Os
valores de TLS-1 e 2 encontrados para os animais avaliados se encontram dentro
dos padrdes considerados normais, mas os valores médios de ICC e DCC séo
inferiores aos valores descritos na literatura para cées higidos de outras ragas.
Admitiu-se como oportuna a avaliagéo histoldégica dos fragmentos conjuntivais
biopsiados, a qual revelou presenca de areas de metaplasia escamosa em 83,3%
das laminas avaliadas. Destas, 44% apresentavam metaplasias associadas a
infiltrados inflamatdérios predominantemente mononucleares.

Palavras-chave: braquicefalicos, lagrima, mucina, ocular, canino.
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ABSTRACT

Considering the relevance of tear production and tear quality to the
conservation of the corneal health, the present study aimed to evaluate tear
production and conjunctival goblet cells density in Shih-tzu dogs. Thirty five grown-
up Shih-tzu dogs, including 33 females and 2 males, were subjected to Schirmer
tear test 1 (STT-1) and Schirmer tear test 2 (STT-2). Among these dogs, fourteen
females and one male were underwent to conjunctival biopsy for histologic
evaluation of goblet cell density (GCD) and goblet cell index (GCI). The STT-1
mean values found were 19,66 * 7,3 mm/min for left eye (LE) and 21,97 + 5,7
mm/min for right eye (RE). The STT-2 mean values were 10,71 + 6,1 mm/min and
9,14 + 4,78 mm/min for LE and RE, respectively. The GCD mean values found
were 13,64 + 3,44 goblet cells/50 epithelial cells for LE and 13, 64 + 4,07 goblet
cells/50 epithelial cells for RE. The GCls correspondent were 0,27 + 0,069 and
0,27 £ 0,081 for LE and RE, respectively. There was significant difference
between LE and RE STT-1 values. There was not significant difference between
eyes for STT-2, GCD and GCI values. STT-1 and STT-2 values did not influence
significantly GCI values. STT-1 and STT-2 values are within of the pattern
considered normal, but the GCD and GCI mean values are lower than those
values described in literature for healthy dogs of other breeds. The conjunctival
specimens histological evaluation was accepted as convenient, which
demonstrated squamous metaplasic areas in 83,3% of the specimens. Within 44%
of these, squamous metaplasia was predominantly associated with mononuclear

inflammatory infiltrate.

Key-words: brachycephalic, tear, mucin, ocular, canine.



1. INTRODUCAO

Desde que foi oficialmente aceita pela Federagdo Cinoldgica
Internacional em 1957, a raga canina Shih-tzu, de origem tibetana, vem ganhando
cada vez mais popularidade em todo o mundo. Em 1998 alcancou o titulo de
segunda raga mais registrada no Japao e, no Brasil, o numero destes caes
aumenta gradativamente (CONFEDERAQAO BRASILEIRA DE CINOFILIA, 2007;
FEDERACAO CINOLOGICA INTERNACIONAL, 2008). Perspicaz, ativo e alerta, o
Shih-tzu € um cédo de pequeno porte e temperamento décil, qualidades que
facilitam seu manejo em apartamentos e proporcionam harmonioso convivio com
criangas e idosos. Além da pelagem exuberante, as caracteristicas tipicas de uma
raga braquicefalica, como focinho curto, cabecga arredondada e olhos grandes e
brilhantes, sdo elementos estéticos que despertam a simpatia dos criadores
(CONFEDERACAO BRASILEIRA DE CINOFILIA, 2007).

O termo braquicefalico refere-se as racas caracterizadas por cranio curto,
largo e fortemente convexo (SISSON, 1986; KOCH et al., 2003). Embora esta
conformacgao cranial provoque apelo estético, tal particularidade anatémica pode
causar prejuizos a salude e bem-estar destes animais (OROZCO & GOMEZ,
2003). Podem-se citar como exemplo as obstru¢cdes das vias aéreas superiores
decorrentes de estenose das narinas, palato mole prolongado e/ou colapso de
laringe (NELSON, 1989). Nao obstante, a frequéncia de enfermidades oftalmicas
diagnosticadas nos caes braquicefalicos, especialmente nos Shih-tzu, assume
proporgdes relevantes. As alteragdes oculares comuns a raga abrangem entropia
de canto medial, triquiase, dermdide e prolapso da glandula da terceira palpebra
(CHRISTMAS, 1992). Todavia, destacam-se as oftalmopatias que envolvem
alteragbes da cornea, como ceratoconjuntivite seca, ceratites e ulceras corneanas
(CARRINGTON et al., 1989; CHRISTMAS, 1992; SLATTER, 2001; SIMONAZZI &
ZANICHELLI, 2002; CULLEN & GRAHN, 2003; OROZCO & GOMEZ, 2003;
BRANDAO et al., 2004; WOERDT, 2004; TOLAR et al., 2006).

A orbita pouco profunda e o euribléfaro, ou ampla fissura palpebral, sao
peculiaridades anatbmicas que promovem a exoftalmia e lagoftalmia
caracteristicas dos cédes Shih-tzu. A primeira condigdo pode ser definida como

uma protrusao do globo ocular, e a segunda, como um incompleto recobrimento



deste quando ocorre o fechamento palpebral (SLATTER, 2005). Tais
caracteristicas podem promover inadequada distribuicao do filme lacrimal sobre a
superficie ocular, sua evaporagao precoce e aumento da exposi¢gao corneana ao
ambiente externo, o que favorece a desidratacdo da cérnea e o desenvolvimento
de lesdes nesta (CARRINGTON et al., 1989; MOORE, 1999; WOERDT, 2004).
SLATTER (2005) descreveu, especificamente para a raga Shih-tzu, a ocorréncia
de erosbes corneanas profundas, as quais progridem para separagao da cérnea
entre suas lamelas, seguidas de intensa vascularizagao e fibrose.

Embora as particularidades anatdmicas contribuam de forma relevante
para o desenvolvimento de ceratopatias nos caes Shih-tzu, ndo se pode afirmar
que este seja o unico fator desencadeador destas desordens nestes animais
(SAITO & KOTANI, 1999). Considerando a importancia do filme lacrimal para a
higidez da superficie ocular, a avaliagdo do padrdo quantitativo e qualitativo da
producdo lacrimal torna-se oportuna e necessaria para a elucidagdo das
condicdes oculares que envolvem as ceratopatias nos caes Shih-tzu, bem como
para a evolucao de sua terapéutica e prevencao. Este trabalho se propde, pois, a
estudar a producao lacrimal e a densidade de células caliciformes conjuntivais de

caes da raga Shih-tzu.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O filme lacrimal pré-ocular

O componente secretorio do sistema lacrimal produz o filme lacrimal
pré-ocular trilaminar, o qual € considerado por alguns autores como a primeira
camada da superficie ocular (CRISPIN, 2000; SLATTER, 2001). A primeira € mais
externa camada desse filme ¢é a lipidica, formada pelo produto das glandulas de
Meibémio; a camada média € o componente aquoso produzido pelas glandulas
lacrimal principal e da terceira palpebra; e a camada de mucina, em contato com
o epitélio corneano, é produzida pelas células caliciformes e epiteliais superficiais
da conjuntiva ocular (MOORE, 1999).

