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1. INTRODUCAO

O olho canino é uma estrutura de certo modo simples em termos de estrutura, pois ele,
anatomicamente ndo possui uma Orbita 6ssea completa pois possui uma abertura na frente para
passagem de luz, assim sendo mais propenso a sofrer traumas e propenso a Vvarios tipos de
doenga que o afete mais especificamente, como doengas congénitas ou algumas mais graves
(Antonia et al., 2014).

A superficie ocular € rica em nutrientes e suporta uma grande quantidade de
microrganismos, que constituem uma microbiota ocular normal. A superficie ocular possui uma
carga de microrganismos proprios ou residentes, e eles podem atuar no desenvolvimento de
doencas oculares em caso de alguma lesdo, ja que eles possuem esse habito de cocar, lamber e
se esfregar em todo e qualquer lugar compartilhando microrganismos (Oria et al., 2011).

A pele saudavel dos cédes possui uma abundancia de microrganismos, atuando na satde
do animal, na protecdo da pele e do organismo como um todo. Essas bactérias e fungos evitam
0 desenvolvimento de outros microrganismos patogénicos além de evitar problemas locais na
pele que devido a um prurido simples, torna possivel o compartilhamento da microbiota entre
partes do corpo (Tang et al., 2020).

A maior parte dos microrganismos encontrados na natureza nao sdo prejudiciais a satde
dos animais, certas bactérias contribuem para a homeostasia do organismo animal, porém
algumas espécies podem causar doengas sendo chamadas de patogénicas (Quinn et al., 2018).

A microbiota da superficie ocular consiste em microrganismos que residem na
superficie conjuntival, na cérnea e no filme lacrimal. Os métodos de diagnésticos laboratoriais
mediante infecgcdes oculares apresentam mais desafios quando comparados com infecgdes em
outros locais, como na pele (Mitra, Chandran e Fernandes, 2023).

A manutencdo da microbiota comensal e a protecdo da superficie ocular depende
essencialmente de uma fina camada estavel de lagrimas atuando como uma barreira protetora
contra patogenos externos e mantendo a superficie umedecida (Singh et al., 2022).

Com estudos especificos da microbiota cutdnea e analises no desenvolvimento de
doencas de pele nos cdes pode-se chegar a tratamentos assertivos através de informagGes mais
concretas sobre a causa da dermatopatia e entendendo o comportamento da microbiota em
questdo auxiliando os clinicos (Gasparetto et al., 2013).

O presente trabalho buscou conhecer o perfil citolégico e microbioldgico do epitélio

conjuntival, da regido da prega nasal e coxins palmares, observando a variacdo por faixa etaria
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e visando disponibilizar para a sociedade uma ferramenta de auxilio em futuros diagnosticos

para afec¢des oculares e/ou cutaneas.

2. REVISAO DE LITERATURA

1.1. ANATOMOFISIOLOGIA DA SUPERFICIE OCULAR

O olho canino tem como funcdo primaria captar e direcionar a luz sobre a retina
fotossensivel. Tem o formato esférico devido a pouca elasticidade da esclera, da cérnea e a
pressdo exercida pelo humor aquoso. Esta situado em uma cavidade do cranio em forma de
cone denominado Orbita, a qual é constituida pelos ossos frontal, lacrimal, esfendide,
zigomaético, palatino e maxilar (Klein, 2021).

A cOrnea é a parte transparente da tunica fibrosa que associada a sua curvatura regular
torna-se um elemento essencial para a focalizacdo da luz na retina. E formada por um tecido
avascular nutrido por vasos do limbo, pelo liquido da cAmara anterior e a lagrima (Konig, 2021).

A superficie ocular é tmida, quente, com alta tensao de oxigénio e um amplo suprimento
de nutrientes. Sem defesas adequadas, a colonizacao, invasdo e infeccdo seriam frequentes. Os
mecanismos de defesa incluem um epitélio intacto, cilios, que filtram o p6 e particulas
contaminadas, impedindo que atinjam o olho, reflexo de piscar, lacrimejamento, que lava
bactérias e debris da conjuntiva e a descamacao frequente e continua das células epiteliais,
prevenindo a invasdo dos microbios e retirando aqueles aderidos a superficie epitelial (Putz,
2017).

A superficie ocular contém defesas bioquimicas, como acidos graxos produzidos pelas
glandulas de Meibomio, lipidios, componentes da lagrima (lisozima, proteinas quelantes como
a lactoferrina, que se ligam ao ferro e interferem no metabolismo bacteriano) e um sistema
imunoldgico com imunoglobulinas na lagrima (Putz, 2017).

O sistema lacrimal € composto pela glandula lacrimal propriamente dita, pelas glandulas
associadas a terceira palpebra e diversas pequenas glandulas acessorias além de um sistema de
ductos que transportam as lagrimas, em dire¢do a cavidade nasal para evaporacdo. A glandula
lacrimal é achatada e esta situada entre o bulbo do olho e a parede dorsolateral da érbita (Singh,
2019).



10

O teste lacrimal de Schirmer é utilizado para quantificar a producéo lacrimal. Valores
normais do teste lacrimal com a fita de Schirmer apresentam, em cées, 15 — 20 mm/min sendo

que valores abaixo podem indicar alguma doenca (Williams 2017).

1.2. MICROBIOLOGIA

As espécies de bactérias como estafilococos coagulase-positiva, Staphylococcus aureus
subsp. Aureus e Staphylococcus pseudintermedius, juntamente com Staphylococcus hyicus,
coagulase variavel, sdo patdgenos importantes para os cdes pois podem residir na pele e em
algumas mucosas e podem ser oportunistas atuando como patdgenos causando infeccBes
(Quinn et al., 2018).

Os fungos sdo microrganismos eucariotos, heterotréficos, ndo fotossintéticos,
produtores de exoenzimas que obtém nutrientes atraves da absorcdo. Ha em torno de 100 mil
espécies catalogadas, somente algumas centenas sdo conhecidas por serem patogénicas para
animais (Quinn et al., 2018).

As culturas bacterianas e flngicas sdo uma parte importante do diagnostico em
dermatologia. Quaisquer lesdes devem ser submetidas a cultura para deteccdo de bactérias e
fungos. Swabs e tubos de cultura sdo Uteis a coleta de materiais para cultura e as culturas 6ticas
devem ser obtidas antes da realizacdo de quaisquer procedimentos de lavagem ou limpeza
(Hlinica, 2018).

A realizacdo de culturas bacterianas oftdlmicas e tegumentares para caracterizacao da
microbiota da pele e regido ocular é importante para a compreensao da relacdo entre as doencas
inflamatdrias da pele e as doencas oculares secundarias. Alguns estudos tém demonstrado a
presenca de bactérias em cdes com ceratoconjuntivite seca e dermatite atdpica, sugerindo uma

possivel relacdo entre essas condi¢Oes patologicas e a microbiota comensal (Wang et al., 2022).

1.3. CITOLOGIA CONJUNTIVAL

A citologia é uma ferramenta diagnostica valida em oftalmologia que pode fornecer
respostas rapidas e benéficas para orientar os diagndsticos das altera¢fes da superficie ocular.
O método de coleta com escova citolégica em qualquer tipo de mucosa, incluindo a conjuntiva,
proporciona uma boa distribuicdo celular, porem produz uma contagem menor de células

comparadas a outros métodos de coleta (Liga et al., 2023).
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A citologia de impressdo corneoconjuntival € um importante exame n&o invasivo que
auxilia no diagnostico e estadiamento de vérias patologias, sendo as mais importantes as
alteracdes da superficie ocular decorrentes da deficiéncia do filme lacrimal (Putz, 2017).

Existem varios tipos de corantes para a realizacdo do exame de citologia. As técnicas
padronizadas sdo as colora¢Bes do tipo Romanowsky, que incluem os corantes de Pandtico
répido e a de Papanicolau com suas variagdes. A primeira é geralmente mais utilizada pelo seu
baixo custo, praticidade e facilidade de execucdo com resultados de qualidade aceitavel. A
segunda, destaca-se por exibir maior riqueza de detalhes no nucleo da célula, tornando-se
superior para o diagndstico citoldgico de neoplasia (Cowell, 2009).

