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RESUMO

As ragas braquicefalicas tem se tornado cada vez mais populares entre os tutores. As
oftalmopatias e as dermatopatias sao afecgbes frequentemente relatadas nesses
animais. Diante desse cenario, o presente trabalho busca avaliar se ha influéncia das
doencas inflamatérias da pele sobre a superficie ocular em caes da ragca Shih Tzu e,
ainda, estabelecer um perfil microbiolégico e citolégico da pele desses animais. Para
tanto, foram selecionados 39 caes da ragca Shih Tzu com sinais de dermatopatias e
sem tratamento topico ou sistémico por pelo menos 30 dias. Para todos os animais
foram realizados o teste lacrimal de Schirmer, seguido da avaliagao clinica, coleta de
citologia e cultura da conjuntiva, regido interdigital dos membros toracicos e prega
nasal. A maioria dos animais estudados apresentaram produg¢ao lacrimal acima de
15mm/min. A presenca de blefarite, em pelo menos um dos dois olhos, foi observada
em 24 dos 39 animais (61,53%). Observou se associagdo estatisticamente
significativa (p=0,045) entre a presenca de blefarites e alteragdes na produgéo
lacrimal. O Staphylococcus spp. foi 0 género bacteriano com maior prevaléncia nos
olhos e na pele dos animais. Frente ao exposto, conclui-se que as dermatopatias
podem comprometer a superficie ocular, e a predominéancia do Staphylococcus spp.
sugere um papel comensal e potencialmente patogénico desse microrganismo.
Animais com mais de 60 meses apresentaram menor contagem de células epiteliais
superficiais na conjuntiva. Os achados reforcam a necessidade de uma abordagem

dermatoldgica e oftalmoldgica integradas.

Palavras-chave: Shih Tzu; oftalmopatias; dermatopatias.
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ABSTRACT

Brachycephalic breeds have become increasingly popular among pet owners.
Ophthalmic and dermatological disorders are frequently reported in these animals. In
this context, the present study aimed to evaluate whether inflammatory skin diseases
influence the ocular surface in Shih Tzu dogs, as well as to establish a microbiological
and cytological profile of their skin. A total of 39 Shih Tzu dogs presenting
dermatological signs and without topical or systemic treatment for at least 30 days
were selected. All animals underwent the Schirmer tear test, followed by clinical
evaluation and collection of cytology and culture samples from the conjunctiva,
interdigital region of the thoracic limbs, and nasal fold. Most animals showed tear
production above 15 mm/min. Blepharitis in at least one eye was observed in 24 out
of 39 animals (61.53%). A statistically significant association (p = 0.045) was found
between the presence of blepharitis and alterations in tear production. Staphylococcus
spp. was the most prevalent bacterial genus in both the eyes and skin of the animals.
Based on these findings, it can be concluded that dermatological diseases may
compromise the ocular surface, and the predominance of Staphylococcus spp.
suggests a commensal and potentially pathogenic role for this microorganism. Animals
older than 60 months showed a lower count of superficial epithelial cells in the
conjunctiva. These findings highlight the need for an integrated dermatological and

ophthalmological approach.

Keywords: Shih Tzu; ophthalmopathies; dermatopathies.
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1 INTRODUGCAO

As palpebras sao estruturas pertencentes ao sistema tegumentar e ao mesmo
tempo sao consideradas anexos oculares. Logo, alteragdes na pele podem influenciar
de maneira direta na saude ocular (Miller; Griffin; Campbell, 2012; Heinrich et al.,
2019). Por se tratar de uma extensao da pele, as palpebras sao estruturas passiveis
de sofrer a influéncia de qualquer dermatopatia, resultando em blefarites e dermatites
perioculares (Maggs, 2008; Miller, Griffin; Campbell, 2012; Meekins; Rankin;
Samuelson, 2021).

A manutengao da saude da superficie ocular depende de diversos fatores.
Dentre eles, € essencial que o filme lacrimal, a conjuntiva, o sistema de drenagem
nasolacrimal e demais estruturas anexas ao bulbo ocular estejam em perfeitas
condigcbes (Sebbag et al., 2020; Cochran; Millichamp; Sebbag, 2025; Li; Martins; Lin,
2025).

A ceratoconjuntivite seca (CCS) qualitativa é a afecgdo mais comum nos
animais que apresentam blefarites. Isso ocorre pois a blefarite pode induzir a
inflamacado nas margens palpebrais e glandulas tarsais, fazendo com que essas
estruturas nao liberem adequadamente a camada lipidica do filme lacrimal, levando a
evaporagao precoce da camada aquosa, cursando com um quadro de olho seco
evaporativo (Maggs, 2008; Vifias et al., 2019).

Tanto a pele quanto a superficie ocular s&o habitadas por uma ampla gama de
microrganismos que atuam na defesa local. Afeccdes que alteram o filme lacrimal pré-
corneano e a barreira cutdnea culminam na diminuicdo da diversidade desses
microrganismos, favorecendo o crescimento de alguns e a eliminacdo de outros,
levando a disbiose (Maggs, 2008; Meason-Smith et al., 2015; Gould; Dewhurst;
Papasouliotis, 2021).

A citologia € um exame que possibilita avaliar a celularidade da amostra
coletada, observar e identificar o tipo de infiltrado celular e a presenga de
determinados agentes infecciosos de origem fungica, bacteriana ou protozoarios
(Maggs, 2008; Miller; Griffin; Campbell, 2012; Gould; Dewhurst; Papasouliotis, 2021).
A cultura possibilita uma caracterizacdo mais precisa dos microrganismos,
favorecendo a identificagdo da espécie fungica ou bacteriana envolvida. Portanto, a
citologia e a cultura sdo ferramentas diagnésticas que se complementam, sendo a

citologia comumente mais utilizada, principalmente na rotina dermatolégica, devido ao



seu baixo custo e rapido diagnostico (Maggs, 2008; Miller; Griffin; Campbell, 2012;
Gould; Dewhurst; Papasouliotis, 2021).

Os caes braquicefalicos sdo caracterizados por um cranio e focinho curtos e
Orbitas rasas. Essas conformacgdes anatdmicas predispdem a doencas como a
sindrome ocular do braquicefalico e a dermatite de dobras cutédneas. Além disso, os
Shih Tzus sao descritos como uma raga predisposta ao desenvolvimento de dermatite
atopica. Essas caracteristicas fazem com que esses animais sejam bons modelos de
estudos, tanto de alteracdes dermatoldgicas quanto oftalmologicas (Miller; Griffin;
Campbell, 2012; Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020; Sebbag; Sanchez, 2023).

Existem muitos estudos dedicados as alteragdes oculares nos caes
braquicefalicos (Krecny et al., 2015; Costa; Steinmetz; Delgado, 2021; Fayad et al.,
2023; Sebbag; Sanchez, 2023). No entanto, ha certa escassez de trabalhos que
correlacionam as dermatopatias e as oftalmopatias.

Em um estudo realizado no Reino Unido, com mais de 900 mil cides com
diferentes conformacgdes cranianas, a prevaléncia anual de dermatite de dobras
cutaneas (intertrigo) foi de 0,37% na populacdo geral. No entanto, os autores
descreveram uma alta prevaléncia nos animais braquicefalicos: Pug (2,1%), Bulldog
francés (2,7%) e Bulldog inglés (6,05%). Além disso, os braquicefalicos foram
associados a um risco 4,51 vezes maior de desenvolver o intertrigo em relagédo as
racas mesocefalicas. As localizacbes mais comuns das lesbes foram os labios
(36,8%), dobras faciais (22%), vulva (14,2%) e prega nasal (9%) (O’neill et al., 2022).

Marchini et al. (2024) avaliaram 574 caes da raca Shih Tzu e relataram que as
alteracdes da superficie ocular e dos anexos foram as mais prevalentes, perfazendo
55% dos casos. As principais afecgdes observadas foram ceratite ulcerativa (262
casos), ceratoconjuntivite seca (259 casos), distiquiase (157 casos) e entrépio (115
casos).

Frente ao exposto, o presente estudo busca estabelecer se ha influéncia das
doencas inflamatdrias da pele sobre a superficie ocular em caes da raca Shih Tzu, e,
ainda, caracterizar o perfil microbiolégico e citolégico da conjuntiva e pele desses

animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomofisiologia da superficie ocular

A homeostase da superficie ocular depende do funcionamento adequado do
filme lacrimal, da cérnea, da conjuntiva, das glandulas tarsais, das palpebras e dos
nervos sensoriais € motores do bulbo ocular. Qualquer alteracdo em um desses
componentes pode levar a afecgdes da superficie ocular (Maggs, 2008; Vifias et al.,
2019).

