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Resumo

EXPRESSAO DO GENE DA INTERLEUCINA-10 NA CONJUNTIVITE ALERGICA CANINA

A conjuntivite alérgica canina (CAc) é uma doenca cuja manifestacdo clinica ocorre nas
palpebras, na conjuntiva e/ou na cérnea. Caracteriza-se por reacdes de hipersensibilidade
do tipo | e integra frequentemente a sintomatologia da dermatite atépica canina (DAC).
Através do estudo realizado no ambito da presente dissertacdo de mestrado, pretende-se
contribuir para a caracterizacdo da resposta imunitaria da CAc. Nesse sentido, um grupo
controlo formado por animais saudaveis (n=10) e um grupo de animais atopicos com
conjuntivite alérgica (CA) (n=10) integraram a presente experiéncia. Ambos foram
submetidos a um exame dermatol6gico e oftalmolégico completos, em que se procedeu,
apenas para o grupo atopico, a classificacdo da gravidade das lesdes com o Canine Atopic
Dermatitis Extent and Severity Index — fourth version (CADESI-4), bem como a avaliacao
quantitativa dos sinais clinicos de CAc (corrimento ocular, epifora, hiperémia conjuntival,
prurido, quemose e queratite concomitante) através da atribuicdo de um valor entre O
(ausente) e 3 (grave). Subsequentemente, apds a aplicacdo tépica ocular de anestésico,
uma amostra de conjuntiva palpebral medindo cerca de 2x2 mm foi colhida e submetida a
qguantificacéo, por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
dos niveis de expressao de &cido ribonucleico mensageiro (MRNA) do gene da interleucina
(IL) -10.

A analise estatistica foi realizada recorrendo ao teste Mann-Whitney-Wilcoxon e ao teste de
correlagdo de Spearman, sendo que os resultados a seguir apresentados surgem sob a
forma de médiatdesvio-padrao. O score de CADESI-4 nos cées atopicos foi de 22,1+15,72.
O score de CA do olho esquerdo foi de 8,9+15,72 e no olho direito 9,1+2,51. A média do
score de CA de ambos os olhos foi 9,0+2,30. Os niveis de expresséo do gene da IL-10 para
0 grupo atépico e controlo foram, respetivamente, 0,005+0,0029 e 0,004+0,0024. Verificou-
se existir um coeficiente de correlacdo positivo entre os valores de CADESI-4 e o0s niveis de
expressao do gene da IL-10 (p=0,25), bem como um coeficiente de correlagdo negativo
entre a média do score de CA de ambos os olhos e a expressdao do mesmo gene (p=0,35).
Desta forma, concluimos que aparentemente o grupo atépico apresenta maiores niveis de
expressao do gene da IL-10, o que poderd ser util para o estudo da fisiopatologia e
tratamento de atopia canina e respetiva CA. E necessaria a realizagcdo de mais estudos para

confirmar esta hipotese.

Palavras-chave: Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index — fourth version,
conjuntivite alérgica canina, niveis de expresséo de acido ribonucleico mensageiro do gene

da interleucina-10, score de conjuntivite alérgica.
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Abstract

INTERLEUKIN-10 GENE EXPRESSION IN CANINE ALLERGIC CONJUNCTIVITIS

Canine allergic conjunctivitis (cAC) is a disease whose clinical manifestation occurs in the
eyelids, in the conjunctiva and/or in the cornea. It is characterized by type | hypersensitivity
reactions and is often included in the symptoms of canine atopic dermatitis (CAD).

Through the study under this master thesis we aim to contribute to the characterization of
cAC immune response. Therefore, a control group consisting of healthy animals (n=10) and
a group of atopic animals with allergic conjunctivitis (AC) (n=10) were enrolled in the present
experiment. Both underwent complete dermatological and ophthalmic examinations, which
included, only for the atopic group, Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index —
fourth version (CADESI-4) classification of the severity of injuries, as well as the quantitative
evaluation of clinical signs of AC (ocular discharge, epiphora, conjunctival hyperemia,
pruritus, chemosis and concurrent keratitis) by rating them from 0 (absent) to 3 (severe).
Subsequently, after ocular topical anesthesia, a sample of palpebral conjunctiva measuring
approximately 2x2 mm was collected and subjected to quantification, by quantitative real-
time polymerase chain reaction (QRT-PCR), of the messenger ribonucleic acid (mMRNA)
expression levels of interleukin (IL) -10 gene.

Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney-Wilcoxon test and the Spearman
correlation test, results being presented as meantstandard deviation. CADESI-4 score for
the atopic group was 22,1+15,72. AC score in the left eye was 8,9+15,72 and in the right
eye 9,1+2,51. The average AC score for both eyes corresponded to 9,0+2,30. IL-10 gene
expression levels for the atopic and control group were, respectively, 0,005+0,0029 and
0,004+0,0024. There was a positive correlation coefficient between CADESI-4 values and IL-
10 gene expression levels (p=0,25), as well as a negative correlation coefficient between the
average of the AC score for both eyes and the expression of the same gene (p=0,35). Thus,
we concluded that apparently the atopic group has higher IL-10 gene expression levels
which may be useful for the study of the physiopathology and treatment of canine atopy and

its respective AC. Further studies are required to confirm this hypothesis.

Keywords: Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index — fourth version, canine
allergic conjunctivitis, messenger ribonucleic acid expression levels of interleukin-10 gene,

allergic conjunctivitis score.