A citologia é uma ferramenta diagndstica valida em oftalmologia que pode fornecer
respostas rapidas e benéficas além orientar diagndsticos adicionais. A coleta de amostras com
espatula é um método caracterizado como método ndo recomendado, comprovando amostras
de baixa qualidade. O uso da mini escova é o melhor método pois ndo causa nenhum ou minimo

desconforto (Kovalcuka, Sarpio e Nikolajenko, 2023).

1.4. DERMATOPATOLOGIA VETERINARIA

A derme dos cdes possui uma variedade de microrganismos que auxiliam na saude do
animal e atuam na protecdo da pele e do organismo como um todo. Além de protecdo, eles
inibem o desenvolvimento de outros microrganismos patogénicos oportunistas que se
aproveitam de problemas no local ou, devido a um prurido, ocorre uma lesdo e o
compartilhamento da microbiota com outras partes do corpo (Tang et al., 2020).

A citologia cutanea € uma técnica diagndstica dermatologica muito utilizada. Seu
objetivo é ajudar o clinico a identificar bactérias ou fungos (levedura) e avaliar os tipos celulares
infiltrantes, células neoplésicas ou células acantoliticas (Hlinica, 2018).

Os leucdcitos e mastocitos sdo recrutados para a producdo de peptideos antimicrobianos,
gue sdo responsaveis por combater bactéria Gram-positivas e negativas até mesmo do proprio
organismo, assim uma alteracdo na producdo desses peptideos antimicrobianos devido a
inflamacdo ou traumas na pele, faz com que a afeccdo se instale com ajuda das bactérias
comensais da microbiota (Afshar e Gallo, 2013).

A dermatopatologia permite a caracterizacao histologica dos tecidos e seus resultados
acrescentam informacgfes importantes sobre a condicdo dermatoldgica do paciente onde o
estudo especifico de doencas dermatoldgicas pode ajudar a entender o comportamento da

microbiota da pele dos cées (Gasparetto et al., 2013).
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Estudos apontam para a necessidade de conhecer as comunidades microbianas distintas
de acordo com a localizacdo e ndo existem valores de referéncias para a contagem de células

em citologias.

3. RACA SHIH-TZU

O Shih-Tzu é uma raca braquicefalica popular no Japéo e difundida no mundo inteiro
na qual doencas da superficie ocular sdo relativamente comuns (Kitamura et al., 2019).

Algumas ragas braquicefalicas, como os Shih-Tzus, podem estar predispostas a certas
anormalidades oculares. A percentagem de problemas secundarios, como Ulceras de cornea, é
elevada nessas racas, 0 que alerta para a importancia do check-up oftalmoldgico regular, para
que se possa conseguir um diagnostico precoce das doengas primarias (Costa et al., 2021).

Os disturbios mais comuns dos cées da raga Shih-Tzus incluem doenga periodontal,
impactac&do do saco anal, distdrbios do ouvido e otite externa, distirbios dermatoldgicos, o que
implica que o Shih Tzu pode ser considerado uma raga razoavelmente tipica em termos de

problemas de salde (Dale et al., 2024).
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CAPITULO 2- PERFIL CITOLOGICO DA PELE E SUPERFICIE OCULAR DE
CAES DA RACA SHIH-TZU SAUDAVEIS.

PERFIL CITOLOGICO DA PELE E SUPERFICIE OCULAR DE CAES DA RACA SHIH-
TZU SAUDAVEIS.
CELLULAR PROFILE OF THE SKIN AND OCULAR SURFACE IN
HEALTHY SHIH-TZU DOGS.
RESUMO

A citologia consiste na analise individualizada de células, sendo util no diagnéstico de doencas
da pele e da superficie ocular. A pele possui mecanismos de defesa compostos por dois
processos basicos sendo uma barreira fisica, quimica e biol6gica, onde estdo presentes
receptores que captam informacdes e passam para o sistema imunoldgico inato. A conjuntiva
confere protecdo mecéanica e imunoldgica a superficie ocular. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi descrever o perfil citologico da pele e superficie ocular de cées da raca
Shih-Tzu saudaveis, assim como a influéncia da idade nesses perfis. Para tal foi realizado teste
de Schirmer e o material para andlise citoldgica foi coletado com auxilio de microbrush de
nylon em movimentos circulares e rolando 0 mesmo na lamina de microscopia coradas pelo
método pandtico rapido e posteriormente foi realizado um teste de fluoresceina. Realizou-se a
contagem diferencial de células até alcancar 100 células. As células encontradas foram
linfécitos com predominéncia na citologia ocular (OD - 47% e OE - 41,93%),
polimorfonucleares com predominancia nas citologias da prega nasal (62%) e coxins palmares
(100%), na contagem para as células descamativas destacaram-se as superficiais em todas as
regides (OD 83,11%, OE 90,52%, coxins palmares 100% e prega nasal 96,91%). Pode-se
concluir que na citologia conjuntival, para a contagem de leucdcitos, houve uma predominancia
de linfdcitos, polimorfonucleares na regido de coxins palmares e prega nasal e para celulas
descamativas uma predominancia das células superficiais em todas as regides analisadas. A

Malassezia spp esteve presente em todas as regides.

Palavras-chave: Canideos; Citopatologia; Dermatologia; Morfologia; Satde ocular.
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ABSTRACT

Cytology consists of the individualized analysis of cells, being useful in diagnosing skin and
ocular surface diseases. The skin has defense mechanisms composed of two basic processes: a
physical, chemical, and biological barrier, where receptors are present to capture information
and relay it to the innate immune system. The conjunctiva provides mechanical and
immunological protection to the ocular surface. Therefore, the objective of this study was to
describe the cytological profile of the skin and ocular surface of healthy Shih-Tzu dogs, as well
as the influence of age on these profiles. For this purpose, a Schirmer test was performed, and
the material for cytological analysis was collected using a nylon microbrush in circular
movements, rolling it on a microscopy slide stained by the rapid panoptic method, followed by
a fluorescein test. A differential cell count was performed until reaching 100 cells. The cells
found were lymphocytes with predominance in ocular cytology (OD - 47% and OS - 41.93%),
polymorphonuclear cells with predominance in cytologies of the nasal fold (62%) and palmar
pads (100%), and in the count for desquamative cells, superficial cells stood out in all regions
(OD 83.11%, OS 90.52%, palmar pads 100%, and nasal fold 96.91%). It can be concluded that
in conjunctival cytology, for leukocyte counting, there was a predominance of lymphocytes,
polymorphonuclear cells in the palmar pad and nasal fold region, and for desquamative cells, a
predominance of superficial cells in all analyzed regions. Malassezia spp was present in all

regions.

Keywords: Canids; Cytopathology; Dermatology; Morphology; Ocular health.



17

5. INTRODUCAO

A citologia de impressao corneo conjuntival € um importante exame ndo invasivo que
auxilia no diagnostico e estadiamento de vérias doencas, sendo as mais importantes as
alteracOes da superficie ocular decorrentes da deficiéncia do filme lacrimal (Putz, 2017).

A pele possui mecanismos de defesa compostos por dois processos basicos
representados pelas barreiras fisica e quimica, onde estdo presentes receptores que captam
informacdes sobre o agente patogénico e passam para o sistema imunoldgico inato. Deste modo
serdo recrutados leucocitos e mastocitos para a producdo de peptideos (Afshar e Gallo, 2013).

A regido conjuntival é formada por uma membrana mucosa e Umida que recobre a
porcdo anterior do bulbo adjacente ao limbo, a superficie interna das palpebras e toda a terceira
palpebra. Seu epitélio é estratificado cubico e sua lamina prépria é constituida de tecido
conjuntivo frouxo (Junqueira e Carneiro, 2023).

A citologia ocular por impressdo é considerada uma ferramenta diagnostica valida em
oftalmologia. A colheita com espatula € um método ndo recomendado por produzir amostras
de baixa qualidade contendo poucas células integras, ja o método com mini escovas é
considerado o melhor método, ndo causando nenhum desconforto e produzindo uma amostra
de qualidade com uma boa quantidade de células para analisar (Kovalcuka, Sarpio e
Nikolajenko, 2023).