O filme lacrimal € necessario para manutencdo de uma superficie
ocular homogénea a refracdo da luz; para a lubrificagdo das palpebras, da
conjuntiva e da cornea; para a suplementagdo e nutricdo da cérnea; para a
transferéncia de oxigénio; para o aporte de células de defesa; para a remogao de
corpos estranhos da cérnea e conjuntiva; para a remogao de metabdlitos, bem
como para a defesa da superficie ocular por meio de substancias antibacterianas,
tais como a lactoferrina, as imunoglobulinas e as lisozimas (PRYDAL et al., 1992;
PRYDAL & CAMPBELL, 1992; LAMBERTS, 1994; KING-SMITH et al., 2000).

2.1.1. Camada lipidica

A camada lipidica, ou meibomiana, confere uma superficie plana e
homogénea para refragdo da luz, reduz a evaporacédo lacrimal e previne a
contaminagao do filme lacrimal por debris. A substancia oleosa ou meibum é
produzida pelas glandulas de Meibdmio, que s&o modificagdes de glandulas
sebaceas, localizadas na placa tarsal (DRIVER & LEMP, 1996). O meibum é
formado tanto por lipidios polares quanto por apolares, e possui ponto de
solubilidade mais baixo que a secrecéo sebacea, o que permite sua integragao ao
flme lacrimal (BRON & TIFFANY, 1998). A semelhanca de uma substancia

surfactante, a fracdo polar da camada meibomiana é compreendida por



fosfolipidios dispersos sobre a camada aquosa do filme lacrimal, enquanto a
fracdo apolar repousa na porgao mais superficial (DRIVER & LEMP, 1996)

A tensdo superficial do filme lacrimal € inversamente proporcional a
dispersédo lipidica nele (DRIVER & LEMP, 1996). A diminuicdo da tenséao
superficial promove uma maior solubilidade em agua, reduz a espessura do filme
lacrimal e faz com que os lipidios permanegam dispersos mesmo apos o ato de
piscar. A auséncia da camada oleosa promove evaporagao da por¢ao aquosa da
lagrima, o que resulta em diminuicdo do tempo de ruptura do filme lacrimal,
condigdo de extrema importancia na patogénese da sindrome do olho seco em
todas as espécies (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.1.2. Camada aquosa

A porcao aquosa do filme lacrimal possui como principais fungdes a
lubrificacdo e protecdo da superficie ocular (DAVIDSON & KUONEN, 2004). E
composta por 98,2% de agua e 1,8% de sdlidos constituidos principalmente por
proteinas (GERMAN et al., 1998). Outros componentes da camada aquosa da
lagrima incluem lactoferrina, lisozima, imunoglobulina A secretada (slgA),
imunoglobulina G (IgG), imunoglobulina M (IgM), albumina, transferrina,
ceruloplasmina, pré-albumina especifica lacrimal e glicoproteinas, as quais
participam da defesa especifica e inespecifica da superficie ocular. A porcao
aquosa da lagrima também ¢é essencial fonte de nutrientes para a cérnea, tais
como sais inorganicos, glicose, oxigénio e proteinas (GERMAN et al., 1998).

No cédo, a glandula lacrimal principal e a glandula da terceira palpebra
sdo as principais produtoras da porgdo aquosa do filme lacrimal. Essas gléandulas
tubuloacinares possuem varios ductos pelos quais a secrecdo aquosa € levada
aos fornices conjuntivais (SLATTER, 2001).



2.1.3 Camada mucosa

A camada mucosa do filme lacrimal, composta por mucina,
imunoglobulinas, uréia, sais, glicose, leucocitos, debris celulares e enzimas
(DAVIDSON & KUONEN, 2004), esta localizada entre a camada aquosa do filme
lacrimal e o epitélio corneano. Sua funcao € a de proteger e lubrificar a superficie
ocular, para prevenir seu ressecamento e sua contaminagdo por bactérias
(MCKENZIE et al., 2000). Por ser hidrofilica, permite a adesdo da lagrima ao
epitélio corneano, que é hidrofdbico, acondicionando-o com muco e facilitando a
dispersdo da camada aquosa de forma plana e homogénea na superficie ocular.
O muco nao € firmemente aderido ao epitélio corneano, mas a existéncia do
glicocalix anexado na superficie da cérnea possibilita seu movimento livre, de
forma segura. A camada mucosa também fornece prote¢cdo mecanica, evitando
possiveis danos a superficie corneana por friccado das palpebras no ato de piscar
(DAVIDSON & KUONEN, 2004).

O muco também previne a fixagdo bacteriana na superficie ocular,
mantendo significativa concentragdo de IgA. O muco capta e engolfa o material
estranho, formando um filamento mucoso, que se move para o férnix conjuntival,
onde é expelido do olho. Este movimento permite a constante remocao de debris
celulares, microorganismos e corpos estranhos. E valido ressaltar que a continua
reposi¢cao e renovacado da lagrima também ajudam na inibicdo da aderéncia
bacteriana na superficie corneana (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

Essa substancia mucosa é secretada, principalmente, pelas células
caliciformes da conjuntiva, entretanto, as células epiteliais conjuntivais também
contribuem para sua formagdo. As células caliciformes possuem secrecio
apoécrina e, uma vez estimuladas, vesiculas superficiais que contém
glicoproteinas fundem-se com a membrana destas células (ASHUTOSH, 1993). A
secreg¢ao de mucina pelas células caliciformes pode ser estimulada por histamina,
por antigeno ou por estimulo mecéanico, como ocorre no blefaroespasmo
(CORFIELD et al., 1997).

Anormalidades em quantidade ou qualidade de qualquer uma das trés
camadas do filme lacrimal pré-ocular podem comprometer sua dindmica e suas

fungdes primordiais (MOORE, 1999). Hipertonicidade, desidratagao e hipdxia do



epitélio e estroma corneanos sao os eventos patofisioldgicos iniciais associados a
deficiéncia de lagrima. A lubrificacdo inadequada resulta em irritacdo ocular
decorrente da fricgdo exercida pelas palpebras, bem como em acumulo de
metabdlitos tissulares potencialmente toxicos. Nestas condi¢des, a colonizagcao da
superficie ocular por microorganismos acontece rapidamente, resultando em
infeccao (MOORE, 1999; DAVIDSON & KUONEN, 2004). Visto que o
componente lacrimal secretado em maior volume é o aquoso, a producio
insuficiente deste é considerada deficiéncia lacrimal quantitativa. As deficiéncias
dos componentes lipidico e mucoso do filme lacrimal sdo denominadas desordens
lacrimais qualitativas (MOORE, 1999; CULLEN & GRAHN, 2003).

2.2. Deficiéncia lacrimal quantitativa

A deficiéncia da porgdo aquosa do filme lacrimal no cdo é denominada
ceratoconjuntivite seca (KCS). De ocorréncia comum nesta espécie, a KCS é
caracterizada pelo ressecamento e inflamacgao da cornea e conjuntiva, resultando
freqientemente em lesbes corneanas progressivas e deficiéncia visual (MOORE,
1999; BARABINO et al., 2004).