Sobre a cérnea, encontra-se o filme lacrimal pré-corneano que é de extrema
importancia na preservagao da integridade da superficie ocular e nitidez da visao, pois
atua como a primeira superficie refrativa do olho. As principais fungdes do filme
lacrimal sao lubrificagdo, uniformizagao e protecao da superficie ocular, fornecimento
de oxigénio para a cérnea avascular e remog¢ao de detritos por meio do sistema de
drenagem nasolacrimal (Maggs, 2008; Meekins; Rankin; Samuelson, 2021)

O filme lacrimal é constituido por uma camada mais externa, que € a lipidica, e
outra camada mais interna, que € a mucoaquosa. A camada lipidica € composta por
fosfolipidios que sao secretados pelas glandulas tarsais e glandulas sebaceas de Zeis,
que estao localizadas nas margens palpebrais superior e inferior. Sua principal fungao
€ diminuir a evaporacao das demais camadas do filme lacrimal e reté-lo na superficie
ocular. A camada mucoaquosa € o componente mais espesso do filme lacrimal, sendo
composta principalmente por agua, que é produzida pela glandula lacrimal (61,7%),
glandulas acessoérias (3,1%) e a glandula da terceira palpebra (35,2%), e por
glicoproteinas (mucina), que sao produzidas pelas células caliciformes da conjuntiva.
Essa camada possui as fungdes de fornecer glicose e oxigénio para os processos
metabdlicos da cdérnea e atuacdo na defesa da superficie ocular por meio das
imunoglobulinas e glicoproteinas (Hendrix; Thomasy; Gum, 2021; Meekins; Rankin;
Samuelson, 2021; Silva et al., 2024).

Cerca de 25% do filme lacrimal pré-corneano evapora da superficie ocular,
enquanto o restante é drenado pelo ducto nasolacrimal. Por acdo da gravidade, o filme
lacrimal acumula-se no saco conjuntival inferior, sendo posteriormente drenado pelos
pontos lacrimais inferior e superior por meio da agado mecanica exercida pelas
palpebras ao piscar. Em seguida, a lagrima percorre os canaliculos lacrimais que irdo

convergir para o saco lacrimal. A partir disso, ela segue para o ducto nasolacrimal,



que, por sua vez, se abre na cavidade nasal para que a lagrima seja de fato eliminada.
Todo esse trajeto integra o sistema nasolacrimal, que tem como principal fungao a
manutengado da superficie corneana, auxilio na remogao de detritos da cornea e do
saco conjuntival e a drenagem da lagrima (Maggs, 2008; Meekins; Rankin;
Samuelson, 2021).

A conjuntiva € uma membrana mucosa que recobre a face interna das
palpebras superior e inferior, parte da esclera e a terceira palpebra. A juncdo entre
conjuntiva bulbar e palpebral da origem aos fornices conjuntivais inferior e superior
(Maggs, 2008; Meekins; Rankin; Samuelson, 2021). Essa regido apresenta
importancia significativa para a produgdo da camada mais interna do filme lacrimal
nos caes, que apresentam maior densidade de células caliciformes no férnice
conjuntival nasal inferior (Maggs, 2008; Meekins; Rankin; Samuelson, 2021). Dentre
as fungdes da conjuntiva, destacam-se o auxilio na manutencao da lubrificacdo da
superficie ocular, por meio da produgdo da camada de mucina do filme lacrimal e a
protecao fisica e fisioldgica contra agentes infecciosos e corpos estranhos. Também
€ importante ressaltar que, no saco conjuntival de animais saudaveis, residem varios
microrganismos comensais e com potencial patogénico (Maggs, 2008; Meekins;
Rankin; Samuelson, 2021).

A cornea € um dos componentes essenciais na composicdo da superficie
ocular, sendo anatomicamente constituida por quatro camadas distintas: epitélio,
estroma, membrana de descemet e endotélio. Para exercer suas principais funcoes
de protecao da superficie ocular e refragdo da luz para formagao da imagem, esta
estrutura precisa ser transparente, avascular e integra em toda sua extensao (Costa;
Steinmetz; Delgado, 2021). A cdérnea possui uma alta sensibilidade nervosa, que &
essencial para o desencadeamento do reflexo corneano, mediado pelos pares de
nervos cranianos V (trigémeo), VI (abducente) e VIl (facial), e na indug¢ao da produgao
lacrimal por meio da ativagdo do lacrimejamento reflexo, mediado pela inervagao
parassimpatica da glandula lacrimal (Hendrix; Thomasy; Gum, 2021; Sandmeyer;
Grahn, 2021). Essa sensibilidade varia de acordo com a espécie, camada da cérnea
e conformagéo do cranio (Hendrix; Thomasy; Gum, 2021). E descrito que os animais
braquicefalicos apresentam menor inervagdo da cérnea quando comparados aos
dolicocefalicos e mesocefalicos, o que predispde ao desenvolvimento de ceratites
ulcerativas e nado ulcerativas e alteracbes do filme lacrimal (Costa; Steinmetz;
Delgado, 2021; Rajaei; Faghihi; Zahirinia, 2024).



As palpebras sao estruturas moveis e contiguas a pele da face. As principais
funcdes exercidas por essas estruturas incluem a prote¢ao do bulbo ocular, produgéo
da camada lipidica do filme lacrimal, remocdo de detritos e distribuicdo do filme
lacrimal sobre a cornea. As palpebras superior e inferior encontram-se nos cantos
medial e lateral, formando a fenda palpebral. Nas margens palpebrais superior e
inferior, localizam-se os ductos das glandulas tarsais; nos caes estao presentes cerca
de 20 a 40 glandulas em cada palpebra (Kim et al., 2025). Os cées braquicefalicos
apresentam diversas alteragdes palpebrais, sendo descritas com frequéncia o
macroblefaro, a lagoftalmia e o entropio. Essas alteracbes podem predispor a
oftalmopatias como ceratite pigmentar e olho seco evaporativo, devido a maior
exposicao do bulbo ocular (Costa; Steinmetz; Delgado, 2021; Sebbag; Sanchez, 2023;
Marchini et al., 2024).

2.2. Mecanismos de defesa imunolégicos e microbiolégicos da superficie ocular

A superficie ocular é frequentemente exposta a agentes patogénicos. Sua
resposta frente a essa exposi¢ao é considerada singular devido a sua baixa tolerancia
a respostas inflamatorias e suas consequéncias. Os olhos apresentam mecanismos
de defesa mecanicos, quimicos e imunolégicos, que trabalham em conjunto para
evitar uma resposta inflamatdria exacerbada (Wilcock, 2008; English; Gilger, 2021).

A imunidade da superficie ocular € mediada pelos sistemas imunes inato e
adaptativo, que atuam para prevenir a invasao de microrganismos e minimizar os
potenciais danos teciduais caso essa invasao aconteca. A inflamacao é o ponto inicial
para ativar a resposta imune. Por meio da liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias,
produzidas frente as injurias, ocorre o recrutamento das células de defesa para o local
lesionado (English; Gilger, 2021).

O epitélio da cornea atua como uma barreira fisica importante para a imunidade
inata devido as suas caracteristicas de renovacdo e descamacgao constante das
camadas mais superficiais, que sao potencialmente mais expostas a agentes
patogénicos. Sobre o epitélio corneano, existe ainda o filme lacrimal, que contém
diversos peptideos antimicrobianos como a lisozima, alfa lisina e lactoferrina, que
fazem parte da resposta imune inata (English; Gilger, 2021). Além de atuar na linha

de frente da imunidade inata, o filme lacrimal também possui diversas proteinases,



inibidores de proteinases, fatores de crescimento e citocinas que atuam na renovagao
natural da celularidade e cicatrizagao da cérnea (Whitley; Hamor, 2021).

As mucinas secretadas pelas células caliciformes, além de compor o filme
lacrimal e ajudar a reté-lo sobre o epitélio da cornea, também atuam impedindo a
colonizagdo bacteriana na superficie ocular (English; Gilger, 2021). E descrito que as
afeccbes que comprometem a estabilidade da superficie ocular podem alterar a
estrutura e quantidade de mucina presentes na conjuntiva, o que pode favorecer a
ascensao de microrganismos oportunistas (Lejarza-llaro et al., 2019; English; Gilger,
2021; Lopes et al., 2021).

A resposta adaptativa, € mediada por linfécitos T e B, presentes nos tecidos
linfoides da conjuntiva e glandula lacrimal. Os linfocitos B sdo responsaveis por
produzir IgA, que é liberada na lagrima, enquanto os linfécitos T regulam a resposta
inflamatdria, auxiliando na tolerancia a microbiota ocular comensal. A tolerancia
imunolégica a essa microbiota ocorre devido a baixa densidade de células
apresentadoras de antigenos na superficie ocular, presenca de substancias
imunossupressoras na lagrima e localizacao estratégica dos receptores tipo Toll, que
estdo posicionados mais afastados da superficie apical das células epiteliais (English;
Gilger, 2021). Com tudo, desequilibrios nessa microbiota podem comprometer a
tolerancia do sistema imunoldgico e predispor as doengas da superficie ocular
(Pereira; Almeida; Friolani, 2021; Bruno Filho et al., 2024).