Bron et al. (2017) relataram que, em humanos, as células caliciformes da conjuntiva
apresentam uma funcdo importante na producdo da mucina, que em contato com a dgua forma
um muco formando a parte mais interna do filme lacrimal, que constitui uma interface funcional
entre 0 olho e o ambiente externo além de contribuir de forma importante para a resposta
adaptativa do sistema imunolégico da superficie ocular ao olho seco.

A citologia da pele permite a caracterizagdo histoldgica dos tecidos e seus resultados
acrescentam informagdes importantes sobre a condi¢cdo dermatoldgica do paciente, ajudando a
decifrar o comportamento da microbiota residente na pele dos cdes e consequentemente
auxiliando os clinicos a chegarem em um diagndstico (Gasparetto et al., 2013).

A Malassezia spp € um fungo muito difundido no nosso planeta e espera-se que novas
espeécies sejam descobertas. Apesar de algumas espécies de Malassezia spp serem adaptadas ao
hospedeiro, muitas sdo compartilhadas entre animais e humanos. Ja existem relatos de

transmissdo zoonotica, especialmente para M. pachydermatis. As espécies de Malassezia spp
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estdo associadas a doengas de pele em animais de companhia, de producéo, aves e animais
exoticos, bem como em humanos (Hobi et al., 2022).

Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi propor um perfil citoldgico da pele e
superficie ocular de cdes da raca Shih-Tzu saudaveis, assim como a existéncia ou ndo de

alteracOes destes perfis com relacdo a idade.

6. MATERIAL E METODOS

Aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) com protocolo
n°01/2023.

Os critérios de inclusdo dos animais no experimento foram baseados na auséncia de
lesGes oculares e cutaneas, as quais foram determinadas por meio de avaliagdes clinicas da pele
e da superficie ocular. Adicionalmente, foram considerados resultados normais no teste de
Schirmer, com valores dentro do intervalo estabelecido por Martin (2010) entre 15 e
25mm/min, e a auséncia de Ulcera de cdrnea, determinada pela utilizacdo de fluoresceina.

As amostras foram coletadas, pelo mesmo profissional, de 45 cdes da raca Shih-Tzu,
todos saudaveis, distribuidos em trés grupos de 15 animais cada, sendo separados por faixas
etarias. O Grupo 1 (G1) consistiu em animais de 1 a 4 anos, 0 Grupo 2 (G2) incluiu animais de
5 a 8 anos, e 0 Grupo 3 (G3) abrangeu animais de 9 a 12 anos. Antes da coleta das amostras,
realizou-se um teste de Schirmer para quantificar a producéo lacrimal e descartar casos de olho
seco, para ndo interferir na citologia. Realizou-se o teste de fluoresceina para excluir a presenca
de Ulcera de cornea.

O teste de Schirmer envolveu a dobra da extremidade da fita dosadora, a qual foi inserida
no saco conjuntival inferior, proximo ao canto medial do olho. Apds um minuto, a fita foi
removida, e a leitura da por¢do umedecida foi realizada em milimetros.

O teste de fluoresceina consistiu na aplicacdo de uma gota do corante em cada olho.
Apos alguns segundos, realizou-se a lavagem do excesso de corante com solucéo fisioldgica e
algoddo. A presenca ou auséncia de Ulcera de cornea foi observada, sendo que animais com
Ulcera foram excluidos do experimento.

Para as citologias, foram coletadas amostras de materiais nas regides do epitélio
conjuntival, prega nasal e regido interdigital dos coxins palmares. As amostras foram coletadas
com microbrush fino de nylon, previamente umedecido com &gua de injec&o estéril, realizando
10 movimentos de rotagdo em cada regido. Posteriormente, os esfregacos foram preparados em

laminas para microscopia. Apds aproximadamente 30 minutos da coleta, as laminas foram
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coradas pelo método de coloracdo Pandtico Répido e lidas em microscépio dptico nos aumentos
de 10x, 40x e 100x, com 6leo de imersdo, por um Unico examinador.

Para padronizacdo na leitura das laminas, foi empregado o método de contagem
diferencial de células até alcancar 100 células. Em cada lamina, foram realizadas contagens
separadas para leucocitos e células descamativas por regido (Conjuntiva, prega nasal e regido
dos coxins palmares). Na citologia, também foi observada a presencga ou auséncia de Malassezia
spp nas amostras analisadas.

A avaliacdo da correlacdo estatistica entre os grupos foi realizada utilizando a mediana,
devido a auséncia de uma distribuicdo normal dos dados. O Teste U de Mann Whitney foi
empregado ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) através do programa estatistico R (R Core
Team, 2022).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia empregada para avaliar o perfil citologico conjuntival, da prega nasal e
regido interdigital dos coxins palmares, permitiu a identificacdo satisfatéria das células nas
laminas.

Na citologia conjuntival os linfdcitos estavam presentes em 73% das laminas do olho
direito com predominancia em 42,3% e presente em 60% das laminas do olho esquerdo com
predominancia em 42,3% das amostras. Os polimorfonucleares estavam presentes em 57,7%
das laminas em olho direito com predominancia em 26,7% e presente em 44,4% das laminas
do olho esquerdo com predominancia em 24,4%, conforme evidenciado na tabela 1.

Nas citologias da regido de coxins palmares houve uma predominancia absoluta de
polimorfonucleares ndo sendo encontrado outros tipos de leucdcitos. Para regido da prega nasal
os linfocitos estavam predominantes em 17,7% das citologias e o0s polimorfonucleares 31,2%
de predominancia.

Os Macrofagos ndo apresentaram predominancia em nenhuma citologia da conjuntiva,
porém estavam presentes em 15,5% das citologias em olho direito e 11,11% no olho esquerdo.
N&o foram encontrados nas amostras dos coxins palmares e estavam predominantes em 2,2%
das amostras da prega nasal.

Com os resultados das citologias para a contagem de células descamativas observamos
uma predominancia das células superficiais em todas as regides. As células Caliciformes foram
observadas somente em duas citologias (4,4%) da regido conjuntival do olho direito ndo estando

predominante em nenhuma citologia.
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Para a pesquisa de Malassezia spp observamos que ela estava presente em 4,4% das
citologias oculares, em 2,22% das citologias dos coxins palmares e em 20% das citologias da

prega nasal, como evidenciado na tabela 5.

Tabela 1. Distribui¢do Percentual indicando predominéncia, entre Leucdcitos e Células
Descamativas encontradas na Citologia Conjuntival por esfoliacdo da pele e conjuntiva em
caes da raga Shih-Tzu Saudaveis.

Citologia
Leucdcitos 0OD% OE% Coxins% Prega nasal%
Linfocitos 42,3 42,3 0 17,7
Polimorfonucleares 26,7 24,4 100 31,2
Macrofagos 0 0 0 2,2
Distribuicdo homogénea 31 33,3 0 48,8
Células descamativas
Superficiais 84,5 95,6 100 97,8
Intermediarias 11,1 2,2 0 2,2
Caliciformes 0 0 0 0
Distribuicdo homogénea 4,4 2,2 0 0

Estatistica descritiva

Utilizando o mesmo método de coleta, Kovalcuka, Sarpio e Nikolajenko (2023)
relataram que este tipo de obtencdo do material é seguro causando 0 minimo de desconforto ao
paciente aléem de ndo necessitar de contencdo quimica para sua realizacdo. No presente estudo
foi observado ndo haver qualquer tipo de lesdo ou irritacdo sobre a conjuntiva ou na pele dos
animais com a utilizagdo do microbrush fino de nylon.

Kovalcuka, Sarpio e Nikolajenko (2023) destacaram que a citologia por impresséo pelo
método de coleta com mini escova € um método viavel que produz uma amostra de alta
gualidade com uma boa monocamada de células. Perazzi et al. (2017) afirmaram que escovas
citologicas com cerdas de nylon, utilizadas para coletar amostras de citologia conjuntival
formam monocamadas uniformes, resultando em boa qualidade com rendimento celular
satisfatorio para avaliacdo microscopica das laminas.