Vi



INDICE

CAPITULO | — Atividades desenvolvidas na area CliNiCa ....vveeeuererennerernneeernneeerseennn. 1
CAPITULO Il = Conjuntivite alérgica CaniNg ..........ccuuueeeeeeeuuieeeeeeneeeeeeenneeeeeennnaeens 4
S |01 o (3 To%= T 4
2. Anatomofisiologia da CONJUNTIVA .........ouiuiuieiii e 4
3. FISIOPAOIOgIA .. vt e 8
R 0 I 11T | - 10
3.1, INterleucinga-10 . ...voneii e 10

4. EPIAEMIOIOQIA ...ttt 12
T 1 (o] (oo |- NPT 14
5.1.  Alergénios veiculados aereamente .............ccooviiiiiiiiiiii i 15
5.2. Inalagdo e ingestdo de alergénios ...........cccoeieiiiiiiiiii e 15
5.3.  Alergénios veiculados topicamente ..............cccoiiiiiiiiii 16
5.3.1. NEOMICING «neetet ettt e et e e 16

5.3.2. TIMEIOSAI ..eueeititii e 16

5.3.3. Cloreto de benzalConio ... 17

5.4. Atopia e resposta alérgiCa .........ccooeiiiiiiiii i, 17
5.5,  TOXINAS DACIErANAS .....ouviiiiii e 19

6. SINAIS ClINICOS ...ttt e e e 20
7. DIagNOSHCO . vt 26
%0 O Y = 11 4] 01 = 27
7.2.  Sintomatologia clinica ocular e SIStémica ............cocoeiiiiiiiiiiiiiiieea, 27
7.3.  Citologia da CONJUNLIVA .......uinieiie e e eaens 28
7.4.  BiOpsia da CoONJUNLIVA .......o.oiieiii i e 30
7.5, Cultura da CoONJUNTIVA ......oueeeiei e 31
7.6.  Testes intradérmicos e analises Sorol0giCas ............ccveveiinininiiiineinannnn. 32
7.7.  Diagndstico de conjuntivite alérgica humana ..............cccoevviiiiiiiiiienennn. 34
7.8.  Testes de provocagao CONUNEIVAl ..........o.viiiiiiiiii e 36

G TR I = 1= 1= 0 1o 38
ST I V- TS Yo Lot 1] 1] (o] = J P 39
8.2.  ANti-NiStAMINICOS ... ..uitiiiii e 39
8.3.  Estabilizadores da membrana celular dos mastocitos ..............coceevnennen.. 40
8.4.  Anti-inflamatorios N80 eSterGides ..........ccoviiieiiii i 40
8.5.  COrtiCOSIEIOIES ....eneeeee et 40
8.6.  Imunoterapia alergénio-especifica ...........ccoooviiiiiiiiiii 42
8.7.  IMUNOSSUPIESSOIES .. .uctenitteneiet et e e et e et e e e e e eeenes 42
8.8.  ANLDIGCOS . ..vniei i 43
8.9.  ANticorpos MONOCIONAIS ........cuiiiiiii i, 43
8.10. Tratamento de dermatite atopica Caning ...........ccoeuveieiiiiiiiiiiieieeaann, 43
CAPITULO Il — Expressdo do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica
(o3 T 0 - Y 44
L. OB tIVOS e 44
2. Material € MELIOUOS ... ..ueinii e 44
2.1, AMOSHra €M ESTUAOD ....uiniii e 44
2.2, SeleGA0 dOS PACIENTES ... ..eiiiieee e 44
2.3. Avaliacdo dermatolOgiCa .. .......cuvuiuireeieiie e 45
2.4. Avaliacdo oftalmolOgiCa ...........oeviniiii i 46
2.5, Colheita de amoStras ......c.cooiiiiii i, 47
2.6.  Processamento de amOSIIas ........ocouiiiiie i e 47
2.6.1. Extracdo de RNA total e sintese de CDNA ........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieieenn, 47

2.6.2. SeleGa0 dOS PriIMEIS ...t e 48

2.6.3. GRT-PCR .ot 48

2.6.4. ANAliSE eStatiStiCA ........vviniiii i 49

3. RESURAUOS ..o, 49



3.1. CaracterizaGao da amOStra ........c.euiieiii i 49

3.2.  Avaliacdo oftalmolOgiCa .........cceviniei e 50
3.3.  Avaliagdo dermatolOgiCa .........c.ueuiuiniiii i ol
3.4.  Niveis de expressdo de mRNA dogenedaIL-10 ..........ccoeviiiiiiinininnnnn. 51
3.5.  Coeficiente de correlacao entre variaveis ............ccocoeviiiiiiiiiiiic i, 52
3.5.1. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene
dall-10 e 0SCOre de CA ... e 52

3.5.2. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene

da IL-10 e os valores de CADESI-4 ........c.ccviiiniiniiiiiiieeeeeeeee, 53

I o 13- T J 54
4.1. CaracterizaG8o da amOSEra ........c.iiuiiiiie i o4
4.2.  Avaliacdo oftalmolOgiCa ..........coiiiiiii 55
4.3.  Avaliag8o dermatOlOgiCa ... ....ouuiii i 56
4.4. Niveis de expressdo de mRNA dogenedalL-10 .........c.cooiiiiiiiiiinnnnnn. 57
4.5. Coeficiente de correlacdo entre Variaveis ...........c.oooviiiiiiiiiiiiiieieieeee 58
4.5.1. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene
dall-10 e 0SCOrede CA ..o e 58

4.5.2. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene

da IL-10 e os valores de CADESI-4 ..........ccouiiniiniiiiiieieeieieeeee 58

B CONCIUSAD ...t e 60

CAPITULO IV - Expressdo do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica

(0= 10 112 = 61
N D1 T 74
N N 52 I 75
L N 52 77
N N1 T 78
Y N @ T 79
N 2@ TV A 80
N D1 @ TV 2 | 81
e N 0@ TV 2 1 82

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Classificagdo da conjuntiva mediante a localizagcdo anatémica considerada
(adaptado de Maggs, 2008D). ..o s 5
Figura 2 - Epitélio estratificado a pseudo-estratificado da conjuntiva palpebral canina, com
numerosas células caliciformes (setas) (ampliacao original de 250x) (adaptado de Gelatt,

20048). e e 6
Figura 3 - Esquema representativo da fase de sensibilizagdo e ativagdo das reacdes de
hipersensibilidade do tipo | (adaptado de Day, 2008Db). ..........cccoiiiiiiiieee 9

Figura 4 - Exemplar de Lulu da Pomerania, raca com predisposicdo para o surgimento de
conjuntivite  associada a DAc (adaptado de  cdn.dogdogs.net/2011/04/lulu-