A auséncia ou reducdo da secrecdo aquosa lacrimal pode resultar de
doenga unica ou de uma combinacdo de condigcbes que afetem as glandulas
lacrimais. Dentre as causas infecciosas de KCS em caes destacam-se a
cinomose e a blefaroconjuntivite crénica. A hipoplasia acinar ocorre em ragas
miniaturas e tem carater hereditario (MOORE, 1999). A KCS farmaco-induzida
pode ocorrer apos terapia sistémica a base de sulfonamida, ou pela utilizacao
cronica de colirio a base de atropina (HOLLINGSWORTH et al., 1992; BERGER
et al., 1998). Os farmacos anestésicos e pré-anestésicos também reduzem,
transitoriamente, a produgdo lacrimal (COLLINS et al., 1995). Devido a
contribuigao significativa da glandula da terceira palpebra para a produgdo da
porcado aquosa lacrimal, sua remogao € uma importante causa iatrogénica da
enfermidade (MORGAN et al.,, 1993). Outras condigcbes apontadas como
causadoras de KCS incluem doencas orbitais traumaticas ou inflamatdrias,

inervacao parassimpatica deficiente e desnervacao sensorial da superficie ocular



(MORGAN et al.,, 1993; KASWAN & SALISBURY, 1990). A irradiagao local
decorrente do tratamento de neoplasias localizadas na cabecga e endocrinopatias,
como hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo e diabetes melittus, também podem
contribuir para a manifestagdo da doenca (KASWAN & SALISBURY, 1990).
Embora as possiveis causas da KCS sejam numerosas, na maioria dos casos, a
etiologia € desconhecida. Estudos histopatologicos do tecido lacrimal de caes
afetados pela KCS idiopatica sugeriram uma base imunoldgica para a doenga
(MOORE, 1999). Relatos de imunopatias concorrentes e de resposta a terapia
imunomoduladora corroboram com os achados histopatolégicos, o que permite
afirmar que a etiologia imunomediada prevalece sobre as demais causas de KCS
em cées (KASWAN et al., 1983; MOORE, 1999).

Os sinais clinicos da KCS variam dependendo do tempo de afeccéo e do
grau de ressecamento. Na forma aguda, o olho torna-se severamente doloroso
em associagcao a ulceracado corneana axial (MOORE, 1999). Todavia, a forma
clinica tipica € mais lenta, iniciando-se com olho vermelho e com descarga
mucoide, progredindo para opacidade da cornea, hiperemia conjuntival e
descarga ocular mucopurulenta persistente. Mais tardiamente, observam-se

ceratite, vascularizagao, pigmentacao e ulceragao corneanas (MOORE, 1999).

2.2.1. O Teste Lacrimal de Schirmer para avaliacdo quantitativa da producéao

lacrimal

O teste lacrimal de Schirmer (TLS), o método padréo para quantificar a
produ¢do aquosa da lagrima no cao (WILLIAMS, 2005; MOORE & BONAGURA,
2000), pode ser classificado em TLS-1 e TLS-2. O primeiro é executado sem
anestesia da superficie ocular, e o segundo, apos instilagdo de colirio anestésico.
O TLS-1 envolve o estimulo de lacrimejamento provocado pela inser¢éo da tira de
papel no saco conjuntival, e inclui as secrec¢des lacrimais residual, basal e reflexa.
O TLS-2 suprime a secregao lacrimal reflexa devido a anestesia da superficie
ocular, e, provavelmente estima somente a secregédo lacrimal basal (SAITO &
KOTANI, 1999; BEECH et al., 2003). O diagnéstico de KCS no céo é baseado nos



sinais clinicos e no valor do TLS-1 (MOORE, 1999). Os valores referenciais

podem ser interpretados conforme o Quadro 1:

QUADRO 1 — Valores de leituras do TLS-1 e respectivas interpretacoes.

Leitura (mm/min) Interpretacao
= 15 mm/min Producéo lacrimal normal
11- 14 mm/min KCS inicial ou subclinica
6-10 mm/min KCS moderada
< 5 mm/min KCS severa

Fonte: MOORE (1999).

SLATTER (2005) descreveu valores normais de TLS-1 e TLS-2 para
caes de 19,8 £ 5,3 mm/min e 11,6 £ 6,1 mm/min, respectivamente. Especula-se
que os valores do TLS-1 e 2 no cao podem ser influenciados pela ragca. Um
trabalho realizado com diferentes racas caninas descreveu valores de TLS-1 e
TLS-2 iguais a 20,2+ 2,5 mm/min e 3,8 £ 2,7 mm/min para caes Beagle, 22,9 + 4,1
mm/min e 9,6 + 3,8 mm/min para o Labrador Retriever, 21,8 + 3,7 mm/min e 8,8 £
3,1 mm/min para o Golden Retriever; e 15,8+ 1,8 mm/min e 3,6 £ 2,8 mm/min
para o Pastor de Shetland (HAMOR et al.,, 2000). Estudando aspectos da
producédo lacrimal em cdes Shih-tzu higidos, SAITO & KOTANI (1999) obtiveram
valores de 18,8 £ 2,3 mm/min para o TLS-1 e 8,2+ 5,4 mm/min para o TLS-2.

Os valores do TLS podem sofrer minimas variagdes de acordo com a hora
do dia (HARTLEY et al., 2006). A idade do animal também influencia na producgao
lacrimal: os cades jovens possuem valores maiores de TLS que os caes idosos
(HARTLEY et al., 2006; KASWAN et al., 1991). Os animais castrados tendem a
ter valores inferiores de TLS quando comparados aos inteiros (HARTLEY et al.,
2006; KASWAN et al., 1985). SANSON & BARNET (1985) e BARNETT (1988)
observaram uma maior ocorréncia de KCS em cadelas, a despeito de as
diferencas entre a produgédo lacrimal de machos e fémeas serem ainda
controversas (HARTLEY et al., 2006; KASWAN et al., 1985).




2.3. Deficiéncia lacrimal qualitativa

Casos complicados de olho seco podem ocorrer mesmo quando o
volume lacrimal aquoso € normal. Nestes casos, a deficiéncia lacrimal qualitativa
decorrente de anormalidade do componente lipidico ou mucoso do filme lacrimal
pode ser a causa primaria da doencga da superficie ocular (MOORE, 1999).

Os disturbios das glandulas de Meibdmio podem resultar em
inadequada secrecado lipidica, prejudicando a formagdo e a estabilidade da
camada mais superficial do filme lacrimal e permitindo a evaporacao prematura da
camada aquosa. As moléculas lipidicas alteradas também podem ser diretamente
toxicas ao epitélio corneano (DAVIDSON & KUONEN, 2004). Blefarites,
blefaroconjuntivites e meibomianites podem prejudicar a produgdo deste
componente do filme lacrimal, causando deficiéncia lacrimal qualitativa e
ceratopatias (MOORE, 1999, DAVIDSON & KUONEN, 2004).