O método de coloragdo Pandtico Rapido foi eficaz na coloragdo dos tipos celulares
investigados. Borges et al. (2012) afirmaram que a técnica de coloragdo Papanicolau, na espécie
humana, é a que permite uma melhor acuracia no exame para a identificagcdo das células, porém
0 metodo empregado nesse estudo é o mais difundido na Medicina Veterinaria por ser mais

rapido, facil e de menor custo.
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A literatura pertinente a citologia conjuntival ndo padroniza os tipos celulares para a
regido nem as quantifica, porem relata a identificacdo de leucocitos, como neutrdfilos,
eosinofilos e mondcitos, em pequenas quantidades nas citologias de cédes clinicamente sadios
(Bolzan et al., 2005; Venancio et al., 2012).

Bolzan et al. (2005) em sua pesquisa realizaram citologias por impressao aplicando tiras
assimétricas de Millipore na conjuntiva e relataram a visualizagdo de células descamativas
superficiais em 33% das laminas de cdes clinicamente saudaveis. O presente estudo, utilizando
um método de coleta diferente, observou a presenca desse tipo celular em 95,55% OD e
97,7%% OE das citologias conjuntivais sendo que elas estavam predominantes em 84,5% das
laminas em OD e 95,6% OE (tabela 1).

O presente estudo corrobora com os achados de Azevedo et al. (2009) onde
identificaram que as células mais encontradas na citologia esfoliativa da conjuntiva de caes
saudaveis foram células descamativas das camadas superficiais e intermediérias, onde
encontraram 50% das ldminas com predominancia de células descamativas intermediarias e
outros 50% com predominancia de células descamativas superficiais.

Borges et al. (2012), utilizando método de abrasdo com escova citoldgica na conjuntiva
de 13 cées saudaveis, apesar da visualizacdo de todos tipos celulares descamativos, obtiveram
predominancia de células intermediarias (87,06% e 73,10%), no presente estudo o resultado
foi uma predominéncia de células descamativas superficiais (tabela 1), vale ressaltar que de
acordo com o método de colheita empregado nas duas pesquisas a forca aplicada pode interferir
na profundidade das camadas atingidas.

Hashitomo (2013) enfatizam que os macrdfagos sao considerados células de primeira
linha na defesa imunoldgica, destacando sua multifuncionalidade como componentes do
sistema mononuclear fagocitico. Venancio et al. (2012) afirmam que a presenca de células
inflamatorias como leucdcitos, desde que em quantidade reduzida, em animais sem afecgdes
oftalmicas, néo é significativa e deve ser desconsiderada.

Os leucdcitos polimorfonucleares normalmente, em animais saudaveis sdo0 numerosos
na conjuntiva e, quando presentes, encontram-se migrando por meio do epitélio em dire¢do ao
saco conjuntival, para combater algum agente infeccioso (Mcgavin e Zachary, 2018).

Borges et al. (2012) em seu estudo utilizando escova citolégica como forma de coleta
apresentaram um percentual de 0,12% de celulas caliciformes em citologia conjuntival de 13
cdes saudaveis. No presente estudo o percentual fica em 0,022% (2/90) das citologias

conjuntivais.
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Lima et al. (2014) ndo encontraram células caliciformes em citologias esfoliativas com
escova interdental da conjuntiva palpebral de 10 cdes higidos e Venéancio et al. (2012)
descreveram a auséncia deste tipo de células na conjuntiva palpebral de 50 felinos sadios.
Morais (2016) em seu estudo com 38 bovinos da raca Gir relatou um percentual de 0,34% de

celulas caliciformes em citologia conjuntival.

Tabela 2. Comparacdo das medianas de leucdcitos e células descamativas, encontradas nas
citologias por esfoliagdo ocular, entre os grupos de cées da raca Shih-Tzu saudaveis de
diferentes faixas etarias.

Parametros Mediana p-valor

G1 G2 G3
Linfécitos 0,00 ¢ 75,00 A 17,00 B 0,0169
Polimorfonucleares 0,00 ¢ 1,50 B 49,00 A 0,0487
Macrofagos 0,004 0,004 0,004 0,2339
Superficial 99,00 91,00 96,00 0,1152
Intermediaria 1,008 9,004 4,00 AB 0,0464
Caliciforme 0,00 0,00 0,00 0,2005

Letras maiUsculas diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica entre 0s grupos
pelo teste de Mann Whitney U test ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Na comparacdo entre o0s grupos, de acordo com a faixa etéria, observou-se significancia
estatistica nos percentuais de linfocitos (figura 3) (p=0,0169), polimorfonucleares (p=0,0487)
e ceélulas descamativas intermediarias (p=0,0464), conforme evidenciado na Tabela 2.
Notavelmente, os animais dos grupos G2 e G3 demonstraram percentuais mais elevados de
células polimorfonucleares e células descamativas intermediarias em comparag¢do com o grupo
G1. Esses resultados destacam diferencas distintas nas respostas citoldgicas entre as faixas
etarias investigadas.

Segundo Raskin (2003) quando temos a predominancia de neutréfilos em amostras
citoldgicas, devemos classifica-las como inflamatoria, porém ndo foi o caso do estudo, pois
apesar de um percentual mais elevado de polimorfonucleares, nesses grupos, eles ndo estavam
predominantes.

Na andlise citoldgica por esfoliagdo dos coxins palmares, como evidenciado na Tabela
3, observou-se uma predominéancia de celulas descamativas (figura 4) superficiais e leucocitos

polimorfonucleares (figura 1), sem diferenca (p>0,05) entre 0s grupos.
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Tabela 3. Comparacdo das medianas de leucdcitos e células descamativas, encontradas nas
citologias cutaneas por esfoliacdo da regido dos coxins palmares, entre 0s grupos de cées da
raca Shih-Tzu saudaveis de diferentes faixas etérias.

Parametros Mediana p-valor
G1 G2 G3
Leucdcitos 0,004 0,00 0,004 1,0000
Polimorfonucleares 100,004 100,004 100,004 0,2703
Macrofagos 0,00* 0,004 0,004 1,0000
Superficial 100,004 100,004 100,004 1,0000
Intermediaria 0,004 0,004 0,004 1,000
Caliciforme 0,004 0,004 0,004 1.000

Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca para o teste U de
Mann Whitney ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Os resultados indicam uma uniformidade nas caracteristicas citologicas cutaneas
obtidas por esfoliacdo da regido dos coxins palmares em cdes Shih-Tzu saudaveis,
independentemente das faixas etarias investigadas. Segundo Cowell (2009), células epiteliais
descamativas estdo presentes, com frequéncia em citologias cutaneas por swabs/escarificagéo,
células do tipo superficiais estdo presentes na grande maioria das amostras cutaneas colhidas
com escarificacdo, sendo consideradas um achado esperado em cdes saudaveis ou com
dermatopatias.

Com a andlise citologica por esfoliacdo da prega nasal, como evidenciado na Tabela 4,
observou-se uma predominancia de células descamativas superficiais (figura 4) e leucocitos

polimorfonucleares (figura 1), sem significancia estatistica (p>0,05) entre 0s grupos.

Tabela 4. Comparacdo das medianas de leucdécitos e células descamativas, encontradas nas
citologias cutaneas por esfoliacdo da regido da prega nasal, entre os grupos de cdes da raca
Shih-Tzu saudaveis de diferentes faixas etarias.

Parametros Mediana p-valor
G1 G2 G3

Leucdécitos 0,00 0,004 0,004 0.9383
Polimorfonucleares 40,004 0,004 0,004 0.7590
Macrofagos 0,004 0,004 0,004 0.2752
Superficial 100,004 100,004 100,004 0.7769
Intermediaria 0,004 0,004 0,004 0.7769
Caliciforme 0,004 0,004 0,004 1.0000

Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que n&o houve diferenca para o teste de Mann
Whitney U test ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Esses resultados indicam uma uniformidade nas caracteristicas citoldgicas da regido de

prega nasal em cédes Shih-Tzu saudaveis, independentemente das faixas etarias investigadas.
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Cowell (2009) afirma que células epiteliais descamativas estdo presentes, em citologias
cuténeas por swabs/escarificacdo e as células do tipo superficiais estdo presentes na grande
maioria das amostras cutaneas colhidas com escarificacdo sendo consideradas um achado

esperado em cées saudaveis.