POMETANIA0Z2.JDG) - .+t eeeneeee et et et e et e ettt 14
Figura 5 - Vasos sanguineos (setas) contendo humerosos eosinofilos numa biépsia de pele
de céo com hipersensibilidade cutanea do tipo | (adaptado de Day, 2008b). .................... 18
Figura 6 - Esquema representativo do padréo lesional tipico da DAc (fotografia gentilmente
cedida pela Doutora Ana Mafalda LOUreNngO). .......co.iiiiiiiiii e 19
Figura 7 - Cado com corrimento ocular purulento exuberante do olho direito (fotografia
gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado). ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiicine, 21
Figura 8 - Cao braquicefalico com epifora do olho direito (fotografia gentilmente cedida pela
Doutora Esmeralda Delgado). ... 22
Figura 9 - Cao com hiperémia marcada da conjuntiva palpebral do olho direito (fotografia
gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado). ..........cooooiiiiiiiiiiiiiiine, 22
Figura 10 - Cao com quemose (edema da conjuntiva) da conjuntiva palpebral do olho direito
(fotografia gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado). ..............cccccoveeiiinnnn. 23
Figura 11 - Cao com queratite pigmentar e corrimento purulento exuberante do olho
esquerdo (fotografia gentiimente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado). ................... 24
Figura 12 - Cdo com conjuntivite folicular a nivel da superficie palpebral da membrana
nictitante (fotografia gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado). .................... 25
Figura 13 - Espatula de Kimura, lamina esterilizada de bisturi e cytobrush (adaptado de
MBGGS, 2008@). .. ..enininiie et e 28

Figura 14 - Anestésico ocular topico, pinca e tesoura de tenotomia utilizados no &mbito das
biépsias de conjuntiva canina realizadas a propésito do estudo “Expressdo do gene da
interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina” (fotografia original). .................c.coiiene. 30
Figura 15 - Realizagdo de bi6psia de conjuntiva em ambiente cirdrgico, no olho direito de
um céo atépico: destaque com pinga (A) e secdo com tesoura de tenotomia (B) (fotografias
(0] 1T 11 =T ) PP 30
Figura 16 - ReagOes cutaneas positivas manifestadas por um cdo atdpico apds a
administracdo intradérmica de extratos de alergénios (fotografia gentiimente cedida pela
Doutora Ana Mafalda LOUFENGO). ......eue ettt e e e 33



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Distribuicéo e gravidade dos sinais clinicos de CAc mediante o olho avaliado .. 50
Grafico 2 - Distribuicdo percentual da classificagdo da gravidade da DA de acordo com o
score total obtido através do sistema de classificacdo CADESI-4. ............cccoviiiiiiiin, 51
Gréfico 3 - Distribuicdo dos niveis de expressao de mRNA do gene da IL-10 por grupo ... 52
Grafico 4 — Coeficiente de correlacao entre os niveis de expressao de mRNA do gene da IL-

10 e 0 score de CA dO grupo atOPICO. .......uueririuit e eens 53
Gréfico 5 — Coeficiente de correlacéo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-
10 e os valores de CADESI-4 dO grupo atOpiCO. .......ccueuirieeeienieiaeiaeeenieieeaeaae e 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Critérios clinicos de diagnostico de DAc segundo Favrot ..................ooeni 45
Tabela 2 - Sequéncias dos primers utilizados na quantificacdo, por qRT-PCR, dos niveis de
expressdao de mRNA do gene da IL-10 na conjuntiva ocular canina. ................cccoeeeuenenen. 48

Tabela 3 - Distribuicdo dos niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 por grupo. .... 52

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS

Ag
AINEs
APC

CA

CAc
CAh
CADESI-4
CALT
CB
cDNA
DA

DAc
DAh
DNA
EMCMs
E.U.A.
FMV-UL
Gram-
Gram+
IFN-y

Antigénio

Anti-inflamatorios ndo esteroides
Célula apresentadora de antigénio
Conjuntivite alérgica

Conjuntivite alérgica canina

Conjuntivite alérgica humana

Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index — fourth version

Conjunctival Associated Lymphoid Tissue

Cloreto de benzalconio

Acido desoxirribonucleico complementar

Dermatite atépica

Dermatite atGpica canina

Dermatite atépica humana

Acido desoxirribonucleico

Estabilizadores da membrana celular dos mastdcitos
Estados Unidos da América

Faculdade de Medicina Veterinéria da Universidade de Lisboa
Gram-negativo

Gram-positivo

Interferdo-gama

Imunoglobulina do tipo E

Imunoglobulina do tipo G

Interleucina

Imunoterapia alergénio-especifica

Minuto

Complexo maior de histocompatibilidade de classe Il

Acido ribonucleico mensageiro

Antizima da ornitina descarboxilase 1

Reacdo em cadeia da polimerase

Potencial de hidrogénio iénico

Presséo intra-ocular

Queratoconjuntivite seca

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
Rosa bengala

Acido ribonucleico

Coeficiente de correlacdo de Spearman

Xii



TC

Th

Tl
TCP
TNF-a
TPC
TS

Tomografia computorizada

T helper

Testes intradérmicos

Testes cutaneos por picada
Fator de necrose tumoral-alfa
Testes de provocagao conjuntival

Teste de Schirmer

Xiii



COMUNICACOES CIENTIFICAS

Os resultados do estudo “Expressao do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica
canina” foram apresentados, sob a forma de comunicacgao oral, no Congresso da Sociedade
Europeia de Oftalmologia Veterinaria (ESVO - European Society of Veterinary
Ophthalmology), que se realizou de dia 1 a dia 4 de Outubro de 2015, na Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL), Lisboa, Portugal. Este trabalho
ganhou o prémio de melhor comunicacdo oral no citado congresso e 0 respetivo abstract

sera publicado na versao on-line da revista Veterinary Ophthalmology.

Xiv



XV



XVi



CAPITULO | - Atividades desenvolvidas na area clinica

O estagio curricular foi realizado no Hospital Escolar da FMV-UL, entre o dia 15 de
Setembro de 2014 e o dia 15 de Marco de 2015, num total de 1204 horas de trabalho, sob a
orientacdo da Professora Doutora Esmeralda Delgado e a co-orientacdo da Professora
Doutora Solange Gil. Posteriormente, entre o dia 16 de Mar¢co de 2015 e o dia 30 de Abril do
mesmo ano, teve lugar a componente laboratorial da presente dissertacdo de mestrado.
Este espaco de tempo foi dedicado ao processamento e andlise, por qRT-PCR, de 24
bi6psias de conjuntiva canina que se recolheram durante o estagio curricular.