A producdo insuficiente de mucina pré-ocular também resulta em
desestabilizac&o do filme lacrimal (DAVIDSON & KUONEN, 2004). No cao, o olho
seco por deficiéncia de mucina pode ocorrer de forma espontanea ou decorrente
de inflamagao conjuntival crénica (MOORE & COLLIER, 1990). A cicatrizagao
severa apos enfermidade ulcerativa difusa na conjuntiva também pode envolver
déficit de células caliciformes. A deficiéncia de vitamina A, induzida
experimentalmente, foi associada a redugcdo do numero das células caliciformes
conjuntivais (SHERMAN, 1986). A diminuicdo da densidade destas células resulta
em instabilidade e evaporagdo precoce do filme lacrimal; prejudicando a
lubrificagdo, a nutricdo e a protegdo da superficie ocular (CULLEN & GRAHN,
2003).

2.3.1. Densidade de células caliciformes e higidez da superficie ocular

O diagndstico clinico de deficiéncia de mucina ocular no cao deve ser
confirmado pela quantificagao histolégica de células caliciformes, obtida apds
biopsia conjuntival (MOORE, 1999, SLATTER, 2005). A quantificacdo das células

caliciformes conjuntivais fornece uma mensuragdo indireta da produgdo de
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mucina, sendo considerada um sensivel indicador da higidez da superficie ocular
(MOORE et al., 1987; KINOSHITA et al., 1983).

Na conjuntiva canina, as células caliciformes (CC) estdo presentes em
pequeno numero no epitélio bulbar e em maior numero nos fornices inferiores
nasal e medial (MOORE et al., 1987). O maior numero de CC e a facilidade de
acesso fazem do férnice conjuntival inferior nasal o sitio padrao para a colheita de
amostras a fim de se obter a quantificagdo histoldégica das CC conjuntivais no cédo
(MOORE et al., 1987). A razao entre o numero de CC e o de epiteliais conjuntivais
numa mesma regiao € denominada densidade ou indice de CC (MOORE, 1999;
BOURGES-ABELLA et al., 2007). Este indice varia de 0,29 a 0,30 em céaes
normais, podendo atingir valores proximos a 0,05 nos animais com deficiéncia de
mucina ocular (MOORE, 1987).

O grau de hidratagao conjuntival pode ser um fator determinante para a
densidade de CC conjuntivais (MOORE et al., 2001). Estudos demonstraram uma
relacédo direta entre a ceratoconjuntivite seca e a diminuicdo da densidade de CC
(RALPH, 1975; MOORE et al., 1987; MOORE et al., 2001). Com a progressao das
injurias provocadas pela KCS, o numero de CC tende a diminuir drasticamente,
resultando em metaplasia escamosa, em aumento da area epitelial e em
ocasional queratinizagcédo do epitélio conjuntival (MOORE et al., 2001; KUNERT et
al., 2002).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi o de realizar uma avaliagédo
quantitativa e qualitativa dos componentes lacrimais aquoso € mucoso, em caes

higidos da raca Shih-tzu.
3.2. Objetivos especificos

= Mensurar a produgao da por¢cao aquosa do filme lacrimal de caes

higidos da raga Shih-tzu, por meio do TLS-1;

= Mensurar a producado da porcdo aquosa do filme lacrimal frente a
anestesia da superficie ocular de caes higidos da raca Shih-tzu, por
meio do TLS-2;

= Obter a densidade de células caliciformes (DCC) conjuntivais em

caes higidos da raga Shih-tzu.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Selegao dos animais

Fémeas e machos nao castrados de caes da raca Shih-tzu (Figura 1),
com idade variando entre dois e cinco anos, foram avaliados em canis
particulares do municipio de Goiania. Todos os animais foram identificados,
pesados e submetidos a exame clinico, que compreendeu a avaliagao do estado
geral, do grau de hidratagdo, da coloragdo das mucosas conjuntival, gengival e
genital; a afericdo da frequéncia cardio-respiratéria, do pulso, da temperatura
retal; a palpacéo dos linfonodos submandibulares, pré-escapulares e popliteos.

Em seguida, todos os caes foram submetidos ao exame oftalmoldgico.
Com auxilio de fonte de luz, observaram-se: o aspecto e simetria do globo ocular,
a coloragao das conjuntivas palpebral e bulbar, a presenga ou auséncia de lesdes
perioculares, de secrecdo ocular mucosa ou purulenta e de opacificacbes
corneanas. Procedeu-se, entdo, a oftalmoscopia, utilizando-se um oftalmoscopio
direto (Pan Optic, Welch Allyn ©® , New York, USA), por meio do qual foram
examinados a cérnea , o humor aquoso, o cristalino, o vitreo, a iris e o fundo de

olho, com o intuito de detectar a presenga ou auséncia de alteragdes (Figura 2).

RN
e i

FIGURA 1 — Cao da raga Shih-tzu FIGURA 2 — Olho de um c&o higido
da raga Shih-tzu durante

a oftalmoscopia.
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Os animais que nao apresentaram qualquer alteragao ao exame clinico
e oftalmico foram submetidos a colheita de sangue para realizacdo de
hemograma e pesquisa de hematozoarios, sendo entdo selecionados para o
grupo experimental. Este grupo constou, ao todo, de 35 animais, sendo 33
fémeas e dois machos, com idade variando entre dois a cinco anos de idade. Os
testes lacrimais de Schirmer foram realizados nos 70 olhos (35 animais) e as

biopsias conjuntivais em 30 olhos (15 animais).

4 2. Teste lacrimal de Schirmer — 1

Os animais foram testados sempre no mesmo ambulatério do Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias, no
periodo vespertino. Para ser avaliado, o cao era posicionado em estagao sobre
uma mesa de ago inoxidavel, quando se esperavam alguns minutos para
adaptacdo ao ambiente, para entdo dar inicio aos testes. O primeiro olho a ser
testado era escolhido ao acaso.

Os Testes Lacrimais de Schirmer foram executados nos 35 animais,
utilizando tiras de papel de filtro Whatman n°. 41 (Teste de Schirmer Ophthalmos,
Ophthalmos Industria e Comércio de Produtos Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) (Figura 3). Para a realizagdo do TLS-1, a pesquisadora manteve as maos
enluvadas durante todo o procedimento. De acordo com as instrugdes do
fabricante, a tira a ser utilizada tinha a extremidade inicial dobrada ainda no
interior do envelope, do qual era retirada pela extremidade terminal. A
extremidade dobrada da tira era cuidadosamente inserida na por¢cao medial do
saco conjuntival inferior (Figura 4). Neste momento, iniciava-se a cronometragem,
sendo que a leitura dos milimetros umedecidos da tira era registrada apos exatos
sessenta segundos, de acordo com o descrito por MOORE (1999). Em seguida, o

olho contralateral era submetido ao mesmo procedimento.
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FIGURA 3 - Tira de papel Whatman FIGURA 4 - Teste lacrimal de
utilizada para o teste Schirmer em  c&o
lacrimal de Schirmer. Shih-tzu.