Tabela 5. Distribuicdo percentual de Malassezia spp encontradas nas citologias conjuntivais por
esfoliacdo dos olhos direito (OD) e esquerdo (OE), e dermatolégica (Coxins e Prega Nasal) em
caes da raga Shih-Tzu saudaveis.

Citologia — Malassezia spp
oD % OE % Coxins % Prega nasal %

Presente 1 2,22 3 6,66 1 2,22 9 20
Ausente 44 97,77 42 93,33 44 97,77 36 80

Estatistica descritiva.

Diaz et al. (2023) relataram que métodos com técnicas citologicas e técnicas
moleculares apresentaram boa relagéo entre os métodos de colheita e demonstraram seu valor
como ferramenta diagndstica para Malassezia spp na prega interdigital de cées com
pododermatite.

Rosa et al. (2019) relataram que a Malassezia spp € um microrganismo da microbiota
comensal dos cées, causando alguma doenga quando associada a outras enfermidades, e sua
prevaléncia € relacionada com baixa imunidade do hospedeiro aliado ao aumento da
temperatura e umidade, criando um ambiente propicio para seu desenvolvimento.

Santos et al. (2020) destacaram a presenca de Malassezia spp em 2,6% dos exames
realizados na pele de 39 cdes e Chiurco (2016), em seu estudo com 33 cées sadios, observou
uma positividade mais acentuada para Malassezia spp em amostras do conduto auditivo do que
na pele, onde encontrou 72% das amostras positivas para conduto auditivo, e 12% de
positividade nas amostras da pele.

Santos et al. (2009) isolaram Malassezia spp, na microbiota conjuntival, em 1,84% de
cdes. Divergindo do presente estudo, Diaz et al. (2023) concluiram que a Malassezia spp é
predominante em amostras da prega interdigital de animais saudaveis e presente no pos-

tratamento para pododermatite.
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Figura 1. Micrografia citologica conjuntival de cdes da raga Shih-Tzu saudéveis com coloragéo
pandtico na objetiva de 100x.
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Observar em A células descamativas em setas 1 e leucdcito polimorfonuclear em 2. Observar
em B seta célula descamativas. Observar C setas 1 linfécitos e em 2 célula descamativa
intermediaria.

Fonte: acervo do autor.

Figura 2. Micrografia citologica dos coxins palmares (A) e prega nasal (B) de cées da raca Shih-
Tzu saudaveis com coloracdo pandtico na objetiva de 100x.

Observar em A seta 1 indicando célula descamativa intermediaria, em 2 célula descamativa
superficial, em 3 célula descamativa superficial anucleada. Observar em B seta Malassezia

spp.
Fonte: acervo do autor.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos inferir que a citologia se revelou
um método eficaz na caracterizacdo do perfil citoldgico da pele e da superficie ocular em caes
da raga Shih-Tzu saudaveis. Ao analisar a citologia conjuntival em cées Shih-Tzu, observou-se
uma significativa predominancia estatistica de linfdocitos na contagem total de leucdcitos, com
variacbes notaveis entre diferentes faixas etarias. A presenga proeminente de leucocitos
polimorfonucleares foi destacada nas regides dos coxins palmares e prega nasal. Na analise das
células descamativas, evidenciou-se uma prevaléncia significativa de células descamativas
superficiais em todas as areas examinadas.

Adicionalmente, identificou-se a presenca de Malassezia spp nas amostras analisadas.
Esses achados contribuem para uma compreensdo mais abrangente da citologia como
ferramenta diagnostica em cées Shih-Tzu, fornecendo insights valiosos sobre as caracteristicas

citolégicas normais e potenciais marcadores de variacéo relacionados a idade.
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CAPITULO 3- PERFIL MICROBIOLOGICO DA PELE E SUPERFICIE
OCULAR DE CAES DA RACA SHIH-TZU

PERFIL MICROBIOLOGICO DA PELE E SUPERFICIE OCULAR DE CAES DA RACA
SHIH-TZU
MICROBIOLOGICAL PROFILE OF THE SKIN AND EYE SURFACE OF
SHIH-TZU DOGS

RESUMO
Na pele dos caes reside uma grande variedade de microrganismos entre bactérias e fungos,
atuando na protecdo da pele e do organismo como um todo. O conhecimento da microbiota
comensal ajuda a entender o comportamento da microbiota da pele dos cées. As comunidades
microbianas da conjuntiva e do nariz distal podem ser significativamente diferentes umas das
outras. Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi propor um perfil microbioldgico da pele
e superficie ocular de caes da raga Shih-Tzu saudaveis, e a existéncia ou ndo de alteracdes destes
perfis com relacdo a idade. Para tal foi realizado teste de Schirmer, a coleta do material para
analise microbioldgica, foi coletado com auxilio de swab plastico estéril com meio Stuart e
encaminhados ao Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Uniube para
cultura dos microrganismos presentes e identificacdo, depois realizado o teste de fluoresceina.
Os resultados provenientes das 180 culturas realizadas revelaram a identificacdo de 10 tipos
distintos de bactérias, sendo, no grupo Gram-positivo a Staphylococcus spp. predominantes em
todas as regides analisadas (OD 36,96%, OE 34,78%), Coxins palmares 28,26% e prega nasal
30,43%) seguido pelo gram-negativo Enterobacter spp também presente em todas as regides
(OD 10,87%, OE 34,78%, coxins palmares 17,39% e prega nasal 32,61%). Pode-se concluir
que no perfil microbioldgico houve predominancia do microrganismo Gram-positivo
Staphylococcus spp ndo apresentando diferenca entre as regides e o Gram-negativo
Enterobacter spp presente em todas as regides apresentando diferenca entre as regides e entre

as faixas etarias para regido dos coxins palmares.

Palavras-chave: Microbiota, Canideos, Microbiota cutanea, Microbiota ocular canina.
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ABSTRACT

Dogs' skin harbors a wide variety of microorganisms including bacteria and fungi, acting in the
protection of the skin and the organism as a whole. Understanding the commensal microbiota
helps in comprehending the behavior of dogs' skin microbiota. Microbial communities of the
conjunctiva and distal nose may significantly differ from each other. Thus, the objective of this
study was to propose a microbiological profile of the skin and ocular surface of healthy Shih-
Tzu dogs, and to investigate the presence or absence of alterations in these profiles concerning
age. For this purpose, a Schirmer test was performed, and the material for microbiological
analysis was collected using a sterile plastic swab with Stuart medium, then forwarded to the
Clinical Pathology Laboratory of the Uniube Veterinary Hospital for culture of the present
microorganisms and identification, followed by a fluorescein test. The results from the 180
cultures performed revealed the identification of 10 distinct types of bacteria, with Gram-
positive Staphylococcus spp. being predominant in all analyzed regions (OD 36.96%, OS
34.78%, palmar pads 28.26%, and nasal fold 30.43%), followed by the Gram-negative
Enterobacter spp. also present in all regions (OD 10.87%, OS 34.78%, palmar pads 17.39%,
and nasal fold 32.61%). It can be concluded that in the microbiological profile, there was
predominance of the Gram-positive microorganism Staphylococcus spp., showing no
difference between regions, and the Gram-negative Enterobacter spp., present in all regions,

exhibiting differences between regions and age groups for the palmar pad region.

Keywords: Microbiota, Canids, Cutaneous microbiota, Canine ocular microbiota.
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10. INTRODUCAO

Microbiota € um termo coletivo para comunidades poli microbianas, incluindo
bacteérias, virus e fungos. Estes podem habitar um local especifico, moldar o microambiente e
desempenhar um papel no desenvolvimento de doencas (Sordi et al., 2019).

O diagndstico laboratorial de infeccdes oculares apresenta desafios adicionais quando
comparado a infec¢bes em outras regides do corpo (Mitra, Chandran e Fernandes, 2023). A
microbiota da superficie ocular estd ganhando grande importancia a medida que novas
metodologias para sequenciamento de DNA de bactérias tém sido publicadas (Chiang e Chern,
2022).