2.3 Microbiologia e celularidade ocular

A homeostase entre os agentes patogénicos e nao patogénicos garante a
saude da superficie ocular. Fatores intrinsecos e extrinsecos do animal levam a
diversidade dos microrganismos encontrados nessa regido. Dentre as bactérias mais
isoladas na superficie ocular de caes saudaveis destacam-se as Gram-positivas
(Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.) e as Gram-negativas (Pseudomonas spp.
e Escherichia coli) (Gould; Dewhurst; Papasouliotis, 2021; Pereira; Almeida; Friolani,
2021; Bruno Filho et al., 2024).

O isolamento de bactérias comensais em casos que cursam com doenga ocular
pode ser observado em animais imunocomprometidos, apos lesdes no epitélio
corneano, € nos casos em que ha um desequilibrio da microbiota ocular (Pereira;
Almeida; Friolani, 2021; Bruno Filho et al., 2024).



Em um estudo recente, Manzano et al. (2024) pesquisaram o perfil
microbiolégico da superficie ocular e pele de 45 caes saudaveis da ragca Shih Tzu,
observando a prevaléncia de agentes Gram-positivos do género Staphylococcus spp.
(olho direito 36,96% e olho esquerdo 34,78%) e Gram-negativos do género
Enterobacter spp. (olho direito 10,87% e olho esquerdo 34,78). De modo semelhante,
nos estudos realizados por Pereira, Almeida e Friolani (2021), foi descrito crescimento
bacteriano em 78% das amostras coletadas da conjuntiva de 25 cdes higidos e sem
ragca definida, ocorrendo predominio de agentes Gram-positivos, sendo 48% do
género Staphylococcus spp.

Embora o Staphylococcus spp. seja descrito como isolado comensal da
superficie ocular em caes saudaveis, estudos que avaliaram a prevaléncia bacteriana
em caes com ceratite ulcerativa também descreveram uma maior prevaléncia desse
género (Ferreira et al., 2020; Verdenius et al., 2024).

E descrito que os tipos celulares mais prevalentes na conjuntiva saudavel sdo
as células epiteliais escamosas e colunares e as células caliciformes, enquanto os
linfécitos sdo raramente observados (Featherstone; Heinrich, 2021). Bolzan et al.
(2005) avaliaram a conjuntiva bulbar de 20 caes adultos, saudaveis e sem raca
definida, por meio da citologia de impressdao, e observaram a presenca células
epiteliais em todas as amostras, com prevaléncia das superficiais (58% olho direito e
57,4% olho esquerdo). Os leucocitos foram encontrados em 47% das amostras
coletadas, sendo os neutrdfilos o tipo celular mais observado (33%). Maggs (2008)
relatou ser usual a ocorréncia de maior niumero de neutrofilos nas conjuntivites agudas
de origem bacteriana ou viral, enquanto nos casos mais crénicos e de origem
imunomediada, observa-se prioritariamente a presencga de linfocitos.

Lezarja et al. (2019) coletaram amostras citologicas da superficie da cornea de
31 caes saudaveis e 29 caes com CCS quantitativa, utilizando a técnica de coleta por
impressao com papel filtro. Os autores observaram a presenca de neutrofilos em
67,4% das amostras dos animais diagnosticados com CCS e relataram haver uma
relagdo entre alteracdes celulares, como nucleos picnéticos e células anucleadas,
nestes caes. Esses achados evidenciam o potencial da citologia ndo apenas para
caracterizagao celular, mas, também como ferramenta diagndstica e progndstica nos
casos de CCS.



2.4. Anatomofisiologia da pele

A pele é descrita como o maior 6rgao do corpo em todos os mamiferos, sendo
possivel inspecionar e avaliar essa estrutura de maneira direta. A protecdo do corpo
contra fatores mecanicos, quimicos, fisicos e bioldgicos, percepg¢ao de pressao, dor e
temperatura, armazenamento e excre¢cao de agua, eletrélitos, vitaminas e gordura,
defesa imunoldgica e termorregulagdo sado algumas das diversas fungdes exercidas
por esse 6rgao (Nishifuji, 2014; Kwon et al., 2025).

A pele é constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme. A
epiderme é formada por um epitélio escamoso estratificado e queratinizado, sendo
mais delgada, nos caes, nas regides com pelos e mais espessa ha regiao dos coxins
plantares e do plano nasal. Ela é dividida em camadas ou estratos - basal, espinhoso,
granuloso, lucido e cérneo, cada um apresentando composicéo e fungao diferentes.
A pele é composta principalmente por queratindcitos (85%), que passam por um ciclo
de diferenciacdo constante para a formacdo do estrato cérneo. Além dos
queratinécitos, a epiderme é formada por melanécitos (5%), células de Langerhans (3
a 8%) e Merkel (2%), que desempenham fung¢des pigmentares, imunolégicas e
sensoriais (Budras et al., 2012; Miller; Griffin; Campbell, 2012).

A derme representa a estrutura de tecido conectivo da pele e pode ser dividida
em camadas reticular e papilar. Em regides com pelos mais espessos, a derme
representa a maior parte da profundidade cutédnea, enquanto nas regides com pele
muito delgada, a espessura reduzida deve-se a menor profundidade da derme. As
fibras soluveis como colageno e elastina e as macromoléculas nao soluveis como
proteoglicanos e hialuronano sao os principais componentes dessa camada. Ainda na
derme, localizam-se os anexos epidérmicos, musculos eretores dos pelos, vasos
sanguineos, linfaticos e nervos. A principal funcéo desta camada é conferir a pele a
resisténcia a tracao e garantir a elasticidade, além de estar envolvida na regulagao do
crescimento celular e modulagao da cicatrizagao e estruturagéo da epiderme (Budras
et al., 2012; Miller; Griffin; Campbell, 2012).

A hipoderme é a camada mais profunda e espessa da pele. Essa camada esta
ausente em palpebras, orelha externa, labios e bochechas, fazendo com que a derme
esteja em contato direto com a musculatura. A hipoderme é composta por adipdcitos,
fibroblastos, células musculares lisas, fibras colagenas e elasticas e substancia

fundamental. Em razao da sua composic¢ao estrutural, a hipoderme exerce as fungdes



de termorregulacao e isolamento térmico, produgdo e metabolismo de esteroides e
estrogénio e fixagdo da pele ao esqueleto (Budras et al., 2012; Miller; Griffin;
Campbell, 2012).

2.5. Mecanismos de defesa imunolégicos e microbiolégicos da superficie da

pele

A pele possui um sistema imunolégico ativo para defesa contra agentes
agressores de diversas etiologias. Esse sistema ¢é composto por mecanismos de
imunidade inata e adaptativa, que, quando ativados, resultam na inflamacao,
caracterizada pelo recrutamento de leucécitos e proteinas plasmaticas para os
tecidos, manifestando os sinais cardinais da inflamacao: dor, rubor, tumor e calor.
Ainda que o objetivo da resposta inflamatéria seja eliminar substancias ou
microrganismos com potencial patogénico, para estabelecer a imunidade local, em
muitos casos ela torna-se disfuncional ou excessiva, contribuindo para o
desenvolvimento de doengas alérgicas, autoimunes e infecciosas (Miller; Griffin;
Campbell, 2012; Nishifuji, 2014).

A epiderme é a primeira barreira fisica contra agentes nocivos a pele. A
principal camada que atua nessa protecdo € o estrato corneo, devido a sua
conformagao em camadas sobrepostas de cornedcitos e lipidios que formam uma
barreira fisica de dificil penetracdo. Somado a essa caracteristica, os corneécitos
apresentam descamagao continua, o que dificulta o acesso e a adesdo dos
microrganismos na pele (Miller; Griffin; Campbell, 2012; Nishifuji, 2014).

Junto a essa protecio fisica, o sistema imune inato participa na defesa da
superficie tegumentar por: acdo integrada do sistema complemento e suas trés vias
de acao (classica, alternativa e das lectinas); atuacédo das células fagocitarias e de
defesa (principalmente eosinodfilos, neutrofilos, linfocitos, natural killer e macrofafos);
ativacdo dos mastécitos e producdo de quimiocinas. Juntos, os mecanismos da
imunidade inata atuam para reconhecer, neutralizar e eliminar agentes nocivos, além
de auxiliar na modulagdo da resposta imune adaptativa (Miller; Griffin; Campbell,
2012; Nishifuji, 2014).

O reconhecimento dos antigenos pela imunidade adaptativa é mediado pelos
linfocitos T e B, que expressam um receptor unico capaz de reconhecer o epitopo

antigénico especifico. A ativagdo dos linfécitos T resulta em uma populagao
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proliferativa de células T especificas ao antigeno, que sido ativadas para secretar
citocinas. Ja os linfécitos B atuam na producéo de anticorpos especificos contra os
agentes patogénicos e na memoria imunoldgica (Miller; Griffin; Campbell, 2012;
Nishifuji, 2014).