No ambito da clinica de animais de companhia, foi possibilitada a participacdo da autora em
consultas de referéncia, bem como de primeira e segunda opinido, sempre sob a orientacdo
de um médico veterinario experiente. As atividades desenvolvidas estavam distribuidas por
4 areas — medicina interna, cirurgia, imagiologia e internamento — e diziam respeito as
especialidades médicas disponibilizadas pelo Hospital Escolar da FMV-UL, de que sé&o
exemplo: cardiologia, cirurgia, clinica dos novos animais de companhia, comportamento
animal, dermatologia, doengas infeciosas/parasitarias, endocrinologia, estomatologia e
odontologia, gastroenterologia, hematologia, oftalmologia, oncologia, ortopedia, neurologia,
reproducdo e obstetricia. As consultas de oftalmologia foram as mais frequentadas, dado o
particular interesse da autora nesta area relevante da medicina veterinaria.

O servi¢co de medicina interna revelou ser bastante Gtil na consolidacdo e desenvolvimento
de capacidades respeitantes & comunicacdo com o proprietario do animal, a elaboracdo da
historia pregressa e a realizacdo do exame fisico completo. Também a identificagdo dos
diagnosticos diferenciais mais provaveis e a instituicdo do protocolo terapéutico mais
adequado foram aprimoradas, tendo-se procedido a discussdo das decisfes tomadas neste
ambito, com o médico veterinario responsavel pelo caso. De entre os varios procedimentos
praticados, a preparacdo e administracdo de vacinas e farmacos, a colheita de sangue e
urina para analises, a cateterizacdo venosa, a limpeza e desinfe¢éo de feridas seguida da
execucdo de pensos, bem como a colocagédo do microchip, foram, por ordem decrescente,
0S que apresentaram maior frequéncia em termos de realizagéo.

Por outro lado, na &rea da cirurgia a autora teve a oportunidade de desempenhar o papel de
circulante, anestesista, instrumentista e ajudante de cirurgido. Apos a rececao dos animais a
serem intervencionados, seguiu-se a respetiva cateterizagédo venosa e céalculo da medicacgéo
pré-cirdrgica e indutor anestésico a serem administrados. Procedeu-se ainda a entubagao
endotraqueal do paciente e a preparagdo do campo cirdrgico, tendo sido permitida a sua
participacdo em intervengdes cirargicas de menor relevancia e complexidade como suturas
de pele, destartarizacdes e orquiectomias em cées e gatos. No final, todos os animais foram
levados até ao internamento para monitorizagdo pos-cirurgica, preenchimento da respetiva

ficha de alta e prescricdo da medicacdo apropriada a cada um deles. As consultas de
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seguimento consistiram na desinfe¢cdo da sutura realizada, na renova¢édo do penso cirdrgico
a par da eventual remocéo de pontos e no ajustamento da medicagéo prescrita conforme a
evolugdo do estado de saude do paciente. Também se assistiu a realizacdo de endoscopias,
sobretudo rinoscopias e video-otoscopias, cuja monitorizacdo anestésica coube, grande
parte das vezes, a autora da presente dissertacdo de mestrado.

Uma vez no servico de imagiologia, foi facultada e aproveitada a oportunidade de participar
em cada uma das 3 areas em que ele se divide, nomeadamente na radiologia, na tomografia
computorizada (TC) e na ecografia. Neste contexto, as atividades realizadas consistiram no
posicionamento do animal, na sua monitorizacao anestésica e na interpretacdo das imagens
visualizadas mediante o0 exame complementar de diagndstico requerido. Outros
procedimentos, como a puncdo aspirativa por agulha fina e a colheita de urina por
cistocentese, também foram visualizados e o respetivo fundamento te6rico assimilado.
Finalmente, no servico de internamento do Hospital Escolar da FMV-UL, as funcdes
desempenhadas pela autora incluiram: a prestacdo de cuidados béasicos de higiene; o
passeio, alimentacdo e monitorizagdo dos pacientes; a limpeza e desinfecdo de feridas, a
par da colocagdo de pensos; a preparacdo e administracdo de farmacos; a colheita de
sangue, urina e outras amostras biolégicas para analise; a cateterizagdo venosa; a medi¢cédo
da pressao arterial e da glicémia dos animais hospitalizados; a algaliacdo; bem como a
realizagdo de fluido e fisioterapia. No inicio de cada turno os casos clinicos eram discutidos
com o médico veterinario responsavel por este servico. As mesmas atividades foram
praticadas na unidade de internamento destinada a individuos com doencas
infetocontagiosas.

A autora assistiu ainda a palestras relacionadas com produtos comercializados no ambito da
medicina veterinaria — vacinas, farmacos e desparasitantes — e com tematicas relevantes na
prética clinica, tais como o uso desregrado de antibitticos.

Tal como ja mencionado, de entre as diferentes areas associadas a medicina veterinaria, a
oftalmologia €, sem dlvida, a que mais interesse e curiosidade despertam por parte da
autora. Sempre que possivel, durante e apdés o periodo correspondente ao estagio
curricular, as consultas desta natureza — quase todas referenciadas - foram frequentadas
com o intuito de assimilar e consolidar conhecimentos no ambito da especialidade médica
em causa. O facto de serem marcadas com antecedéncia permitiu o estudo prévio de cada
caso clinico, o que contribuiu para uma maior compreensdo dos mesmos. Apreendida e
registada a historia pregressa, efetuou-se o exame oftalmico completo dos animais, que
sucinta e ordenadamente incluiu os procedimentos a seguir mencionados: avaliacdo dos
reflexos oculares, teste de Schirmer (TS), medicdo da presséo intra-ocular (PIlO),
biomicroscopia com |lampada de fenda e fundoscopia com oftalmoscépio indireto. Além
disso, a autora teve o privilégio de assistir e participar em diferentes exames

complementares de diagnéstico como gonioscopia, eletrorretinografia, paracentese da
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camara anterior do olho, ecografias e TCs oculares. Foram varias as cirurgias presenciadas
no contexto da oftalmologia veterinaria durante o estagio curricular, correspondendo as mais
frequentes a enucleacdo, exenteragdo, evisceragcado e colocacdo de préteses intraesclerais;
a resolucao de anomalias palpebrais como sdo o entropion e o ectropion; a realizacdo de
flaps conjuntivais e queratectomias para fins de resolugdo de sequestros de cornea; e a
resolucdo de cataratas através da técnica de facoemulsificacéo.