4 3. Teste lacrimal de Schirmer — 2

Os mesmos animais submetidos ao TLS-1 foram testados com o TLS-
2, conforme a descricado de BERGER & KING (1998). Ap6s a execugao do TLS-1,
foi instilada em cada olho uma gota de colirio anestésico a base de cloridrato de
proparacaina a 0,5% (Anestalcon®, Alcon Laboratorios do Brasil Ltda., Sdo Paulo,
Brasil).

Decorridos cinco minutos da instilagdo do colirio, retirava-se
delicadamente o residuo lacrimal do saco conjuntival inferior com zaragatoa
estéril, e uma nova tira para TLS era inserida no tergco medial do saco conjuntival.
Apds sessenta segundos, procedia-se a leitura da por¢do umedecida da tira.

Imediatamente, repetia-se 0 mesmo procedimento no olho contralateral.

4.4. Bidpsia Conjuntival

Logo apds os TLS 1 e 2, foi realizada a bidpsia nos olhos direito e
esquerdo de 15 animais, apds o consentimento dos respectivos proprietarios.
Apds a limpeza ocular com solugao fisioldgica, foi instilado, em ambos os olhos,

um colirio anestésico a base de cloridrato de proparacaina a 0,5% (Anestalcon®,
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Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sao Paulo, Brasil), na freqliéncia de uma gota
a cada 30 segundos, durante trés minutos, de acordo com o recomendado por
SLATTER (2005). A cada minuto, também se instilou uma gota de cloridrato de
fenilefrina a 10% (Fenilefrina, Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo,
Brasil). Cinco minutos apds a anestesia, os caes eram contidos manualmente
com auxilio de dois colaboradores, € o férnice conjuntival ventral nasal era
delicadamente pingcado. Utilizando uma tesoura de ponta romba, retirava-se um
fragmento conjuntival de cerca de cinco milimetros. A hemostasia era realizada
através de compressao palpebral com gaze estéril. Apds o procedimento, os caes
foram protegidos com colares elizabetanos por 24 horas e receberam instilagao
local de colirio antibidtico a base de tobramicina (Tobramicina, Alcon Laboratérios
do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) na posologia de uma gota a cada quatro horas,

durante 48 horas.

4.5. Processamento das amostras

Cada amostra conjuntival biopsiada foi imediatamente inserida em um
recipiente contendo formalina tamponada a 10%, para fixagdo. Apds 24 horas em
formalina, os espécimes foram recortados, inseridos em cassetes individuais e
identificados. De acordo com a técnica utilizada rotineiramente pelo Laboratdrio
de Histopatologia do Setor de Patologia da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias, houve o processamento e inclusdo das amostras em parafina,
seguidos de cortes histolégicos de 4 um de espessura. As laminas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina (HE) e acido periédico de Schiff (PAS), de acordo com
o descrito por LUNA (1968).
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4 .6. Densidade de células caliciformes

A contagem das CC foi realizada no Setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias. A DCC, determinada de acordo
com CULLEN et al. (1999) e CULLEN et al. (2005), baseou-se na contagem
destas e das células epiteliais, incluindo as células epiteliais escamosas,
poligonais e basais. As CC foram identificadas pela presenga de material
intracelular PAS-positivo, ou seja, corado em vermelho-purpura (Figura 5). Os
nucleos celulares associados a material PAS-positivo foram considerados nucleos
de CC, conforme o descrito por MOORE et al. (1987).

FIGURA 5: Conjuntiva de cado Shih-tzu higido. A seta mais larga indica
uma célula caliciforme repleta de mucina, enquanto a seta
mais delgada aponta o nucleo de uma célula epitelial.

Aumento de 100 x; coloracdo PAS.

Utilizando-se de uma céamera fotografica (CCD Color camera SAC —
410ND®, Samsung Electronics, Korea) acoplada a um microscopio trinocular,
com aumento de 100 x, trés imagens fotograficas foram obtidas de cada lamina. A
escolha da regidao a ser fotografada foi feita levando-se em consideragao a

integridade do epitélio conjuntival. As imagens foram transferidas para o software
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de analise de imagens Axio Vision 3.1 (Carl Zeiss-Jena Vision, Muinchen-
Hallbergmoos, Alemanha), o qual foi utilizado para a contagem das células. De
cada imagem obtida, 50 CE foram contadas em uma determinada regido, onde,
posteriormente, se procedeu a contagem de CC. A DCC foi representada pela
expressao: numero de CC / 50 CE. Este procedimento foi repetido nas trés
imagens de cada lamina, sendo que a média delas resultou na DCC para o olho
representado pela respectiva lamina. O indice de CC foi calculado dividindo-se a
DCC por 50.

4.7. Avaliagao histologica

Admitiu-se como oportuna a avaliagdo histolégica dos fragmentos
teciduais obtidos por meio das bidpsias conjuntivais. Na avaliagédo histoldgica dos
fragmentos conjuntivais realizada no Departamento de Patologia do Hospital das
Clinicas, as laminas coradas pela HE foram examinadas em fotomicroscopio
optico de campo claro e avaliadas no tocante aos seguintes fatores: presenca ou
auséncia de alteracbes como hiperemia, edema, metaplasia escamosa e

infiltracdo de células inflamatdrias.

4 8. Analise estatistica

A analise estatistica dos valores de TLS-1, TLS-2, DCC e ICC tiveram
0s seguintes objetivos: obter as respectivas médias e desvios-padrao; verificar o
tipo de distribuicdo para a escolha adequada do teste estatistico, conforme
ilustrado na Tabela 2 (ver capitulo Anexos). Adotando-se um nivel de significancia
de 0,05, langou-se mao do teste T de Student para dados pareados, com o
proposito de verificar se existiu ou ndo diferenga significativa entre os olhos direito
(OD) e esquerdo (OE) dentro de um mesmo teste e entre os valores de TLS-1 e
TLS-2 para os dois olhos. A analise de regressao foi utilizada para verificar se
existiu influéncia significativa entre os testes lacrimais de Schirmer e o indice de
células caliciformes (SAMPAIO, 1998).



18

5. RESULTADOS

Os valores de TLS-1, TLS-2, DCC e ICC obtidos estao distribuidos na
Tabela 1 (ver capitulo Anexos). As médias e desvios-padrédo de cada variavel
estudada e os valores encontrados para p estao distribuidos nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 — Média e desvio-padrao de cada variavel nos olhos
direito e esquerdo

Variavel Média Eaej;’é:g P

TLS1

Olho Esquerdo 19,66* 7,30

Olho Direito 21,97* 5,69 0,047
TLS2

Olho Esquerdo 10,71 6,10

Olho Direito 9,14 4,78 0,216
DCC

Olho Esquerdo 13,64 3,44

Olho Direito 13,64 4,07 1,000
ICC

Olho Esquerdo 0,273 0,069

Olho Direito 0,273 0,081 1,000

Teste: t-Student para dados pareados.