A regido da conjuntiva canina possui uma microbiota bacteriana e fungica mais rica e
diversificada do que se reconhecia anteriormente. Embora houvesse algum grau de
continuidade local, as comunidades microbianas da conjuntiva, da pele periocular e do nariz
distal em estudos passados, eram significativamente diferentes umas das outras quando
comparado com estudos recentes (Bancos et al., 2020).

Na pele dos cées reside uma grande variedade de microrganismos entre bactérias e
fungos, que se auxiliam no meio em que vivem, atuando na saude do animal, na protecdo da
pele e do organismo como um todo. Esses microrganismos residentes evitam o
desenvolvimento de outros microrganismos oportunistas evitando problemas no local (Tang et
al., 2020).

Microrganismos isolados da pele de cdes saudaveis seguem um padrdo com uma
variedade de bactérias e fungos, ja cdes que frequentemente desenvolvem dermatopatias
apresentam uma reducdo desses microrganismos comensais estando mais susceptiveis a
desenvolver alguma doenca de pele (Zamarian et al., 2020).

A partir do desenvolvimento de dermatopatias nos cdes e com a analise delas,
identificando os microrganismos presentes, pode-se chegar a informag6es mais concretas sobre
a doenca e o conhecimento da microbiota comensal ajuda a entender o comportamento da
microbiota da pele dos cées (Gasparetto et al., 2013).

As espécies de Malassezia spp estdo entre os fungos mais difundidos no nosso planeta
e espera-se que novas espécies e hospedeiros sejam descobertos. Embora algumas espécies de
Malassezia spp sejam adaptadas ao hospedeiro, muitas sdo compartilhadas entre animais e
humanos. Existem evidéncias de transmissdo zoondtica, especialmente para M. pachydermatis,

mas sao necessarios mais dados longitudinais para maior elucidacéo (Hobi et al., 2022).
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Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o perfil microbioldgico da
pele e superficie ocular de cdes da raga Shih-Tzu saudaveis, assim como a existéncia de

alteracdes destes perfis com relacdo a idade.

11. MATERIAL E METODOS

Aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) com protocolo
n°01/2023.

Os critérios de inclusdo dos animais no experimento foram baseados na auséncia de
lesbes oculares e dermatoldgicas, determinadas por avaliagdes clinicas da pele e da superficie
ocular. Adicionalmente, foram considerados resultados normais no teste de Schirmer, com
valores dentro do intervalo estabelecido por Martin (2010) entre 15 e 25mm/min, e a auséncia
de Ulcera de cornea, determinada pela utilizacéo de fluoresceina.

As amostras para cultura e identificagdo microbiolégica foram coletadas de 45 cées da
raca Shih-Tzu saudaveis, incluindo ambos os sexos, castrados e ndo castrados, com idades entre
1 a 12 anos. Os animais foram divididos em trés grupos (G1, G2 e G3), cada um composto por
15 animais, distribuidos por faixas etéarias: G1 (1 a 4 anos), G2 (5 a 8 anos) e G3 (9 a 12 anos).

Para o teste de Schirmer, foi efetuada a dobra na extremidade da fita dosadora,
especificamente desenvolvida para o teste, e inserida no saco conjuntival inferior, em canto
medial, de cada olho (uma fita por olho). Apdés um minuto, a fita foi retirada, e a leitura da
porcdo umedecida foi realizada em mm/min.

O teste de fluoresceina consistiu na aplicacdo de uma gota do corante em colirio em
cada olho, seguido pela lavagem do excesso de corante com solucéo fisioldgica 0,9% estéril e
algoddo. Posteriormente, a presenca ou auséncia de Ulcera de cdrnea foi observada, sendo que
animais com lesdes oculares foram excluidos.

A coleta de material para cultura bacteriana e identificacdo microbiologica foi realizada
em trés regides (conjuntiva, prega nasal e coxins palmares), utilizando Swab Plastico Estéril
com meio Stuart. Foram realizados 10 movimentos circulares padronizados em cada regiéo,
utilizando um swab por regido. Os materiais foram armazenados em meio Stuart e
encaminhados ao Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Uniube para
cultura, em meio Agar Sangue e MacConkey e identificagio dos microrganismos presentes.

A avaliacdo da correlacdo estatistica entre os grupos foi conduzida utilizando a mediana,
dada a ndo normalidade dos dados, e o Teste de Mann-Whitney U ao nivel de 5% de

probabilidade (p<0,05) por meio do programa estatistico R (R Core Team, 2022).
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12. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados provenientes das culturas bacterianas de 180 amostras revelaram a
identificacdo de 10 géneros bacterianos, sendo Staphylococcus spp. predominante em todas as
regides analisadas.

Notavelmente, os microrganismos preponderantes se distribuem em dois grupos
distintos. O primeiro grupo, predominantemente Gram-positivo, é liderado pelo Staphylococcus
spp., destacando-se como 0 mais representativo. Enquanto isso, o0 segundo grupo, de natureza
Gram-negativa, é liderado pelo Enterobacter spp.

O género Staphylococcus spp. foi identificado em 35,55% das culturas da conjuntiva
direita e 33,33% da esquerda. Nas culturas cutaneas das regides de coxins palmares e prega
nasal ele cresceu em 26,26% e 31,11% respectivamente. O Enterobacter spp. foi isolado em
11,11% das culturas conjuntivais direita e esquerda, ja nas cutaneas dos coxins palmares e prega
nasal esteve presente em 17,77% e 33,33% (tabela 1).

Entre as faixas etarias o Staphylococcus spp. teve uma predominancia no G1 na regido
de coxins palmares e regido conjuntival direita, ja no grupo G2 houve predominancia do
Enterobacter spp. na regido de coxins palmares, prega nasal e na regido conjuntival do olho
esquerdo. No grupo G3 houve uma predominancia do ndo crescimento em todas as regides.

As amostras em que ndo houve crescimento bacteriano foi de 35,55% da regido
conjuntival do olho direito, 40% da regido do olho esquerdo, 42,22% dos coxins palmares e
24,44% da regido de prega nasal (tabela 1).

A Malassezia spp. foi identificada em uma amostra na cultura da regido dos coxins
palmares e ausente nas outras regides. Vale ressaltar que na presente pesquisa ndo foram
utilizados meios de culturas recomendados para o crescimento de fungos.

Rogers et al. (2020) isolaram 10 géneros bacterianos na superficie ocular bilateral de 13
caes saudaveis sem distingéo de raca, sexo e idade, sendo que 4 géneros estavam presentes em
todas as 26 amostras. Eles tiveram uma representatividade maior de microrganismos Gram-
negativos onde a mais comum foi a Pseudomonadaceae. Entre 0os gram-positivos estavam
presentes Micrococcaceae (12,0%), Corynebacteriaceae (3,3%,), Staphylococcaceae (2,3%),

Bacillaceae (1,5%) e Streptococcaceae (1,2%).
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Tabela 1. Comparacdo dos microrganismos isolados em culturas conjuntivais, coxins palmares
e prega nasal em cées da raca Shih-Tzu saudaveis de diferentes faixas etarias.

Bacterias oD OE Coxins palmares Prega nasal
Staphylococcus spp 355554 33,334 26,26 A 31,114
Enterobacter spp 11,118 11,118 17,77 AB 33,334
Enterococcus spp 2,22 0,004 0,00 A 0,00 A
Escherichia coli 2,227 222A° 0,00 A 0,00 A
Klebsiella spp 2,227 44447 2,22 A 0,00 A
Proteus spp 2,22 0,004 0,00 A 2,224
Pseudomonas spp 44478 6,668 0,008 8,88 A
Serratia spp 4,447 2227 4,44~ 0,004
Hafnia spp 0,00~ 0,004 2,224 0,004
Leclercia adecarboxylata 0,00~ 0,004 4,44 A 2,224
Malassezia spp 0,00~ 0,004 2,22 A 0,00 A
N&o houve crescimento 3555”4 40,004 42,22 A 24,44 A

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica entre
grupos para o teste Qui-quadrado.