A autora teve ainda a oportunidade de assistir e auxiliar a avaliacdo oftalmolégica de
equinos, em que tanto a identificacdo de lesGes na cérnea como a de cataratas com
indicacg&o cirurgica prevaleceu.

Pelo facto das manifestacfes clinicas oculares resultarem frequentemente de doencas
dermatoldgicas, infetocontagiosas, metabdlicas, oncoldgicas e parasitarias — de que sdo
exemplo a dermatite atopica (DA), a hepatite infeciosa canina, a diabetes mellitus, o linfoma
e a febre da carraca, respetivamente —, procedeu-se, sempre que necessario, ao seu
despiste através da realizagdo dos exames complementares de diagnostico mais adequados
para cada caso.

Por fim, a convite da Professora Doutora Esmeralda Delgado, a autora péde assistir a todas
as aulas lecionadas no ambito da unidade curricular opcional intitulada “Repercussotes

oculares de doencas sistémicas”, que decorreu entre os dias 9 e 17 de Dezembro de 2014.



CAPITULO Il — Conjuntivite alérgica canina

1. Introducéo

A CAc manifesta-se nas palpebras, na conjuntiva e/ou na cérnea, sendo constituida por uma
sequéncia de eventos imunitarios formada por rea¢des de hipersensibilidade do tipo | (Day &
Crispin, 2008; Lourenco et al., 2011). A sua fisiopatologia inclui, por ordem, uma fase de
sensibilizacdo ao(s) alergénio(s), uma fase aguda e por vezes uma fase tardia, responsavel
pelo seu prolongamento no tempo (Day, 2008b). A mesma doenca caracteriza-se também
por uma producdo acrescida de imunoglobulinas do tipo E (IgE) e linfécitos T helper (Th) 2,
a par de uma maior reatividade mastocitaria (Day, 2008b).

Apesar do numero reduzido de estudos realizados no ambito da CAc e humana, acredita-se
que a percentagem de casos diagnosticados seja influenciada pela especialidade médica do
profissional responsavel pelos mesmos (Bonini, 2010; Lourenco et al., 2011).

O seu aparecimento deve-se a um conjunto dispar de ocorréncias, tais como o0 contato
direto com antigénios (Ag) veiculados aérea ou topicamente, a inalacdo ou ingestdo de
substancias alergénicas, a libertacdo de toxinas bacterianas e a existéncia concomitante de
outros sinais de atopia ou resposta do foro alérgico (Maggs, 2008b). Destas, a mais
relevante em termos de frequéncia corresponde a ultima citada, embora ainda nao se
conheca o valor exato da prevaléncia da CA na DAc (Maggs, 2008b).

Os principais sinais clinicos de CAc sao a hiperémia conjuntival, o prurido, a quemose, o
corrimento ocular, a epifora e a queratite (Lourengo et al., 2011), sendo que a presenca
simultanea dos 3 primeiros mencionados permite chegar ao diagnéstico quase definitivo da
doenca (Friedlaender, 2011). A existéncia concomitante de rinite justifica, no ambito da
oftalmologia humana, a sua designacdo enquanto rinoconjuntivite (Sanchez-Hernandez et
al., 2015).

De entre os varios métodos utilizados para diagnosticar CA em céaes, os frequentemente
utilizados na pratica clinica veterinaria correspondem a anamnese, a sintomatologia ocular e
sistémica e ao diagnostico terapéutico, atraveés do controlo da doenca responsavel pela sua
ocorréncia (Martin, 2010b). O tratamento pode ser farmacologico ou nao-farmacol6gico
(Sanchez-Hernandez et al., 2011), atendendo sempre a evolucdo da causa primaria, que

normalmente é a DAc (Maggs, 2008b).

2. Anatomofisiologia da conjuntiva

Histologicamente, a conjuntiva é formada por um epitélio estratificado e ndo queratinizado,
colunar ou escamoso consoante a regido considerada, constituido por células caliciformes
(Maggs, 2008b). Tem subjacente uma lamina prépria com duas camadas, uma superficial e
a outra profunda. A primeira apresenta glandulas e uma quantidade variavel de foliculos

linfaticos que integram um tecido especial cuja designacao abreviada é CALT (Conjunctival
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Associated Lymphoid Tissue) (Samuelson, 2013). Trata-se de tecido linféide associado a
conjuntiva e existe sobretudo junto as glandulas lacrimais, em particular a pertencente a
membrana nictitante. J& a camada profunda é fibrosa, contendo vasos sanguineos e nervos
(Samuelson, 2013).

Macroscopicamente, a conjuntiva consiste numa membrana mucosa cuja classificagao varia
de acordo com a localizagcdo considerada: caso revista a face interna das pélpebras
designa-se por conjuntiva palpebral; se revestir o globo ocular, mais precisamente desde a
episclera anterior até a regido do limbo esclerocorneano, denomina-se por conjuntiva bulbar;
revestindo a membrana nictitante, assume a designagao de conjuntiva nictitante (Gelatt,
2014e) (Figura 1). Fins descritivos justificam a classificacdo anterior, pois a conjuntiva ndo
se encontra fisicamente dividida: existe continuidade desde a epiderme das margens
palpebrais até ao epitélio da cérnea, passando pelo da conjuntiva palpebral, bulbar e do
limbo esclerocorneano, ordenadamente (Gelatt, 2014a). E a mais exposta de todas as
membranas mucosas do organismo (Gelatt, 2014e)!

Ha dois fundos de saco conjuntival — o superior e o inferior - gragas ao percurso anatomico
descrito pela conjuntiva (Figura 1). O primeiro resulta da inversao de sentido que permite a
transi¢cdo da conjuntiva palpebral superior para a bulbar. O segundo € consequéncia da sua
reflexdo sobre as superficies bulbar e palpebral da membrana nictitante (Gelatt, 2014e). Os
fundos de saco conjuntival correspondem portanto a juncdo da conjuntiva palpebral com a
bulbar e a sua exploracao é importante dada a acumulacdo frequente de corpos estranhos
no seu interior (Martin, 2010a).