Embora o sistema imune tente combater microrganismos com potencial
invasivo, a superficie da pele é normalmente povoada por agentes comensais que
também atuam nessa linha de defesa. Esses microrganismos atuam como barreira
bioldgica, prevenindo a colonizagdo por agentes potencialmente patogénicos, por
meio do antagonismo competitivo e sinergismo microbiano (Hoffmann et al., 2014).
Para que essa barreira funcione adequadamente, parametros biofisicos da pele como
o grau de hidratagéo, pH e secregédo sebacea precisam estar sem alteragdes (Kwon
et al., 2025). Estudos realizados para avaliar os componentes biofisicos da pele em
caes, demonstraram que animais mais velhos apresentam menor hidratagao da pele,
acidificacdo do pH e menor concentragdo de ceramidas no estrato coérneo,
comprometendo a fungao protetora da superficie da pele e favorecendo a disbiose
dos microrganismos locais (Kwon et al., 2025; Yoon et al., 2022).

A dermatite atdpica canina (DAC) é uma afeccéo inflamatéria de carater
hereditario, mediada predominantemente pela resposta celular dos linfocitos T.
Anormalidades na barreira cutanea, sensibilizacdo a alérgenos e disbiose microbiana
sdo achados frequentemente relacionados a DAC (Marsella, 2014; Tamamoto-
Mochizuki et al., 2024). Essa sindrome é mediada por uma falha na regulagao
imunologica dos linfécitos T-helper (Th1, Th2, Th17, Th22), que leva ao aumento na
sintese das interleucinas (IL-4, IL-5, IL-13 e IL-31), modulando a resposta inflamatéria
e os sinais clinicos da DAC (Marsella, 2014; Santoro et al., 2024).

2.6 Microbiologia e celularidade da superficie da pele

A caracterizagao do perfil do microbioma saudavel da pele dos caes ainda é
alvo de debates devido ao numero limitado de estudos (Zamarian et al., 2020). Fatores
como local da pele, idade, disfuncdo da barreira cutdnea, ambiente, dieta e
hereditariedade sdo algumas das variaveis que contribuem para a diversificagao
desse microbioma (Bannoehr; Guardabassi, 2012; Hoffmann et al., 2014; Zamarian et
al., 2020; Manzano et al., 2024).
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Ainda nesse contexto, € necessario esclarecer a diferenga dos microrganismos
residentes e transitérios da pele, tendo em vista que os transitorios podem tornar-se
potencialmente patogénicos quando ha quebra na barreira cutanea, enquanto as
comensais atuam na protegao dessa barreira. Em diversos trabalhos foram isoladas
bactérias do género Staphylococcus spp., Pseudomonas spp. e Escherichia coli da
pele de caes saudaveis (Bannoehr; Guardabassi, 2012; Hensel et al., 2024; Hoffmann
et al., 2014; Santoro et al., 2024). Esses achados corroboram com os de Miller; Griffin
e Campbell (2012), que reconheceram o género Staphylococcus spp. como comensal
e Pseudomonas spp. e Escherichia coli como microrganismos transitérios da pele de
caes higidos.

Em um estudo realizado por Hoffman et al. (2014), buscando caracterizar a
microbiota da pele de caes saudaveis e com dermatite atépica pelo sequenciamento
genético das bactérias, foi observado diferenga significativa na composicdo da
microbiota daqueles com DAC. Esses animais apresentaram menor diversidade na
populacado de bactérias isoladas, o que pode caracterizar disbiose. Ainda nao se sabe
se a disbiose cutanea é causa ou consequéncia da DAC (Santoro et al., 2024).

Zamarian et al. (2020) também buscaram caracterizar o perfil microbiolégico de
caes saudaveis e com mastocitoma pelo sequenciamento genético das bactérias.
Foram observadas amostras mais homogéneas, ou seja, com menor diversidade de
espécies isoladas em caes com mastocitoma. De modo geral, observa-se que em
caes saudaveis a microbiota apresenta diversidade consideravel em comparagao aos
com dermatopatias ( Hoffmann et al., 2014; Zamarian et al., 2020; Santoro et al.,
2024).

A citologia de pele € um exame rotineiramente realizado nos atendimentos
dermatoldgicos, pois permite avaliar a celularidade e presenga de alguns
microrganismos de maneira rapida, direcionando o diagndstico e tratamento (Miller;
Griffin; Campbell, 2012).

Manzano et al. (2024) coletaram amostras para citologia, por esfoliagdo com
escova de nailon, e encontraram predominio de células epiteliais superficiais e células
polimorfonucleares nos coxins palmares e prega nasal de 45 caes saudaveis da raca
Shih Tzu. Esses achados refletem o processo fisiolégico de renovagao celular do
epitélio e reforcam o papel eficiente da citologia por esfoliagio como método
diagndstico pouco invasivo, rapido e acessivel (Borges et al., 2012; Madureira; Brum,
2017).
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2.7 Caracteristicas anatomicas dos caes braquicefalicos

Os caes braquicefalicos sdo caracterizados por conformacdes anatdbmicas
singulares, como o cranio largo, o focinho curto e as 6rbitas rasas. A selegcédo genética
imposta sobre esses animais, em busca de conformagdes cada vez mais marcantes,
culminou em diversas alteracbes relacionadas aos sistemas respiratério, ocular e
tegumentar (Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020; O’Neill et al., 2021; Fayad et al.,
2023).

Macrobléfaro, lagoftalmia, triquiase, distiquiase, entropio de canto medial,
CCS, ulceras de cérnea e ceratite pigmentar sdo algumas das afec¢des oculares mais
comuns nesses animais (Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020; Fayad et al., 2023;
Marchini et al., 2024). Os disturbios do filme lacrimal sdo frequentemente relatados
em braquicefalicos devido a maior exposi¢cao da superficie ocular somada a menor
sensibilidade corneana. Juntas, essas alteracdes resultam na baixa frequéncia de
piscar, impactando diretamente na distribuicdo do filme lacrimal sobre a superficie
ocular (Giuliano, 2021).

Disturbios como a sindrome obstrutiva das vias aéreas superiores e dermatites
nas regides nasal e periocular sdo resultado da incongruéncia na relagao entre os
tecidos moles e a conformacao 6ssea da face em caes braquicefalicos. Isso ocorre
pois os tecidos moles ndo diminuiram na mesma proporgao que 0s 0ssos, durante a
selecao genética realizada (Fawcett et al., 2019; Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020;
Costa et al., 2021).

Estenose de narinas, palato mole alongado e colapso laringeo sdo algumas
das alteracdes relatadas em caes braquicefalicos com sindrome obstrutiva das vias
aéreas superiores. Esse conjunto de alteragdes leva a dificuldades respiratorias, baixa
tolerancia a exercicios fisicos e dificuldades em exercer a termorregulacédo, podendo
resultar em quadros de hipertermia (Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020).

O excesso de pele na prega nasal pode tornar essa regido mais Uumida e
aumentar o atrito entre a pele, favorecendo a proliferacdo de microrganismos e o
desenvolvimento de afecgbes como a dermatite de dobras cutaneas (intertrigo)
(O’Neill et al., 2022). A presenga de entrépio de canto medial, frequente em animais
braquicefalicos, compromete a paténcia dos ductos nasolacrimais, podendo

intensificar dermatites umidas na regiao periocular ventral, devido ao acumulo de
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lagrima e secrecao. Esse excesso de pele também gera triquiase dos pelos da prega
nasal, que contribui para o desenvolvimento de ceratites ulcerativas e nao ulcerativas
(Ekenstedt; Crosse; Risselada, 2020; Costa; Steinmetz; Delgado, 2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais do estudo

Foram selecionados 39 caes da raga Shih Tzu atendidos no Hospital
Veterinario da UNIUBE (HVU) e em dois consultérios especializados em dermatologia
e oftalmologia, todos localizados na cidade de Uberaba (MG). Dentre esses animais,
23 (58,97%) eram fémeas e 16 (41,02%) eram machos, com idade média de 7 + 3,5
meses, sendo a idade minima de 7 meses € a maxima de 168 meses. A utilizacado dos
cdes no presente estudo, foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), sob o protocolo n° 001/2023
(ANEXO 1). De acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), todos os tutores assinaram o termo de

consentimento previamente a inclusao dos animais no estudo (ANEXO II).

3.2. Critérios de inclusao e exclusao dos animais

Foram incluidos apenas caes com sinais clinicos de dermatopatia,
apresentando lesées de pele focais ou difusas e com histérico prévio, relatado pelo
tutor, de dermatopatia no momento da avaliagao clinica. Foram excluidos os animais
com histdrico de qualquer tipo de tratamento tépico ou sistémico para dermatopatias

ou oftalmopatias, nos ultimos 30 dias precedentes a coleta das amostras.