Oria et al. (2013) constataram que o crescimento bacteriano proveniente da conjuntiva
de cées saudaveis, sem predilecéo por raca ou idade, foi evidente, sendo que as bactérias Gram-
positivas apresentaram maior ocorréncia dentre 0s microrganismos isolados. Com relacéo a
microbiota conjuntival comensal dos cdes, temos Staphylococcus sp., Enterobacter sp e
Pseudomonas sp. como os de maior ocorréncia, assim a pesquisa mostra que esses géneros
tiveram um aparecimento significante quando isolados de cdes sem doenca ocular e cutanea
(Rogers et al., 2020; Nadas et al., 2021; Marcon e Sapin 2021).

Rogers et al. (2020) relataram que a composicdo da microbiota residente da superficie
ocular canina, ndo é significativamente alterada ao longo do tempo. E qualquer alteracdo deve
ser atribuida a fatores ambientais e a genética do hospedeiro, ou seja, microrganismos que foram
isolados da microbiota ocular dos cées, sdo pertencentes da gama ocular, sendo alterada devido
a comunicagdo com outras microbiotas através de contato fisico do animal, traumas ou pelo
ambiente onde vive.

Nadas et al. (2021) afirmaram que o género Staphylococcus spp. participa normalmente
da microbiota bacteriana da conjuntiva, porém juntamente com o Pseudomonas sp., em uma
situagdo propicia como les&o local, provoca uma alteragdo na microbiota local favorecendo ao
aparecimento de doencas.

Pereira et al. (2021) identificaram como microrganismo mais comum isolado na
conjuntiva de cées saudaveis, sem predilecdo por sexo ou raca, 0 género Staphylococcus spp. e

afirmaram que ele é considerado um agente comensal da conjuntiva e realiza uma funcédo de
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protecdo. Além de residentes, esses microrganismos sdo oportunistas pois podem atuar em
doencas devido sua multiplicacdo em infec¢fes oriundas de traumas, condicGes alérgicas e
metabdlicas.

Marcon e Sapin (2021) afirmaram que o olho canino higido resiste a infeccdes
bacterianas devido a presenca dos microrganismos residentes da conjuntiva e a barreira do
epitélio principalmente, mas uma interacdo de bactérias provenientes de outra microbiota
concomitante a uma lesdo facilita o surgimento ou agravamento de doencas. Em casos de
Ulceras de corneas, em que o olho contém uma area lesada, a entrada dos microrganismos de
maior prevaléncia que sdo o Staphylococcus spp. e Pseudomonas sp. acontece, por serem as
principais responsaveis a desenvolver afec¢fes oculares, com essa disseminacao, irdo se instalar
no estroma da cornea e se desenvolver melhor.

Wang et al. (2022) em pesquisa com 35 cdes saudaveis concluiram que a bactéria
Staphylococcus pseudintermedius foi uma bactéria comum no saco conjuntival de cées
saudaveis, no presente estudo ndo foi verificado a espécie, porém o género Staphylococcus spp.
foi o predominante na regido.

O grupo das Pseudomonas spp. tiveram uma representatividade menor na regido da
conjuntiva, ficando presente em 4,44% das amostras da direita e 6,66% das amostras da
esquerda (tabela 1), ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05).

Nielsen et al. (2022) defendem que a Pseudomonas spp. ndo é um microrganismo de
carater evidente da microbiota conjuntival ocular normal dos cées. Essa bactéria se apresenta
comumente em isolados, seja ocular ou de pele em cées saudaveis, deixando de ser considerada
comensal da microbiota. Isso se deve por sua compatibilidade e variedade de diferentes
combinacBes com patdgenos ja presentes em outras microbiotas, pois 0 autor a relata em cées
com dermatopatias como otite e dermatites.

Nadas et al. (2021) observaram uma grande frequéncia de microbiota mista, entre
microrganismos gram-negativas e gram-positivos, em cdes com historico de doenga ocular
como olho seco, porém os autores afirmaram néo estar claro se as bactérias Gram-negativas
agem mais frequentemente como oportunistas ou se a terapia local desequilibrou a microbiota.

Conforme observou-se (tabela 1) as bactérias Staphylococcus spp. e Enterobacter spp.
estdo presentes em amostras de todas as regides analisadas, ja os microrganismos Proteus spp.
e Pseudomonas spp. foram isolados somente na regido conjuntival e prega nasal. Bancos et al.
(2020) afirmaram que maiores semelhancas sdo evidentes entre as microbiotas conjuntivais e
nasais, 0 que pode sugerir que a imunidade da mucosa ou a conexdo anatémica do sistema

nasolacrimal impacte nas populagdes da microbiota conjuntival e nasal canina.
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Varges et al. (2009) observaram que uma microbiota Gram-positiva, incluindo os
géneros Staphylococcus spp., Trueperella spp. e Micrococcus spp. predominaram na
microbiota conjuntival em cdes saudaveis e no presente estudo houve uma predominancia do
Staphylococcus spp.

Nas amostras da conjuntiva, do olho direito e esquerdo, ndo houve crescimento
bacteriano em 35,55% e 40%, percentual um pouco menor do encontrado por Orié et al. (2013)
onde foi constatado o ndo crescimento em 60% (36/60) das suas amostras oculares em cées sem
relatar a idade.

Para o crescimento bacteriano Orid et al. (2013) constataram um crescimento de
espécies Gram-positivas em 85,37% das amostras oculares, e no presente estudo as Gram-
positivas prevaleceram e tiveram um crescimento em 66% (39/60) das amostras.

Para as amostras dos coxins palmares e prega nasal, obtivemos também uma prevaléncia
maior do microrganismo Staphylococcus spp. (tabela 1), assim como as das conjuntivas sendo
definida como uma normalidade, pois faz parte da gama de microrganismo normais da
microbiota da pele dos cdes. Botoni et al. (2014) afirmaram que o Staphylococcus spp. é
considerada uma bactéria de carater residente, ou seja, essa bactéria é contribuinte da
microbiota cutanea onde se torna eficaz na protecéo.

Gonzélez (2015) citou que dos grupos bacterianos isolados na pele de cdes a maioria
dos géneros caracterizados foram pertencentes ao grupo dos bacilos Gram-negativos, porém ela
cita que devido a fatores extrinsecos aos ambientes ou devido a fatores intrinsecos os individuos
sdo propensos a expressdo de diferentes microrganismos sendo necessario mais estudos para
determinar essa diferenciagéo.

O patdgeno Pseudomonas spp., teve uma representatividade de 8,88% nas amostras da
prega nasal e ndo foi identificada em amostras dos coxins palmares, apresentando diferenca
significativa (p<0,05) entre as regides (tabela 1). Porém este patdgeno foi relatado por Possebon
et al. (2015) em amostras isoladas da pele e apresenta um aspecto de normalidade, porém pode
estar presente, juntamente com 0s microrganismos comensais, atuando em doencas de pele.

Os microrganismos Serratia sp. e Proteus sp. apresentaram uma baixa porcentagem em
relagdo a outros microrganismos de todas as regides analisadas. Nocera et al. (2021) isolaram
as enterobacterias Serratia sp. e Proteus sp em 27% de suas amostras da pele de cdes (22/81)
associadas a infeccdes de pele.

Segundo Zamarian et al. (2020) os isolados de pele de cées saudaveis seguem um padrao
que apresentam diversos microrganismos comensais em relacdo a superficie acometida, ou seja,

cdes com dermatopatias irdo apresentar uma variedade de bactérias comensais reduzidas no
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local acometido quando comparado a pele sadia, e podem estar propicios a desenvolver uma
dermatopatia.

Os microrganismos Leclercia adecarboxylata foram isolados em um percentual de
4,44% das amostras de coxins palmares e 2,22% em amostras de prega nasal (tabela 1). Adapa
et al. (2019) citaram que a Leclercia adecarboxylata é um organismo raro, porém capaz de
causar infeccGes graves e potencialmente fatais. Técnicas microbioldgicas atuais tém
conseguido identificar com maior frequéncia esse organismo em humanos.