TABELA 4 — Média e desvio-padrao de cada olho e em cada fator

de TLS.
Variavel Média E:§£g P

Olho Esquerdo

TLS 1 19,66* 7,30

TLS 2 10,71* 6,10 < 0,001
Olho Direito

TLS 1 21,97* 5,69

TLS 2 9,14* 4,78 < 0,001

Teste: t-Student para dados pareados
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5.1. Testes Lacrimais de Schirmer 1 e 2

Os valores médios de TLS-1 encontrados nos caes Shih-tzu estudados
foram de 19,66 £ 7,30 para o olho esquerdo e de 21,97 = 5,69 para o direito, uma
diferenca considerada significativa (p<0,05). Por sua vez, os valores médios de
TLS-2 foram de 10,71 + 6,10 para o olho esquerdo e de 9, 14 £ 4,78 para o olho
direito, ndo havendo diferenga significativa entre os dois olhos (p>0,05).

As diferencas entre os valores médios de TLS-1 e TLS-2 para olho

esquerdo e TLS-1 e TLS-2 para olho direito foram significativas (p<0,05).

5.2. Densidade e indice de Células Caliciformes Conjuntivais

As densidades médias de CC (CC / 50 CE) encontradas nos
fragmentos conjuntivais dos animais submetidos a bidpsia e a histopatologia
conjuntival foram de 13,64 + 3,44 e 13, 64 £ 4,07 para os olhos esquerdo e direito,
respectivamente.

O indice médio de CC correspondente foi de 0,27 + 0,069 para o olho
esquerdo e 0,27 + 0,081 para o olho direito.

Nao houve diferenca significativa entre os olhos direito e esquerdo
(p>0,05), no que diz respeito a densidade ou ao indice de células caliciformes

conjuntivais.

5.3. Testes lacrimais de Schirmer e indice de células caliciformes conjuntivais

As Figuras 6 e 7 ilustram a dispersé&o dos valores dos testes lacrimais

de Schirmer 1 e 2 e dos ICCs obtidos para os olhos esquerdo e direito,

respectivamente.
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A analise de regressao realizada para verificar a influéncia entre os
testes lacrimais de Schirmer 1 e 2 e o indice de células caliciformes constatou que
a associacao entre os valores de TLS-1 e ICC para o olho esquerdo n&o foi
significativa (p=0,285). Os valores de TLS-2 também nao influenciaram
significativamente os valores de ICC para o olho esquerdo (p=0,062).

Para o olho direito, ndo foi observada influéncia significativa entre os
valores de TLS-1 e ICC (p=0,400). Também néo foi significativa a associagao

entre os valores de TLS-2 e ICC para o olho direito (p=0,559).

5.3. Avaliacdo Histoldgica

A avaliagao histolégica dos fragmentos conjuntivais revelou regides de
epitélio conjuntival estratificado cubico entremeado de CC (Figura 8). Em 25
(83,3%) laminas avaliadas foi observada a presenga de areas de metaplasia
escamosa, caracterizadas por CE separadas, mais alongadas, e a redugdo ou
auséncia das CC (Figura 9). Algumas regides metaplasicas também
apresentaram adelgacamento da camada epitelial (Figura 10). Em 11 (44%)
destas léaminas, foi observado um infiltrado inflamatério mononuclear com
predominancia de macréfagos nas areas adjacentes ao epitélio metaplasico
(Figura 11).
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e g S : :

FIGURA 8 — Epitélio estratificado cubico e células caliciformes (seta) em conjuntiva

de cao Shih-tzu. Aumento de 100 x; coloragao H&E.

FIGURA 9 — Metaplasia escamosa em epitélio conjuntival de cdo Shih-tzu. A seta

aponta o nucleo de uma célula epitelial escamosa. Aumento de 100 x;

coloracao H&E.
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FIGURA 10 — Area de adelgacamento epitelial (seta) associada a epitélio

metaplasico. Aumento de 100 x; coloragdo H&E.

FIGURA 11 — Area de metaplasia escamosa associada a infiltrado inflamatério

em conjuntiva de cdo da raga Shih-tzu. Aumento de 100 x;

coloragao H&E.
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6. DISCUSSAO

6.1. Testes Lacrimais de Schirmer 1 e 2

O TLS é o meétodo-padrdo para quantificar a producdo da porgao
lacrimal aquosa no cao (MOORE & BONAGURA, 2000; WILLIAMS, 2005). Os
valores médios de TLS-1 encontrados nos caes Shih-tzu avaliados no presente
estudo estdo incluidos acima do limite minimo de 15 mm/min para producio
lacrimal proposto por MOORE (1999) para caes higidos. O valor médio de 18,8 +
2,3 mm/min para caes Shih-tzu saudaveis encontrado por SAITO & KOTANI
(1999) foi semelhante ao observado neste estudo.

Os valores de TLS-1 obtidos neste trabalho de 19,66 £ 7,30 para OE e
21,97 £ 5,69 para OD foram proximos aos descritos por HIRSH & KASWAN
(1995), SLATTER (2005) e WYMAN et al. (2005) para caes higidos adultos, que
corresponderam a 21,3 £ 3,8 mm/min, 19,8 £ 5,3 mm/min e 18,64 £ 4,47 mm/min,
respectivamente.

Ja os mesmos valores, quando comparados com os obtidos por SAITO
& KOTANI (2001) e HAMOR et al. (2000) para caes higidos adultos de variadas
ragas — de 20,2+ 2,5 mm/min e 18,89 + 2,62 mm/min, para a raga Beagle; de 22,9
+ 4,1 mm/min para o Labrador Retriever; de 21,8 + 3,7 mm/min para o Golden
Retriever; e de 15,8t 1,8 mm/min para o Pastor de Shetland — foram ora
semelhantes, ora diferentes.

Os valores médios de 10,71 + 6,10 para o olho esquerdo e de 9, 14 +
4,78 para o olho direito, encontrados para o TLS-2 nos cées Shih-tzu estudados,
estdo dentro do intervalo de valores descrito por GELATT et al. (1975), que foram
de 11,6 £ 6,1 mm/min para caes higidos. O mesmo fato ocorreu quando
comparados com aqueles valores obtidos por SAITO & KOTANI (1999), que
constataram um TLS-2 médio de 8,2 £ 5,4 mm/min para cées Shih-tzu higidos.

Os valores médios encontrados para o TLS-1 nos dois olhos foram
significativamente maiores que os encontrados para o TLS-2. Esta observacgao
esta coerente com o descrito por SAITO & KOTANI (1999) e BEECH et al. (2003),
uma vez que o TLS-1 envolve o estimulo de lacrimejamento reflexo, enquanto o

TLS-2 estima, provavelmente, a secrecao lacrimal basal.
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Embora outros anestésicos ja tenham sido utilizados para execugao do
TLS-2 (GELATT et al.; 1975; SAITO & KOTANI, 1999; SAITO et al., 2001; TROST
et al., 2007), o protocolo de anestesia da superficie ocular utilizado neste estudo
esta de acordo com o proposto por LAMBERTS et al. (1979) e BERGER & KING
(1998). A escolha do cloridrato de proparacaina a 0,5% para anestesia da
superficie ocular foi influenciada pelos seguintes fatores: disponibilidade comercial
do farmaco, custo, baixa toxicidade corneo-conjuntival (AMARAL, 2005) e
efetividade anestésica para a superficie ocular (OTERO, 2005). Supde-se que o
principio do farmaco anestésico poderia alterar os valores de TLS-2, entretanto,
na literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem a
producao lacrimal frente ao uso de diferentes colirios anestésicos.