3.3. Protocolo para avaliagao dos animais e coleta das amostras

Para cada animal incluido no estudo, foram realizados, nessa ordem, os
seguintes procedimentos: teste lacrimal de Schirmer (TLS); avaliagao clinica; coleta
de material para citologia seguida por coleta de material para cultura bacteriana da
conjuntiva de ambos os olhos, da prega nasal e das regido interdigital dos membros
toracicos. Todas as amostras foram coletadas apenas com contencgao fisica e sem o
uso de colirio anestésico para as coletas provenientes da conjuntiva. Todos os

animais apresentaram boa tolerancia e desconforto minimo durante as coletas.
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3.4. Mensuragao da producgao lacrimal com o teste de produgao lacrimal

de Schirmer

O teste lacrimal de Schirmer foi realizado em consultério fechado e climatizado,
com temperatura variando entre 18 e 22°C. Foram utilizadas tiras de papel filtro
padronizadas e graduadas de 0 a 30 milimetros (DrogaVET Labs®). As tiras foram
inseridas na por¢géo média do fornice inferior de ambos os olhos e a produgao lacrimal
aquosa foi mensurada em 1 minuto. Mediante o resultado, os animais foram
classificados em trés grupos distintos: olhos com produgdo lacrimal normal
(215mm/min); olhos com suspeita de deficiéncia lacrimal (11-14mm/min) e olhos

secos (£10mm/min), de acordo com Giuliano (2021).

3.5. Avaliagao clinica dos animais

Em relagao a pele, os sinais clinicos avaliados foram auséncia ou presenga de
prurido, descamagcéo, hiperpigmentacgéo e eritema focal ou difuso. Quanto aos olhos,
foram avaliados sinais como presenca ou auséncia de hiperemia conjuntival e
secrecao ocular. Por fim, foi observado se havia presenca ou auséncia de blefarite,
que é uma afeccdo que acomete tanto a superficie ocular quanto o sistema

tegumentar.

3.6. Coleta das amostras para citologia

A coleta das amostras para citologia foi realizada utilizando-se microbrush fino
de nailon (Angelus®), previamente umedecido em agua para injegdo estéril (Samtec
Biotecnologia®). Para cada local de coleta (conjuntiva de ambos os olhos, prega nasal
e regiao interdigital dos membros toracicos), foram realizados 10 movimentos
circulares suaves. Posteriormente, o conteudo foi transferido para laminas de vidro e
corado com panoptico rapido (Laborclin®). Para garantir a padronizagio, as analises
foram realizadas por um unico examinador, adotando-se o método de contagem
diferencial de células epiteliais e leucdcitos, até totalizar 100 células epiteliais e 100
leucécitos, por amostra. O padréo de varredura das laminas foi em zigue e zague com
0 auxilio das objetivas de 10x, 40x e 100X, com déleo de imersao (Lopes; Biondo;
Santos, 2007).
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3.7. Coleta das amostras para cultura

As amostras para culturas bacterianas foram coletadas utilizando-se swab
estéril com meio de transporte Stuart (Absorve®). Em cada local de coleta (conjuntiva
de ambos os olhos, prega nasal e regiao interdigital dos membros toracicos), foram
realizados 10 movimentos circulares suaves. Apds a coleta, as amostras foram
mantidas refrigeradas em temperaturas entre 3 e 5°C, por no maximo 2 horas e em
seguida transportadas em caixa de isopor com gelo até o laboratério. Todas as
amostras foram processadas no laboratério de patologia clinica do HVU,
imediatamente apos a entrega. As amostras foram cultivadas em meio agar Sangue
e MacConkey, por 24-72h, a 37°C. As colbnias isoladas passaram por coloragéo de

Gram e testes bioquimicos para a identificacdo do género bacteriano.

3.5. Analise estatistica

Apos aplicar o teste de Shapiro-Wilk para as variaveis quantitativas, a analise
estatistica baseou-se em testes ndo parameétricos. Realizou-se a analise descritiva e
comparagao entre grupos por meio dos testes de Kruskal-Wallis (com pds-hoc de
Dunn, quando aplicavel, e ajuste de Holm) e de Wilcoxon pareado. Para variaveis
categdricas e tabelas de contingéncia, avaliou-se a associagao entre proporgdes pelo
teste exato de Fisher, com estimagao por simulagdo de Monte Carlo (N = 100.000
replicacbes) e quantificou-se a magnitude da associacédo pelo V de Cramér. Para
controle de multiplas comparagdes, aplicou-se corregéo pelo método FDR (false
discovery rate). Todas as analises foram realizadas com o auxilio da linguagem de

programacgao Python 3.12.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 39 animais analisados, 24 (61,54%) apresentaram produc¢ao lacrimal igual
ou acima de 15mm/min no olho direito, 10 (25,64%) apresentaram produgéo lacrimal
entre 11-14mm/min no olho direito e 5 (12,82%) apresentaram producéo lacrimal igual
ou abaixo de 10mm/min no olho direito. Referente ao olho esquerdo, 25 (64,10%) dos
animais apresentam produgado lacrimal igual ou acima de 15mm/min, 10 (25,64%)
apresentaram produgéo lacrimal entre 11-14mm/min e 4 (10,26%) %) apresentaram
producao lacrimal igual ou menor que 10mm/min.

Kobashigawa et al. (2015) descreveram que, em uma populagao de 24 Shih
Tzus adultos e clinicamente saudaveis, os valores médios do teste lacrimal de
Schirmer observados foram de 26mm/min. No entanto, o tempo de ruptura do filme
lacrimal estava reduzido (13,6 £ 0,5s), sugerindo menor estabilidade do filme lacrimal.
Corroborando com esses autores, Sebbag et al. (2023) avaliaram 50 Shih Tzus
adultos e clinicamente saudaveis, reportando producgao lacrimal média de 22mm/min,
porém, com tempo de ruptura do filme lacrimal também reduzido (5,3 + 2,4s).

Esses estudos reforcam que, da perspectiva clinica, o volume lacrimal
adequado nem sempre esta diretamente relacionado a estabilidade do filme lacrimal.
Essa relacado torna-se ainda mais evidente em céaes braquicefalicos, nos quais as
caracteristicas anatdbmicas podem predispor diretamente aos quadros de olho seco
evaporativo (Voitena et al., 2026).

A observacao de manifestagdes clinicas oculares esteve presente em grande
parte da populacdo avaliada no presente estudo. Dentre os caes avaliados, 20
(51,28%) apresentaram hiperemia conjuntival em pelo menos um dos olhos e 32
(82,05%) apresentaram secrecao ocular em pelo menos um dos olhos. A literatura
descreve que caes com olho seco evaporativo apresentam sinais clinicos iniciais
como hiperemia, secregao ocular, epifora e blefarite marginal (Sebbag; Barbosa; Oria,
2025). Portanto, sabe-se que essas alteragbes sao frequentemente observadas em
caes que apresentam instabilidade do filme lacrimal pré-corneano (Costa; Steinmetz;
Delgado, 2021; Kim et al., 2025).

A presenga de eritema difuso ou focal da pele foi descrita em 26 (66,66%)
animais, enquanto a hiperpigmentacgéao difusa ou focal foi observada em 19 (48,71%)
animais. A descamacao difusa ou focal da pele foi observada em 21 (53,84%) dos

caes. O prurido foi o sinal clinico mais relatado dentre os caes avaliados, perfazendo
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um total de 38 (97,43%) animais com manifestagdo difusa ou focal, sendo as patas as
areas focais de prurido mais relatadas pelos tutores.

O eritema é frequentemente observado nas fases agudas das dermatopatias,
ao passo que a hiperpigmentacdo esta presente com maior frequéncia nas
dermatopatias de carater crénico (Favrot et al., 2020; Hensel et al., 2024). O prurido é
descrito como a principal manifestacao clinica da dermatite atépica em caes, sendo a
regido interdigital uma das areas mais afetadas (Heinrich et al., 2019; Favrot et al.,
2020; Hensel et al., 2024). A descamacédo da pele é descrita como uma leséo
majoritariamente secundaria e, quando presente concomitantemente com o prurido,
pode estar relacionada principalmente a dermatopatias alérgicas e inflamatdérias como
doenca primaria (Miller; Griffin; Campbell, 2012; Heinrich et al., 2019).

A predisposicao racial para as doencas de pele é um fator importante a ser
considerado para o diagndstico e controle dessas afeccdes. A raga Shih Tzu é
considerada predisposta as dermatites atopica e de dobras cutaneas (Miller; Griffin;
Campbell, 2012; Hobi; Barrs; Beczokowski, 2023). As dermatites de origem alérgica
frequentemente afetam a face e regido periocular, levando a manifestagéao de prurido
e infecgbes secundarias que podem acometer as palpebras e culminar em blefarites
(Heinrich et al., 2019; Hobi; Barrs; Beczokowski, 2023).