Figura 1 - Classificagdo da conjuntiva mediante a localizagdo anatémica considerada
(adaptado de Maggs, 2008b).

Legenda: 1 - Conjuntiva palpebral; 2 - Fundo de saco conjuntival superior; 3 - Conjuntiva bulbar; 4 —
Fundo de saco conjuntival inferior; 5 Conjuntiva nictitante posterior; 6 — Conjuntiva nictitante anterior.



Dotada de mobilidade, a conjuntiva acompanha os movimentos do globo ocular, embora
com algumas limitagBes: a porcdo palpebral esta intimamente ligada a tarsal, pelo que é
destituida desta capacidade (Maggs, 2008b). Ja a porcao bulbar é praticamente livre,
apresentando maior fixagdo a cerca de 3 mm do limbo esclerocorneano, onde o tecido
conjuntivo € mais abundante no cdo do que noutras espécies, entre elas a humana
(Samuelson, 2013). Também o fundo de saco conjuntival superior tem a sua mobilidade
limitada, na medida em que esta associado a uma extensdo anterior da bainha do musculo
levantador da pélpebra superior e do musculo reto dorsal (Maggs, 2008b).

A conjuntiva dispbe de uma vascularizagéo arterial, venosa e limbica. As suas artérias tém
origem nao s6 nos vasos arteriais ciliares anteriores, mas também em ramos das artérias
palpebrais (superior e inferior) e malar (Murphy, Samuelson & Pollock, 2013). Muitas vezes
0s seus vasos confundem-se com os da esclera, embora difiram pois sdo moveis, finos,
tortuosos, muito ramificados e superficiais. Recobrem os esclerais que, pelo contrario, sdo
imoveis, de maior calibre, retos e profundos. Existe comunicagéo entre eles (Maggs, 2008Db).
A inervagdo da conjuntiva depende da acdo de ramos do nervo longo ciliar, zigoméatico-
facial, zigomatico-temporal, infra-troclear e frontal (Gelatt, 2014a).

Em termos de fungdo, a conjuntiva desempenha um papel significativo no bom
desenvolvimento e estabilidade do globo ocular: permite que as palpebras deslizem sobre a
sua superficie; contribui para a producéo lacrimal; facilita a cicatrizacdo da cornea; e ainda
protege fisica e fisiologicamente o olho através do tecido linféide que tem a si associado
(Samuelson, 2013). Estas fun¢des serdo abordadas em seguida.

Mencionou-se inicialmente que o epitélio conjuntival tem na sua constituicdo células
caliciformes. No caso do cdo, a sua concentracdo depende da regido anatomica
considerada: abundam a nivel do fundo de saco conjuntival inferior nasal e medial, bem

como na porgéo tarsal da conjuntiva palpebral inferior (Gelatt, 2014e) (Figura 2).

Figura 2 — Epitélio estratificado a pseudo-estratificado da conjuntiva palpebral canina, com
numerosas ceélulas caliciformes (setas) (ampliagdo original de 250x) (adaptado de Gelatt,
2014e).

Legenda: GC - Célula caliciforme.



O mesmo ndo se verifica na conjuntiva bulbar, onde sdo escassas, a semelhanca do que
acontece noutras espécies domésticas (Doughty, 2002; Grahn, Sisler & Storey, 2005;
Bourges-Abella et al., 2007).

Existe um filme ou pelicula lacrimal, que reveste e nutre tanto a cornea como a conjuntiva,
formado por 3 camadas (Samuelson, 2013). As diferencas entre elas residem na sua
origem, composicéo e fungdo: a camada lipidica, mais externa, € produzida pelas glandulas
de Meibomius, previsivelmente constituida por lipidos e impede a evaporagéo das lagrimas.
A camada aquosa resulta da atividade das glandulas lacrimais. Contém sobretudo agua e
sais minerais, determinando uma eficaz oxigenacdo do epitélio corneano (Samuelson,
2013). Finalmente, a camada mucosa é a mais interna das 3 e a sua existéncia depende
das células caliciformes. Sdo elas que produzem o seu principal constituinte: a mucina
(Murphy et al.,, 2013). Este componente confere adesdo das lagrimas a cornea e de
imunoglobulinas e lisozimas microbicidas a superficie ocular, protegendo-a (Gelatt, 2014a).
Concomitantemente a produgdo de mucina, gera-se um muco filiforme que tanto pode
desembocar no ducto nasolacrimal como no canto medial do olho. A nivel desta ultima
estrutura anatdmica mencionada, em ragas cujo fundo de saco conjuntival inferior & bem
dimensionado, forma-se uma massa gelatinosa acinzentada que se tende a acumular nessa
regido (Maggs, 2008b).

Para que haja cicatrizacao de areas desepitelizadas da cornea por intermédio da conjuntiva,
€ necessario que o epitélio da segunda adira ao da primeira, possibilitando a ocorréncia de
processos mitodticos, que num prazo de 24 a 48 horas as vao regenerar (Maggs, 2008b). Dai
que se recorra frequentemente a enxertos conjuntivais aquando de Ulceras e outras lesdes
que fragilizam a cérnea (Gelatt, 2014e).

A protecao fisica e fisiolégica conferida pela conjuntiva é garantida pelo CALT, presente na
camada superficial da lamina propria. Ele é divisivel em 2 plexos, um superficial e o outro
profundo (Samuelson, 2013). Tem nddulos ou foliculos linfaticos na sua constituicao,
embora seja maioritariamente do tipo difuso. Aos foliculos compete a rececao dos antigénios
circulantes, seguindo-se uma resposta imunitaria que visa a sua destruicdo (Samuelson,
2013). Por seu lado, a parte difusa caracteriza-se pela abundancia em linfocitos T
supressores CD8+ responsaveis pela apoptose das células infectadas (Knop & Knop, 2005).
Estes mecanismos desempenham um papel importante nos processos inflamatérios da
cérnea, ja que ela nao é vascularizada (Cook, Peiffer Jr & Landis, 2009).

A drenagem linfatica conjuntival estd direcionada para as comissuras das palpebras,
realizando um percurso anatémico que termina nos linfonodos parotideos ou nos ganglios
linfaticos submaxilares, caso consideremos a comissura palpebral lateral ou a medial,

respetivamente (Gelatt, 2014a).