Outros fatores que podem ser responsaveis por variagcdes em valores
de TLS-1 e TLS-2 sado: temperatura e umidade ambiente, ciclo circadiano,
presenca ou auséncia de gonadas, porte, idade, sexo, uso de farmacos locais e
sistémicos, como atropina, tropicamida, sulfonamidas, quimioterapicos e
anestésicos (WILLIAMSON & ALLISON, 1967; SANSON & BARNET, 1985;
BARNETT, 1988; KASWAN et al.,, 1991; HOLLINGSWORTH et al.,, 1992;
BERGER & KING, 1998; MARGADANT et al., 2003; HARTLEY et al., 2006). A fim
de minimizar tais fontes de variacdo, optou-se por realizar o experimento sempre
no mesmo ambulatério, no mesmo periodo (vespertino), em animais nao
castrados, com idade variando entre dois e cinco anos. A triagem para o uso de
farmacos foi realizada por meio de uma anamnese detalhada. Essa anamnese
possibilitou a selegdo de animais que, segundo seus proprietarios, ndo estavam
sobre agao de medicamentos.

MOORE et al. (1987) e CULLEN et al. (2005) ndo encontraram
diferencas significativas entre os valores de TLS-1 e TLS-2 para os olhos
esquerdo e direito de cdes. Contrariando esses autores, este estudo revelou
diferenca significativa entre os olhos esquerdo e direito, quanto aos valores de
TLS-1. Nao foi possivel identificar a causa desta discrepancia entre os olhos. Em
contrapartida, nao foi encontrada diferenga significativa entre os valores de TLS-2
obtidos para os olhos esquerdo e direito.

A comparacgao dos valores obtidos entre os sexos néo foi factivel, visto

que foram incluidos no experimento apenas dois machos. Tal situagao ocorreu
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devido a existéncia ndo s6 de um maior numero de fémeas nos canis visitados,
como também ao numero de machos com lesdes corneanas nao selecionados

para o estudo.

6.2. Densidade e indice de Células Caliciformes

A quantificacdo das células caliciformes conjuntivais fornece uma
mensuracao indireta da producdo de mucina, considerada um sensivel indicador
da higidez da superficie ocular (MOORE et al., 1987; KINOSHITA et al., 1983).
CULLEN et al. (2005) encontraram uma DCC média de 28 células caliciformes
para 50 epiteliais para caes higidos, valor muito superior ao observado para os
caes Shih-tzu avaliados no presente estudo.

Com o objetivo de demonstrar a heterogeneidade da distribuicdo de
células caliciformes na conjuntiva canina, MOORE et al. (1987) obtiveram um
indice médio de 0,29 + 0,043 no férnice nasal ventral de caes higidos da raga
Beagle, valores que se aproximam dos encontrados para os caes Shih-tzu
estudados. Contudo, MOORE et al. (1987) relataram diferencas significativas
entre o ICC no férnice conjuntival nasal ventral para os dois sexos, com valores
meédios de 0,26 + 0,027 para machos e de 0,33 £ 0,015 para fémeas. No presente
estudo, especificamente para as fémeas, foram obtidos ICC de 0,28 + 0,07 para o
olho esquerdo e de 0,27 + 0,08 para o olho direito. Estes valores estédo
significativamente inferiores aos descritos por MOORE et al. (1987) para cadelas
higidas da raga Beagle. A comparagao do ICC entre os sexos nao foi possivel
neste experimento, visto que ndo houve amostra representativa para machos.

MOORE et al. (1987) e CULLEN et al. (2005) n&o avaliaram o ICC de
olhos esquerdo e direito separadamente. Tal avaliagcao foi realizada no presente
trabalho, sendo identificada a auséncia de diferenca significativa entre os olhos
direito e esquerdo em relacéo ao ICC.

Embora pouco se saiba sobre os fatores que influenciam a densidade e
distribuicdo das células caliciformes conjuntivais, o grau de hidratagdo conjuntival
foi apontado por MOORE et al. (1987) como um fator exdégeno relevante.

Corroborando com esta observagao, ha estudos que demonstram uma relagao



27

direta entre a ceratoconjuntivite seca e a diminuicdo da densidade de células
caliciformes (RALPH, 1975; MOORE et al., 2001). Apesar de a producao lacrimal
observada nos cdes Shih-tzu estudados estar dentro dos padrées de
normalidade, supde-se que a evaporagcdo do filme lacrimal que recobre a
superficie ocular ocorra mais rapidamente nestes caes, devido a exoftalmia e
lagoftalmia caracteristicas da raca. Tal condicdo poderia levar a deficiéncia de
hidratagdo conjuntival e promover diminuigdo do numero de células caliciformes.
Em contrapartida, a deficiéncia de células caliciformes leva a redugéo
da produgdo da camada mucosa do filme lacrimal pré-ocular, a qual, segundo
DAVISON & KUONEN (2004), age como interface entre o epitélio corneano
hidrofébico e o fluido lacrimal aquoso. Portanto, uma produgdo deficiente de
mucina pré-ocular poderia aumentar ainda mais a evaporagao lacrimal, agravar a
desidratacdo da superficie ocular e predispor os caes Shih-tzu ao

desenvolvimento de afecgbes cérneo-conjuntivais.

6.3. Testes lacrimais de Schirmer 1 e 2 e indice de células caliciformes

Neste trabalho, a influéncia dos valores dos testes lacrimais Schirmer
sobre os valores de ICC nao foi estatisticamente significativa, constatacédo que
corrobora com KIM et al. (1992), que ndo observaram uma correlagao significativa
entre valores de TLS e DCC em humanos higidos.

Todavia, € possivel afirmar, por meio da observacgao das Figuras 6 e 7,
que existe uma associagao crescente entre os valores de TLS-1 e ICC para os
olhos esquerdo e direito, bem como para os valores de TLS-2 e ICC. Tal
associacao foi identificada por RALPH (1975), MOORE et al. (1987) e MOORE et
al. (2001), que apontaram o grau de hidratagdo conjuntival como um fator
contribuidor para a variagdo da DCC. Diante destas observagdes, sugere-se que
a falta de associagao significativa entre as variaveis pode ter ocorrido devido ao
tamanho reduzido da amostra (n=15), como também ao fato de que outros fatores
poderiam estar relacionados as variagdes do numero de CC em cées da raca

Shih-tzu. Dentre eles podem-se citar a evaporacao precoce do filme lacrimal pré-
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ocular e a presenga de agentes agressores, como irradiagdo solar, contaminantes

ambientais e pélos perioculares em contato com o epitélio conjuntival.