A presenca de blefarite em pelo menos um dos dois olhos foi observada em
61,53% dos cées avaliados (24 dos 39 animais). Observou-se uma associagao
significativa (p=0,045), de magnitude pequena a moderada (V=0,33), entre a
ocorréncia das blefarites e a diminuicdo da producéao lacrimal aquosa. No entanto, é
possivel observar que o padrdao dessa associagao niao é diretamente proporcional
(Tabela 1), ou seja, embora 100% dos caes classificados com olho seco tenham
apresentado blefarite, a maioria dos animais em que ela foi observada (15 dos 39 caes
- 65,2%) apresentavam produgao lacrimal normal.

A blefarite é descrita como a inflamacdo das palpebras, podendo ter
apresentacao clinica unilateral ou bilateral. Ainda nesse contexto, margens palpebrais
sem sinais clinicos macroscopicos de alteragao local podem comumente apresentar
caracteristicas de inflamacao, compativeis com blefarite, meibomite ou perifoliculite

em analises histopatoldgicas (Stades; Van der Woerdt, 2021).
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Tabela 1. Distribuicao dos 39 caes da raca Shih Tzu portadores de dermatopatias, com e sem
blefarite, de acordo com os resultados do teste lacrimal de Schirmer (TLS).

ILs OD sem OD com OE sem OE com
blefarite blefarite blefarite blefarite
Saudavel 8 (38,1%) 13 (61,9%) 7 (33,3%) 14 (66,7%)
Suspeito 6 (60,0%) 4 (40,0%) 5 (55,6%) 4 (44,4%0
Seco 0 (0,0%) 5 (100,0%) 0 (0,0%) 4 (100,0%)

Como ja abordado anteriormente, as blefarites acometem as glandulas tarsais,
resultando na secregcao anormal de seu conteudo e consequente comprometimento
da camada lipidica do filme lacrimal, levando a evaporagdo precoce da camada
aquosa (Giuliano, 2021). Contudo, estudos demonstram que alteragbes palpebrais e
das glandulas tarsais podem estar presentes sem causar reducao significativa da
porcao aquosa (Vinas et al., 2019; Jeong et al., 2022). Desse modo, a presencga de
blefarite pode interferir diretamente na qualidade do filme lacrimal, sem diminuir a

quantidade, o que pode explicar o padrao observado no presente estudo.

Esses resultados sao ainda mais consistentes quando associados a
observacao da presencga de hiperemia e secreg¢ao ocular especificamente dentro da
populagdo com blefarite. Nesses 24 animais, observou-se 14 (58,3%) cdes com
hiperemia em pelo menos um dos olhos e 20 (83,3%) com secre¢cdo em pelo menos
um dos olhos. A elevada prevaléncia dos sinais clinicos observados dentro da
populacao diagnosticada com blefarite pode sugerir a presengca de um processo
inflamatorio na superficie ocular, relacionado a instabilidade do filme lacrimal pré-
corneano, mesmo com a maioria dos animais apresentando valores lacrimais dentro

da normalidade.

A analise do perfil bacteriolégico da pele e da superficie ocular dos 39 caes
avaliados neste estudo foi realizada inicialmente em carater descritivo (Tabela 2), com

a finalidade de identificar as bactérias presentes.

A escolha dos locais de coleta da cultura e citologia (ambos os olhos, prega
nasal e regiao interdigital dos membros toracicos) é justificada devido ao intimo
contato da prega nasal com a superficie ocular nos caes braquicefalicos, que podem

apresentar alteragdes como triquiase e dermatite da prega nasal devido ao excesso
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de pele nessa regido (Costa; Steinmetz; Delgado, 2021). De modo semelhante, a
coleta na regido interdigital dos membros toracicos foi baseada nos estudos que
frequentemente descrevem as patas como um dos principais locais de manifestagao
do prurido em cdes com dermatopatias de origem alérgica e inflamatoria (Hoffmann et
al., 2014; Favrot et al., 2020).

Tabela 2 - Porcentagens das bactérias isoladas da conjuntiva (olhos direito e esquerdo) e

pele (prega nasal e regiao interdigital dos membros toracicos) de 39 cées da raga Shih Tzu
com dermatopatias.

Local Bactéria isolada n/%

Conjuntiva - olho

direito
Staphylococcus spp. 23 (58,97%)
Sem crescimento bacteriano 7 (17,95%)
Enterobacter spp. 2 (5,13%)
Klebsiella spp. 2 (5,13%)
Pseudomonas spp. 2 (5,13%)
Escherichia coli 1(2,56%)
Proteus mirabilis 1(2,56%)
Streptococcus spp. 1(2,56%)

Conjuntiva - olho

esquerdo
Staphylococcus spp. 22 (56,41%)
Sem crescimento bacteriano 7 (17,95%)
Enterobacter spp. 5 (12,82%)
Klebsiella spp. 3 (7,69%)
Escherichia coli 1(2,56%)
Pseudomonas spp. 1(2,56%)

Pele - Prega nasal

Staphylococcus spp. 31 (79,49%)
Enterobacter spp. 2 (5,13%)
Pseudomonas spp. 2 (5,13%)
Klebsiella pneumoniae 1(2,56%

Escherichia coli 1(2,56%)
Proteus mirabilis 1(2,56%)

Sem crescimento bacteriano

1(2,56%)
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Pele - Regiao

interdigital
Staphylococcus spp. 24 (61,54%)

Sem crescimento bacteriano 13(33,33%)

Klebsiella spp. 2 (5,13%)

E possivel observar que o género Staphylococcus foi o mais prevalente em
todos os locais de coleta (ambos os olhos, prega nasal e regido interdigital dos
membros toracicos). Ainda nesse contexto, 13 (33,33%) dos cées apresentaram
isolamento concomitante desse mesmo agente nos quatro locais de coleta. Esses
resultados demonstram que o Staphylococcus spp. compds predominantemente a
microbiota da pele e conjuntiva dos animais avaliados no presente estudo.

Nos estudos de Hewitt et al. (2020), também se identificou o Staphylococcus
spp. como o género bacteriano mais prevalente entre os 465 isolados obtidos de caes
com ceratite ulcerativa, na regiao centro-oeste dos Estados Unidos da América,
representando 32,3% dos casos. Pereira, Almeida e Friolani (2021) avaliaram 25 caes
higidos e identificaram o Staphylococcus spp. como o principal isolado na conjuntiva
desses animais, perfazendo 48% dos casos.

Santoro et al. (2024) relataram que caes com dermatite atdpica apresentam
reducao da diversidade microbiana, o que favorece o crescimento de Staphylococcus
pseudintermedius, que se torna dominante na superficie da pele. Corroborando com
esses autores, Hoffmann et al. (2014) demonstraram, por meio de sequenciamento
genético, que Staphylococcus spp. esta presente na pele de caes saudaveis e
apresenta aumento expressivo naqueles com dermatite atépica.

Portanto, em consonadncia com demais estudos, os achados do presente
trabalho corroboram que o Staphylococcus spp. € um colonizador natural da superficie
ocular e pele dos caes, mas, pode atuar como patdégeno oportunista em condi¢coes
predisponentes (Zamarian et al., 2020; Kwon et al., 2025).

Referente as amostras coletadas da pele, a regido da prega nasal apresentou
maior colonizagao e diversidade microbiana. Sabe-se que a prega nasal proeminente,
frequentemente observada nos animais braquicefalicos, € uma regiao umida e em
constante atrito, o que favorece sua colonizagao por bactérias (O’Neill et al., 2022). A
regidao interdigital mostrou padrao semelhante aos demais locais de coleta, com

predominio do género Staphylococcus spp. € menor frequéncia de Gram-negativos,
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reforcando mais uma vez o papel do Staphylococcus spp. como colonizador da pele
dos céaes avaliados (Madureira; Brum, 2017; Santoro et al., 2024).

Nos estudos de Manzano et al. (2024), foram isolados Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Proteus spp. e Pseudomonas spp. em amostras de pele e conjuntiva
de 45 Shih Tzus saudaveis. Espécies como Escherichia coli, Proteus mirabilis e
Pseudomonas spp. sédo descritas como microrganismos transitérios da pele e
superficie ocular de cdes saudaveis, que s6 adquirem relevancia clinica quando atuam
em infecgdes secundarias (Miller; Griffin; Campbell, 2012; Manzano et al., 2024). O
género Pseudomonas spp., por exemplo, € considerado o mais isolado nos casos de
ulceras de cdérnea com melting em caes.