3. Fisiopatologia

Existem 4 tipos de reagfes de hipersensibilidade — I, II, 1ll e IV - passiveis de ocorrer
aquando da interacdo entre certos Ags e o organismo. O facto de integrarem ndo so6
respostas imunitarias de carater protetor como também patolégico, contribui para que o
termo “mecanismos imunopatolégicos” seja uma forma mais simples de as designar (Day,
2008D).

Tanto a CA como a DA, cuja sintomatologia inclui muitas vezes a primeira doenca citada
(Maggs, 2008b), caracterizam-se pela producdo exagerada de IgEs, préprias das reacdes
de hipersensibilidade do tipo I, cuja ocorréncia visa a eliminacdo do Ag (Day, 2008b; Chigbu,
2009). O conjunto de eventos alérgicos respeitantes as duas entidades clinicas
mencionadas é desta natureza (Day, 2008b; Bonini, Sgrulletta, Coassin & Bonini, 2009) e
sera abordado em seguida no ambito da CA.

Relembrando o que anteriormente foi escrito, € necessaria uma fase de sensibilizacdo ao
alergénio (Figura 3), cuja extensdo no tempo varia. Inicialmente o Ag entra no organismo
através da conjuntiva, interage com uma célula apresentadora de Ag (APC) — por norma
dendritica -, é digerido no seu interior e disponibilizado na superficie externa da sua
membrana sob a forma de fragmentos peptidicos, associado ao respetivo complexo maior
de histocompatibilidade de classe Il (MHC II) (Day, 2008a). Os fragmentos mencionados
serdo recebidos por linfécitos ThO cujos recetores apresentam especificidade para o
alergénio em questdo (Bonini et al., 2009). O tipo de Ag e APC envolvidos neste processo, a
par da sua interagdo, determinam as caracteristicas da resposta imunitaria adquirida
subsequente, que neste caso é mediada por linfécitos Th2 resultantes da diferenciacao das
células ThO referidas (Day, 2008a). Através da producgédo de citocinas - entre elas a IL-4, a
IL-10 e a IL-13 -, os linfécitos Th2 inibem a ativacdo dos Thl e induzem a diferenciacéo dos
linfécitos B em plasmadcitos, bem como a sintese de IgEs alergénio-especificas realizada
pelos mesmaos (Bonini et al., 2009). Os anticorpos sintetizados desta forma ligam-se aos
recetores de elevada afinidade para IgE (FceRI) pertencentes aos mastécitos conjuntivais
locais, podendo aderir a superficie externa de outros mastdcitos — por vezes durante meses
- e também de basofilos presentes a nivel de diferentes regies anatémicas da conjuntiva e
da corrente sanguinea, respetivamente (Uchio, Ono, Izekawa & Ohno, 2000; Day, 2008b).
Grande parte dos mastdcitos residentes na conjuntiva encontra-se a nivel da sua lamina
prépria, concentrando-se no epitélio quando h& cronicidade associada (Bielory, 2000a;
Chigbu, 2009). Assim termina a fase de sensibilizacéo (Day, 2008b).

A repeticdo do contacto com o0 Ag em relacdo ao qual ocorreu a fase anterior desencadeia
uma resposta alérgica imediata, passados cerca de 20 minutos (min.) (Bacon et al., 2000;
Chigbu, 2009), que determina o inicio da fase aguda ou de ativacdo da CA (Bonini et al.,
2009) (Figura 3). Caracteriza-se pela desgranulacao, por reatividade cruzada e dependente

de um influxo de calcio intracelular, dos mastdcitos associados as IgE alergénio-especificas
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gque entretanto se ligaram aos epitopos (Day, 2008b; Sanchez-Hernandez et al., 2011). Os
granulos destas células do sistema imunitario contém potentes mediadores inflamatorios,
entre eles a histamina, proteases como a triptase e a quimase, hidrolases, leucotrienos e
fatores quimiotaticos de neutrofilos e eosindfilos (Bonini et al., 2009). A sua libertagédo induz,
ainda que indiretamente, a producdo de moléculas de adesdo, fatores de ativacdo
plaquetéria e prostaglandinas pelas células endoteliais (Leonardi, Motterle & Bortolotti, 2008;
Chigbu, 2009; Sanchez-Hernandez et al., 2011). Dos mediadores citados, a histamina € o
Unico capaz de desencadear grande parte da sintomatologia respeitante a CA, pelo que os
seus efeitos virdo a ser abordados na presente dissertacdo de mestrado, a propésito dos
sinais clinicos da doenca em causa.

Além disso, 0s mastdcitos intensificam a sintese de IgEs alergénio-especificas e as reacdes
inflamatérias em curso através da producdo de citocinas (Day, 2008b), o que resulta no
aumento do calibre e permeabilidade dos vasos sanguineos locais (Maggs, 2008b).
Consequentemente, proteinas plasmaticas e células inflamatérias — sobretudo eosindfilos,
relevantes neste contexto devido as proteinas citotdxicas sintetizadas (Takamura et al.,
2011) — passam para o espaco intersticial, reduzindo a pressdo osmotica e aumentando a
pressdo hidrostatica dos capilares, 0 que leva a extravasao de fluido e ao surgimento de
quemose (Day, 2008b; Maggs, 2008b). Também ocorre prurido e possivelmente

broncoconstrigéo ligeira (Day, 2008b).

Figura 3 — Esquema representativo da fase de sensibilizagdo e ativacdo das reacdes de
hipersensibilidade do tipo | (adaptado de Day, 2008b).
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Se por um lado as reac¢des imunitarias do tipo imediato, associadas a CA aguda, tém uma
duragdo méxima de 40 min. e consistem no conjunto de altera¢des vasculares previamente
abordadas (Bacon et al., 2000; Day, 2008b; Chigbu, 2009); as do tipo tardio, dose-
dependentes e respeitantes a CA cronica (Bonini et al., 1990), verificam-se até um maximo
de 24 horas apdés a exposicdo ao Ag, aquando do influxo de eosindfilos, linfocitos T,
macroéfagos e neutrdéfilos, responsavel pela infiltracdo da conjuntiva nestas células (Bonini et
al., 2009; Sanchez-Hernandez et al.,, 2011). Algumas moléculas de adesdo vascular
resultantes da atividade de citocinas produzidas pelos linfocitos Th2 - por exemplo a
molécula de adesao celular vascular do tipo 1 — e alguns fatores quimiotaticos de eosindfilos
— tais como eotaxinas e proteinas quimiotaticas de mondcitos - sdo responsaveis pelo
influxo celular mencionado (Bacon et al., 2000; Day, 2008b; Chigbu, 2009). A fase tardia
deste tipo de reacgdes de hipersensibilidade é decisiva para que a CA se perpetue no tempo,
0 que conduz a manifestagdo de sinais clinicos distintos dos da forma aguda da doenca,
como € o caso da queratite (Chigbu, 2009). O surgimento de fibrose gragas a proliferacéo e
ativacdo de fibroblastos resultante da atividade de citocinas ajuda a que se mantenha a

inflamacéao local (Bielory, 2000a).