6.4. Avaliacao Histologica

A avaliagdo histologica da conjuntiva dos cédes Shih-tzu estudados
revelou a presenca de epitélio estratificado cubico entremeado de células
caliciformes, observagao que corrobora a descrigdo de SAMUELSON (1999) para
o férnice conjuntival de caes higidos. Contudo, areas de metaplasia escamosa
foram encontradas na maioria dos fragmentos avaliados. A metaplasia escamosa
do epitélio conjuntival foi caracterizada por NELSON & WRIGHT (1984) e TSENG
(1985) pela presenca de células epiteliais separadas, mais alongadas, com
citoplasma abundante, nucleos picnéticos ou ausentes e redugado ou auséncia das
células caliciformes. No presente estudo, as areas de metaplasia identificadas
apresentaram caracteristicas semelhantes as descritas pelos autores
supracitados.

De acordo com FARIA (2003), a metaplasia é ocasionada por mudanca
do meio ou por agdo de estimulos anormais. Esses estimulos sdo duradouros e
podem ter carater mecanico, inflamatorio, hormonal, ou quimico. SLATTER (2005)
definiu a metaplasia conjuntival como uma adaptacao protetora, na qual o epitélio
transforma-se em escamoso estratificado e, algumas vezes, queratinizado, em
resposta a irritagdo cronica. TSENG et al. (1984) sugeriram que a presenca de
fatores introduzida pelo processo inflamatério na mucosa pode favorecer o
surgimento de alteragbes epiteliais na superficie ocular. LIM & CULLEN (2005)
associaram a presencga de infiltrado inflamatério no tecido conjuntival canino a
metaplasia escamosa e a redu¢cado do numero de células caliciformes. A presenca
de infiltrado inflamatério em &reas adjacentes ao epitélio metaplasico foi
observada neste trabalho.

Supbe-se que alguns fatores poderiam favorecer o desenvolvimento de
metaplasia no epitélio conjuntival de caes da raca Shih-tzu, tais como a exposi¢ao
acentuada da conjuntiva ao ambiente externo e seus agentes agressores devido a

exoftalmia apresentada pela raga. CARRINGTON et al. (1989) constataram que a
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exoftalmia promove acumulo da mucina ao longo da margem palpebral inferior € o
deslocamento de debris e contaminantes para o férnix conjuntival ventral.

A exoftalmia também contribuiria para evaporagao prematura do filme
lacrimal, favorecendo a desidratacdo da superficie ocular e o desenvolvimento de
lesdes nesta (CARRINGTON et al,, 1989; MOORE, 1999; WOERDT, 2004).
Segundo KUNERT et al. (2004), com a progressao das injurias provocadas pelo
olho seco, o numero de células caliciformes tende a diminuir drasticamente,
resultando em metaplasia escamosa, em aumento da &rea epitelial e em
ocasional queratinizagcao do epitélio conjuntival (MOORE et al., 2001; KUNERT et
al.,, 2002). No presente estudo, ndo se observou queratinizagdo do epitélio
conjuntival, tampouco aumento da area epitelial, mas o adelgagamento do epitélio
conjuntival, em associagéo a algumas areas de metaplasia escamosa.

De acordo com SEO et al. (2004), a presenga de pélos em contato com a
superficie ocular de caes pode provocar lacrimejamento, conjuntivite e ceratite
pigmentar. Existe a possibilidade de que a agressdo ao tecido conjuntival
provocada pelos pélos perioculares em cées Shih-tzu poderia favorecer o
desenvolvimento do processo inflamatério e da metaplasia escamosa na
conjuntiva destes animais.

Avaliagdes microbioldgicas da superficie ocular, do tempo de ruptura do
filme lacrimal em cades da raga Shih-tzu e do epitélio conjuntival em caes
braquicefalicos de pélo curto podem ser convenientes, a fim de elucidar a
influéncia de fatores, como a exoftalmia e a presenga de pélos perioculares, no

desenvolvimento de alteragdes do epitélio conjuntival em cées Shih-tzu.
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7. CONCLUSAO

Com base nas avaliagbes da producao lacrimal, da densidade de

células caliciformes conjuntivais, pode-se concluir que:

e Os valores do TLS 1 e 2 para os caes Shih-tzu avaliados estdo dentro do
padrao de produgao lacrimal normal descrito na literatura consultada para

caes higidos de outras ragas.

= A DCC e o ICC conjuntivais obtidos para os caes Shih-tzu avaliados séo
inferiores aos valores descritos na literatura consultada para cées higidos

de outras racgas.
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TABELA 1-Valores de TLS-1, TLS-2, Densidade de células caliciformes (DCC)
e Indice de células caliciformes (ICC) nos olhos esquerdos (OE) e
direitos (OD) de caes da raca Shih-tzu.

Shih-tzu  TLS-1(mm/min)  TLS-2 (mm/min) DCC (CC/50 CE) ICC
OE oD OE oD OE oD OE oD
1 23 27 14 6 14,667 19,333 0,2933 0,3867
2 5 18 10 14 9 12,667 0,18 0,2533
3 13 20 15 8 10,667 7 0,2133 0,14
4 9 16 23 9 13,667 7,6667 0,2733 0,1533
5 21 19 14 9 14 13,333 0,28 0,2667
6 23 30 19 24 15,667 14  0,3133 0,28
7 11 19 11 5 14 13,667 0,28 0,2733
8 31 31 11 12 15 22,333 0,3 0,4467
9 10 23 5 9 16,667 8,3333 0,3333 0,1667
10 7 16 10 9
11 13 22 13 12 L L L L
12 19 22 2 5 . _ _ _
13 11 9 2 7 L L L L
14 21 21 6 14 L L L o
15 18 28 3 16 . L o .
16 27 24 5 7 L L L L
17 28 26 4 10 L L L L
18 21 27 9 2 L L L o
19 8 21 4 10 L L L L
20 25 22 15 6 . _ _ _
21 21 20 24 11 L L L L
22 22 27 8 8 L L L o
23 20 15 5 5 . L o .
24 27 29 7 14 L L L L
25 24 23 9 2 L L L L
26 29 20 13 2 L L _ _
27 23 17 10 7 L L L L
28* 10 14 5 5 . _ _ _
29 14 16 8 8 11 14,333 0,22 0,2867
30 28 19 12 5 13,667 11,667 0,2733 0,2333
31 27 12 22 7 18,333 14,333 0,3667 0,2867
32* 28 27 7 14 11,333 15  0,2267 0,3
33 24 29 17 14 L L L L
34 23 30 11 18 7 16,333 0,14 0,3267
35 24 30 22 6 20 14667 04 0,2933

*Caes machos



TABELA 2 — Teste de comprovacao de normalidade de cada uma das variaveis

39

Desvio

Variavel n média o P
Padrao
TL1_OE 35 19,66 7,30 1,023 0,246
TL1_OD 35 21,97 5,69 0,745 0,636
TL2 OE 35 10,71 6,10 0,650 0,792
TL2 OD 35 9,14 4,78 0,831 0,494
DCC_OE 15 13,64 3,44 0,655 0,783
DCC_OD 15 13,64 4,07 0,657 0,781
ICC_OE 15 0,273 0,069 0,655 0,783
ICC_OD 15 0,273 0,081 0,657 0,781
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