O género Hafnia teve uma representatividade de 2,22% em amostras dos coxins
palmares (tabela 1). Delbes et al. (2013) afirmaram que a Hafnia pode ser encontrada em
mamiferos, aves, répteis, peixes, no solo, esgoto e em fontes alimentares. O trato intestinal dos
animais, particularmente dos mamiferos, € um dos habitats mais comum para Hafnia, portanto
a mesma nao pode ser considerada um microrganismo residente da pele dos cées.

O fungo Malassezia spp teve um percentual de 2,22% das amostras em coxins palmares
e ausente nas outras amostras. Hobi et al. (2022) relataram que as espécies de Malassezia spp
necessitam de meios de cultura especiais para crescerem e um problema no diagnostico de
malasseziose estd na quantificacdo, como ela € um microrganismo comensal, para chegar ao

diagndstico é necessario comprovar a presenca de populacgdo elevada.

Tabela 2. Comparacdo dos microrganismos isolados nas culturas conjuntivais entre as faixas
etarias em cées da raca Shih-Tzu saudaveis.

Bactérias OD% OE%
Gl G2 G3 Gl G2 G3
Staphylococcus spp 40,004 33,33* 33,334 33,334 40,004 26,664
Enterobacter spp 13,334 13,334 0,004 204 6,664 6,664
Enterococcus spp 6,664 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
Escherichia coli 0,004 6,664 0,004 0,004 6,664 0,004
Klebsiella spp 0,004 6,66 A 0,004 0,004 6,664 6,66
Proteus spp 6,664 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
Pseudomonas spp 0,004 0,004 13,334 6,664 6,664 6,66
Serratia spp 0,004 6,66 6,664 0,004 6,664 0,004
Hafnia spp 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
Leclercia 0,004 0,004 0,007 0,004 0,004 0,004
Malassezia spp 0,00 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004

N&o houve crescimento 33,36" 26,66" 46,66 40,00 B 26,66 B 53,334

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica entre
grupos para o teste Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando comparada a frequéncia dos microrganismos entre as faixas etarias ndo houve

diferenca para os resultados encontrados na conjuntiva (tabela 2). De acordo com Monteiro et
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al. (2018), esses géneros encontrados na pesquisa, constituem parte da microbiota comensal
dos cdes, porém em caso de lesdo ou comprometimento dos mecanismos de defesa, esses
mesmos microrganismos podem atuar no desenvolvimento de doengas oculares ou cutaneas.
Para as amostras dos coxins palmares houve diferenca significativa (p<0,05) quando
realizada a comparacao entre 0s grupos, para 0 microrganismo Enterobacter spp., onde ele teve
uma representatividade maior no grupo G2 (tabela 3). Gonzélez (2015) cita que devido a fatores
extrinsecos aos ambientes 0s cdes sdo propensos a expressdo de diferentes bactérias sendo

necessario mais estudos para determinar a influéncia do ambiente e idade.

Tabela 3. Compara¢do dos microrganismos isolados nas culturas de coxins palmares entre as
faixas etarias em cées da raca Shih-Tzu saudaveis.

Bactérias Coxins palmares

G1% G2% G3%

Staphylococcus spp 33,334 26,66" 20,00
Enterobacter spp 13,33 B 33,334 6,66 B
Enterococcus spp 0,004 0,004 0,004
Escherichia coli 0,004 0,004 0,004
Klebsiella spp 0,004 16,66 A 0,004
Proteus spp 0,004 0,004 0,004
Pseudomonas spp 0,004 0,004 0,004
Serratia spp 6,664 6,664 0,004
Hafnia spp 0,004 0,004 16,664
Leclercia 13,334 0,004 0,004
Malassezia spp 6,664 0,004 0,004
N&o houve crescimento 33,338 26,66 B 66,66 *

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica entre
grupos para o teste Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade.

Os microrganismos isolados na regido da prega nasal ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos, a comparacdo entre 0 ndo crescimento apresentou
diferenca significativa (p<0,05) sendo maior no grupo G3 que representa 0 grupo de maior
idade (tabela 4). Na literatura atual faltam estudos abordando esses microrganismos

correlacionando com a idade e regido.
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Tabela 4. Comparagéo dos microrganismos isolados nas culturas da prega nasal entre as faixas
etarias em cées da raga Shih-Tzu saudaveis.

Bactérias Prega nasal
G1% G2% G3%
Staphylococcus spp 33,334 40,004 20,004
Enterobacter spp 33,334 40,004 26,26 A
Enterococcus spp 0,004 0,004 0,004
Escherichia coli 0,004 0,004 0,004
Klebsiella spp 0,004 0,004 0,004
Proteus spp 0,004 6,664 0,004
Pseudomonas spp 13,334 0,004 13,334
Serratia spp 0,004 0,004 0,004
Hafnia spp 0,004 0,002 0,004
Leclercia adecarboxylata 6,664 0,004 0,004
Malassezia spp 0,004 0,004 0,004
N&o houve crescimento 13,338 20,008 40,00

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica entre
grupos para o teste Qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade.

13. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, é possivel afirmar que o perfil
microbioldgico da pele e superficie ocular em cées da raca Shih-Tzu se revelou com uma
predominancia do microrganismo Gram-positivo Staphylococcus spp. Essa predominancia ndo
apresentou diferenca estatistica significativa entre as distintas regifes analisadas. Por outro
lado, o Gram negativo Enterobacter spp. esteve presente em todas as regides, revelando
diferencas estatisticas marcantes entre as areas estudadas e, também, entre as faixas etarias,

notadamente para a regido dos coxins palmares.
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15. ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu
RG__
,responsavel pelo animal :
espécie , raca , autorizo a participagdo do mesmo no experimento
de mestrado, intitulado “INFLUENCIA DAS DOENCAS INFLAMATORIAS DA PELE
SOBRE ALTERAC}()ES DA SUPERFICIE OCULAR EM CAES DA RACA SHIH-
TZU?”, sob coordenacdo do professor Dr. Rodrigo Supranzetti de Rezende do programa de
mestrado em sanidade e producgdo animal nos tropicos da Universidade de Uberaba (que assina
abaixo). Fui esclarecido sobre a necessidade de: avaliacdo semioldgica e coleta de material
biolégico para exames laboratoriais (raspado cutaneo, cultura de bactéria, cultura fingica e
citologia ocular). Também fui esclarecido que estes procedimentos Sd0 necessarios para a
elaboracdo da pesquisa e que tais procedimentos a serem empregados podem gerar possiveis
consequéncias sobre 0 animal, os quais serdo: contencdo fisica e escarificacdo na pele apds
realizacdo do raspado. Apos término da pesquisa 0s resultados dos exames clinicos e
laboratoriais bem como as devidas orientacdes serdo disponibilizadas ao tutor do animal.
Tenho conhecimento de que os resultados obtidos serdo divulgados exclusiva e
anonimamente em publicaces cientificas; e de que tenho o direito e a liberdade de suspender
essa autorizacao a qualquer momento que julgue necessario.

Uberaba, de de

Assinatura do tutor do animal

VE=" o " .2 -
/AL A-'-L—\[, LOAL

Prof. Dr. Rodrigo Supranzetti de Rezende
Docente do curso de pds-graduacao (mestrado) em sanidade e producéo animal
nos tropicos
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16. ANEXO 2

< Uniube Comité de Etica em Experimentagio Animal

Oficio CEEA-003/2023 Uberaba, 09 de maio de 2023.

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 001/2023 relativos ao projeto intitulado “Influéncia das Doengas
Inflamatorias da Pele sobre Alteracoes da Superficie Ocular em Caes Da Raca Shih-Tzu”
que tem como responsavel o Prof. Rodrigo Supranzetti de Rezende, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela lei n° 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n°® 001/2023 related to the project entitled “Influence of
Inflammatory Skin Diseases on Ocular Surface Changes in Shih-Tzu Breed Dogs” under the
supervision of Prof. Rodrigo Supranzetti de Rezende, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEEA/UNIUBE) according to the law n° 11.794/08.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely Ferreira Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE

Hospital Veterinario de Uberaba — Avenida Tutunas, 720 — Campus Fazu, Bairro Tutunas, 38061-500, Uberaba-MG
(34)3319-8787 ceea@uniube br