Ao estratificar os animais em faixas etarias, o Staphylococcus spp. manteve-se
em maior prevaléncia em todas as faixas etarias, para todos os locais de coleta
(Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagens das bactérias isoladas da conjuntiva (olhos direito e esquerdo) e
pele (prega nasal e regiao interdigital dos membros toracicos) de 39 caes da raga Shih Tzu
com dermatopatias, estratificadas por local de coleta e faixa etaria em meses

<24 meses 24-60 meses >60 meses
1(50.00%) 9 (64.29%) 13 (56.52%)

Local Bactéria isolada

Conjuntiva - olho direito  Staphylococcus spp

Sem crescimento

bacteriano 1(50.00%) 3 (21.43%) 3 (13.04%)
Enterobacter spp 0 (0.00%) 0 (0.00%) 2 (8.70%)
Klebsiella Spp 0(0.00%)  0(0.00%) 2 (8.70%)
Pseudomonas spp 0 (0.00%) 1(7.14%) 1(4.35%)
Escherichia coli 0(0.00%)  0(0.00%) 1(4.35%)
Proteus Mirabilis 0(0.00%)  0(0.00%) 1(4.35%)
Streptococcus spp 0 (0.00%) 1(7.14%) 0 (0.00%)
2 (5,12%) 14 (35,89%) 23 (58,97%)

Conjuntiva - olho

esquerdo

Staphylococcus spp

Sem crescimento

1 (50.00%)

10 (71.43%)

11 (47.83%)

bacteriano 1(50.00%) 3 (21.43%) 3 (13.04%)
Enterobacter spp 0 (0.00%) 1(7.14%) 4 (17.39%)
Klebsiella Spp 0 (0.00%) 0 (0.00%) 3 (13.04%)
Pseudomonas spp 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1(4.35%)
Escherichia coli 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1(4.35%)

2 (5,12%)

14 (35,89%)

23 (58,97%)
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Pele - prega nasal

Staphylococcus spp

Sem crescimento

1 (50.00%)

14 (100.00%)

16 (69.57%)

bacteriano 0(0.00%)  0(0.00%) 1(4.35%)
Enterobacter spp 0 (0.00%) 0 (0.00%) 2 (8.70%)
Klebsiella Spp 0(0.00%)  0(0.00%) 1(4.35%)
Pseudomonas spp 1(50.00%) 0 (0.00%) 1(4.35%)
Escherichia coli 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (4.35%)
Proteus Mirabilis 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (4.35%)

2 (5,12%) 14 (35,89%) 23 (58,97%)

Pele - regiao interdigital

Staphylococcus spp

Sem crescimento

1 (50.00%)

9 (64.29%)

14 (60.87%)

bacteriano 1(50.00%) 5(35.71%) 7 (30.43%)
Klebsiella Spp 0(0.00%) 0 (0.00%) 2 (8.70%)
2(512%) 14 (35,89%) 23 (58,97%)

E possivel observar que os cdes com idade superior a 60 meses apresentaram
maior diversidade e frequéncia de crescimento bacteriano em todas as regides de
coleta. Contrapondo esses resultados, Manzano et al. (2024) descreveram maior
frequéncia de crescimento e diversidade bacteriana na pele e conjuntiva de Shih Tzus
saudaveis com idade entre 12 e 48 meses, enquanto os animais com idade entre 108
e 144 meses apresentaram menor frequéncia e diversidade.

Essa diferenca pode ser atribuida ao fato de que os animais avaliados no
presente estudo apresentavam dermatopatias, o que nao foi identificado nos estudos
de Manzano et al. (2024), no qual os animais eram saudaveis (sem alteracdes
dermatoldgicas e oftalmoldgicas). A presencga dessas afec¢des pode comprometer a
integridade das barreiras cutanea e ocular, favorecendo a disbiose ( Hoffmann et al.,
2014; Zamarian et al., 2020; Sebbag; Sanchez, 2023).

Buscando compreender se ha associagao entre a produgao lacrimal e o perfil
microbiolégico da superficie ocular dos 39 caes da raga Shih Tzu com dermatopatias,
foram realizadas tabelas de contingéncia, com o agrupamento das bactérias em
Gram-positivas (Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.), Gram-negativas
(Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli e Proteus
mirabilis) e culturas bacterianas sem crescimento, dentro de cada grupo (seco,

suspeito e saudavel) (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4- Tabela de contingéncia entre o resultado do teste lacrimal de Schirmer (TLS) e o
isolamento bacteriano da conjuntiva de 39 cdes da ragca Shih Tzu com diagndstico de
dermatopatias.

Gram-negativas Sem crescimento
Conjuntiva TLS Gram-positivas (n/%)
(n/%) (n/%)
Olho
direito
Normal 18 (46,15%) 2 (5,12%) 3(7,69%)
Suspeita 4 (10,25%) 4 (10,25%) 3(7,69%)
Diminuida 2 (5,12%) 2 (5,12%) 1(2,56%)
Total 24 8 7
Olho
esquerdo
Normal 16 (41,02%) 2 (5,12%) 5(12,82%)
Suspeita 4 (10,25%) 5(12,82%) 2(5,12%)
Diminuida 2(5,12%) 3 (7,69%) 0(0,00%)
Total 22 10 7

Tabela 5 - Teste de associagédo entre o resultado do teste lacrimal de Schirmer (TLS) e o
padrao microbioldgico ocular em 39 caes da raga Shih Tzu com diagnéstico de dermatopatias.

TLS p-value P (FDR) V de Cramér
Olho direito 0,0646 0,0646 0,206
Olho esquerdo 0,0389 0,0646 0,267

Nota: p-value obtido pelo teste exato de Fisher, estimado por simulagdo de Monte Carlo (N = 10.000).
p (FDR): valores de p corrigidos para multiplas comparac¢des pelo método FDR (Benjamini-Hochberg).
V de Cramér: tamanho de efeito.

No olho direito, ndo houve evidéncia estatistica de associag¢ao (p=0,0646). Ja
no olho esquerdo, observou-se p=0,0389 e p(FDR)=0,0646. Ao analisar o tamanho de
efeito, observou-se V =0,206 para o olho direito e V=0,267 para o olho esquerdo.
Embora o resultado do olho esquerdo tenha se aproximado do limiar de significancia
antes da correcao pelo método de FDR, em ambos os olhos ndo houve significancia
estatistica entre a producgéao lacrimal e o perfil microbiolégico dos animais avaliados.

Embora tenha sido observado a auséncia de significancia estatistica (Tabela
5), ao analisar a tabela de contingéncia (Tabela 4), os animais classificados com olhos
saudaveis, apresentaram prevaléncia de bactérias Gram-positivas, compostas
predominantemente pelas bactérias do género Staphylococcus spp. Contrapondo
esse padrao, os caes classificados com olhos suspeitos e secos apresentam menor

prevaléncia das Gram-positivas quando comparados com os cdes com producao
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lacrimal = 15mm/min. Essas observacdes, podem sugerir disbiose associada a
reducao na producao lacrimal. Segundo Ferreira et al. (2020), a instabilidade do filme
lacrimal favorece a persisténcia de bactérias mais resistentes, como as Gram-
negativas, que apresentam mecanismos de adesao e resisténcia a antimicrobianos,
além de maior potencial patogénico em olhos secos. A auséncia de crescimento
bacteriano foi observada em todos os trés grupos de maneira semelhante.

O perfil citolégico da pele e da conjuntiva dos animais do presente estudo, é
descrito na Tabela 6. Cada célula analisada apresenta valores absolutos minimo e
maximo de 0 e 100, respectivamente. Nota-se que as amostras coletadas da pele
apresentaram um perfil celular relativamente mais escasso quando comparado com a
conjuntiva, o que € evidenciado pela proporgao de animais com valor igual a zero (%)
para cada tipo celular avaliado. Esses resultados indicam que a regido interdigital e a
prega nasal apresentaram pouco conteudo celular. Durante as analises das laminas,
foi observado a predominancia de artefatos, barras de queratina e bactérias do tipo

cocos observados na maioria das amostras coletadas da pele.

Tabela 6 - Analise descritiva das células epiteliais e leucdcitos encontradas nas amostras de
citologia coletadas da conjuntiva (olhos direito e esquerdo) e da pele (prega nasal e regiao
interdigital dos membros toracicos) de 39 caes da raga Shih Tzu com dermatopatias.

Célula Média Mediana IQR (Q1-q3) Valor = Zero (%)
Olho Basal 22,42 +13,7 22,00 13,75-32,25 7,69
Parabasal 56,70 £19,1 57,00 43,75-71,00 2,56
intermediaria 4,23 6,7 0,105 0,00-6,75 51,28
Superficial 6,08 £10,9 2,000 0,00-6,00 35,90
Neutrdfilo 31,50 £33,5 22,00 0,25-53,00 25,64
Linfécito 11,25 £15,8 5,500 0,00-14,75 33,33
Pele Basal 0,07 +0,4 0,00 0,0000-0,0000 97,44
Intermediaria 3,37 £14,4 0,00 0,0000-0,0000 89,74
Neutrofilo 1,32 £8,0 0,00 0,0000-0,0000 94,87
Linfocito 0,08 £0,5 0,00 0,0000-0,0000 97,44

Essa diferengca na composicao celular foi confirmada por meio do teste de
Wilcoxon pareado (Tabela 7). As comparagbes pareadas foram realizadas somente
para as células que foram encontradas tanto nos olhos quanto na pele (células basais,
intermediarias, neutrdfilos e linfécitos). Observou-se contagens significativamente

superior dessas células nos olhos quando comparado com a pele do mesmo animal
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(p < 0,0089 para todos), com tamanhos de efeito que variaram de moderado a grande
(rb de 0,636 a 1,000).

Tabela 7 - Comparagdo pareada, por animal, das contagens de células epiteliais e leucdcitos
entre as amostras coletadas da conjuntiva dos olhos (direito e esquerdo) e da pele (prega
nasal e regido interdigital dos membros toracicos) de 39 caes da raga Shih Tzu com
dermatopatias.

Célula N (animais) Valor de p Efeito (rb)
Basal 36 <0,000001 1,000
Intermediaria 21 0,012291 0,628
Neutrofilo 29 0,000003 1,000
Linfécito 26 0,000009 1,000

Nota: Utilizou-se o teste de Wilcoxon pareado (p-value), acompanhado do tamanho de efeito rank-
biserial (rb).

E descrito que nas citologias coletadas da pele de animais saudaveis, observa-
se majoritariamente a presenga de queratindcitos anucleados e detritos queratinicos,
com escassa presenca de células nucleadas. Sabe-se também que a quantidade e o
tipo de material celular obtido na citologia de pele € dependente da técnica de coleta
utilizada e do local de coleta (Miller; Griffin; Campbell (2012).

O uso do microbrush de nailon € descrito como uma alternativa eficiente na
obtencado de amostras ricas em celularidade e de distribuicdo em monocamadas, com
o minimo de sobreposi¢ao possivel (Kovalcuka; Sarpio; Nikolajenko, 2023; Manzano
et al., 2024). Manzano et al. (2024) destacaram que a coleta de amostras utilizando o
microbrush, forneceu resultados satisfatérios para a realizagdo da citologia da
conjuntiva e pele de Shih Tzus saudaveis, além de causar desconforto minimo durante
as coletas.

Manzano et al. (2024) relataram a prevaléncia de células epiteliais superficiais,
presenca de leucocitos e Malassezia em baixa quantidade na prega nasal e no coxim
palmar dos 45 Shih Tzus saudaveis avaliados. Esses achados indicam que mesmo
em peles saudaveis, essas regides apresentam baixa celularidade. Além disso,
Madureira e Brum (2017), referem que a qualidade e a representatividade das
amostras citolégicas podem ser influenciadas pela profundidade da coleta e pelo tipo
de lesdo. Amostras coletadas em areas queratinizadas ou cronicamente inflamadas
tendem a apresentar baixa celularidade, mesmo quando coletadas com técnica

adequada.
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Portanto, a baixa celularidade observada nas amostras cutédneas do presente
estudo pode estar associada as caracteristicas estruturais da pele da prega nasal e
regido interdigital.

Ao estratificar os animais por faixa etaria (Tabela 8), observou-se que somente
as células epiteliais superficiais da conjuntiva apresentaram diferenca estatistica entre

0s grupos etarios (p=0,005).

Tabela 8 - Comparagdo entre as contagens médias de células epiteliais e leucdcitos das
amostras coletadas da conjuntiva (olhos direito e esquerdo) e pele (prega nasal e regido
interdigital dos membros toracicos) de 39 caes da raca Shih Tzu com dermatopatias, nas
diferentes faixas etarias (<24, 24-60 e >60 meses).

Célula H p-value €
Conjuntiva Basal 4,784 0,091 0,077
Parabasal 3,012 0,222 0,028
Intermediaria 3,049 0,218 0,029
Superficial 10,54 0,005 0,237
Neutrofilos 1,744 0,418 0,000
Linfécitos 1,383 0,501 0,000
Pele Basal 0,696 0,706 0,000
Intermediaria 0,300 0,861 0,000
Neutrdfilos 0,220 0,896 0,000
Linfécitos 0,696 0,706 0,000

Nota: Utilizado teste de Kruskal-Wallis (H). P-value: valor do Kruskal-Wallis. €2: epsilon quadrado,
medida de tamanho de efeito.

ApoOs observar essa diferenca, realizou-se o teste de pés-Hoc Dunn, com ajuste
de Holm, para as células superficiais da conjuntiva, e observou-se que os caes com
idade acima de 60 meses apresentaram contagens significativamente menores de
células superficiais quando comparados com demais grupos.

Manzano et al. (2024) descreveram um epitélio conjuntival composto
predominantemente por células epiteliais superficiais e intermediarias (84 a 95%) em
Shih Tzus com produgao lacrimal dentro da normalidade. Esses autores relataram
ainda ndo haver significancia estatistica das células superficiais associado a idade
dos animais avaliados (p=0,1152).

A reducao de células epiteliais superficiais em animais mais velhos pode
sinalizar uma falha na barreira epitelial da conjuntiva, podendo favorecer a

colonizagéo bacteriana (Da Silva et al., 2013; Lamkin et al., 2020; Levitt et al., 2020).
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Esses resultados podem ser relacionados diretamente com o que foi observado na
Tabela 5, em que os caes com idade acima de 60 meses apresentaram maior

diversidade e frequéncia de crescimento para todos os locais de coleta.
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CONCLUSAO

A elevada prevaléncia de blefarite observada nos animais com dermatopatias,
bem como sua associagao estatisticamente significativa com a redugéo da produgao
lacrimal, indicam que alteragdes palpebrais podem estar relacionadas a modificagcoes
na homeostase da superficie ocular. O perfil microbioldgico revelou predominancia
marcante de Staphylococcus spp. em todos os locais de coleta, da pele e conjuntiva
ocular, ressaltando seu papel como microrganismo comensal e possivel patogénico
nos animais avaliados. Observou-se ainda associagcdo entre idade superior a 60
meses e alteragbes citologicas e microbiologicas, sugerindo que a idade pode atuar
como fator contributivo para modifica¢gdes na integridade da superficie ocular, embora
nao seja possivel estabelecer relagdo causal. De forma geral, os achados reforcam a
importancia de uma abordagem integrada entre dermatologia e oftalmologia
veterinaria, especialmente em caes com dermatopatias cronicas, visando a

identificacdo precoce e ao manejo adequado de alteragdes da superficie ocular.
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ANEXO |

@ Uniube ___..

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 Doencas
Inflamatdrias da Pele sobre Alteracies da Superficie Ocular em Cies Da Raca Shih-Tzu”
que tem como responsavel o Prof. Rodrige Supranzetti de Rezende, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacio Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Amnimal (CEEA/UNIUBE) regido pela lei n® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® (001/2023 related to the project entiled “Influence of
Inflammatory Skin Diseases on Ocular Surface Changes in Shih-Tzu Breed Dogs™ under the
supervision of Prof. Rodrigo Supranzetti de Rezende, 15 m agreement with the Ethical Prmciples
in Animal Experimentation adopted by the Ethics Committee im Amimal Expenmentation
(CEEA/UNIUBE) according to the law n® 11.794/08.

Atenciosamente,

Profa. Joely Ferreira Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE

Hoapital elerining de Libarsta — Avente Titeeas, P30 - Campus Fao, Sl Totnas, 30001-500, Lerabe-AG
CHETE-ETET comaanicba b
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO APROVADO PELO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO
ANIMAL DA UNIUBE EM 09/05/2023 (PROCESSO 01/2023, OFiCIO CEEA-
003/2023)Eu

,RG , responsavel pelo

animal , espécie canina, raca Shih-Tzu, autorizo a

participacdo do mesmo no experimento de mestrado, intitulado “INFLUENCIA DAS
DERMATOPATIAS NA SUPERFICIE OCULAR DE CAES DA RAGA SHIH-TZU:
AVALIAGAO CLINICA, CITOLOGICA E MICROBIOLOGICA”, sob coordenacdo do
professor Dr. Rodrigo Supranzetti de Rezende do programa de mestrado em sanidade e
producdo animal nos trépicos da Universidade de Uberaba. Fui esclarecido sobre a
necessidade de: avaliagao clinica dermatolégica e oftalmolégica além de coleta de material
biolégico para exames laboratoriais (cultura de bactéria e MALDI-TOF ocular e dermatolégica,
citologia ocular e dermatolégica e lagrima). Também fui esclarecido que estes procedimentos
sdo0 necessarios para a elaboracdo da pesquisa e que tais procedimentos a serem
empregados necessitam de contencgao fisica para a esfoliagdo da pele, conjuntiva e cérnea.
Apods término da pesquisa os resultados dos exames clinicos e laboratoriais bem como as

devidas orientacbes serao disponibilizadas ao tutor do animal.

Tenho conhecimento de que os resultados obtidos serdo divulgados exclusiva e
anonimamente em publicagdes cientificas; e de que tenho o direito e a liberdade de suspender

essa autorizagdo a qualquer momento que julgue necessario.

Uberaba, de de

Assinatura do tutor do animal

Prof. Dr. Rodrigo Supranzetti de Rezende

Docente do curso de pds-graduagao (mestrado) em sanidade e produgéo animal nos

tropicos.