3.1. Citocinas

As citocinas sdo proteinas sollveis de baixo peso molecular que se ligam a recetores
especificos, levando assim a ativacao de vias de sinalizacdo intracelular. Produzidos por
diferentes células, estes mediadores inflamatérios e imunitarios podem ter um efeito
autécrino, paréacrino ou enddcrino sobre o organismo (Day, 2008a).

O seu estudo é hoje possivel gracas a utilizacao de técnicas laboratoriais como a reacdo em
cadeia da polimerase via transcriptase reversa. Para isso, ha que quantificar a transcricéo
do mRNA contido em amostras de tecido celular ou culturas de leucdcitos, sendo que os
valores obtidos sdo diretamente proporcionais aos dos niveis de expressdo do mRNA do
gene respeitante a citocina analisada e portanto também as quantidades existentes da
mesma (Day, 2008a). Esta técnica foi utilizada no ambito da componente laboratorial da
presente dissertagdo de mestrado, relativamente a amostras de conjuntiva palpebral canina,
tendo-se quantificado os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10, cuja

caracterizacao sera realizada em seguida.

3.1.1. Interleucina-10
A descoberta da IL-10 remonta ao ano de 1989, tendo sido encontrada pela primeira vez em
linfécitos Th2 pertencentes a roedores da subfamilia Murinae (de Kosak et al., 2002). O tipo
de atividade exercida sobre os linfécitos Thl levou a sua classificacao inicial enquanto fator
inibidor da sintese de citocinas (Fiorentino, Bond & Mosmann, 1989). Trata-se de uma

proteina sollvel comum a outras espécies, tais como a canina e a humana, cuja acao
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complexa e variada associada a doencas inflamatérias e alérgicas a distingue (de Kosak et
al., 2002; Ghasemi et al., 2012). Dada a escassez de estudos realizados no ambito da sua
expressao no cdo, a descricdo que se segue contempla maioritariamente a acdo deste
mediador inflamatoério no organismo humanao.

A producao da citocina em causa é realizada por um conjunto dispar de células, importando
as que seguem, no contexto das doencgas inflamatérias oculares: macrofagos, que
equilibram os niveis de citocinas anti-inflamatérias — IL-4, IL-10, IL-13 e fator de
transformacé&o de crescimento-beta (TGF-B) - e pro-inflamatorias — interferdo-gama (IFN-y) e
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) (Cavaillon, 1994; McClellan, Huang, Barrett, van
Rooijen & Hazlett, 2003); fibroblastos conjuntivais, responsaveis pela presenca desta
proteina na lagrima aquando de doencas como a conjuntivite alérgica humana (CAh)
(Leonard, Curnow, Zhan & Calder, 2006); linfocitos Th2 (Paolieri et al, 1997; Sano, Osawa,
Sotozono & Kinoshita,1998; Day, 2008b); linfécitos B (Ghasemi et al., 2012) e neutrdéfilos
(Stumpf, Case, Shimeld, Easty & Hill, 2002). Das células mencionadas, os macréfagos e os
linfécitos Th2 sdo os seus principais produtores (Day, 2008b; Ghasemi et al., 2012).

Esta citocina enddégena desempenha um papel regulador no organismo cujas repercussoes
oculares variam mediante a origem e érgao-alvo. De uma forma geral, a sua fungéo consiste
em modular respostas do foro alérgico, inflamatério e imunitario conforme os niveis de
producdo que lhe estdo associados (Ghasemi et al.,, 2012). Caso escasseie, torna-se
provavel o surgimento de doencas inflamatérias ou imunitarias, ja que o seu contributo na
inibicdo da libertacéo de citocinas ndo se verifica. Pelo contrario, a sintese exagerada da IL-
10 pode ter efeitos imunossupressores, ocasionando o desenvolvimento de neoplasias
(Sabat, 2010). Assim, ela beneficia o organismo apenas quando produzida em quantidades
normais, que caso nao se verifiguem colocam em risco o bom funcionamento do sistema
imunitario (Mosser & Zhang, 2008). Em tecidos saudaveis de mamiferos € normal existir em
quantidades muito reduzidas (Li et al., 2012).

Segundo a maioria dos estudos realizados em animais no ambito da CA, a IL-10 atua de
forma anti-inflamatoria e antiangiogénica na sua presenga, considerando-se importante para
fins de regressdo desta doenca (Ghasemi et al., 2012). Nesse sentido, ndo sO regula a
sintese de citocinas pelos mastdcitos (Bundoc & Keane-Myers, 2007) como ainda inibe,
através de recetores dose-dependentes, a formagcdo de neovasos a nivel de diversas
estruturas oculares, entre elas a conjuntiva e a cornea (Ghasemi et al., 2012).

Aquando da manifestacdo de respostas imunitarias celulares, a IL-10 minimiza a apoptose
dos linfécitos T e favorece a sua diferenciacdo em Th2 através da inibicdo da libertacdo de
citocinas produzidas pelos do tipo Thl (de Waal, Yssel & de Vries, 1993; Groux, Bigler, de
Vries & Roncarolo, 1998). Outras, como a IL-1, a IL-6, a IL-8, o0 TNF-a e a IL-12 -
sintetizadas por macréfagos - surgem em menores quantidades pelo mesmo motivo (Kube
et al., 1995). Nestas circunstancias também a apoptose das células B é inibida, aumentando
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a sua multiplicacado, diferenciacdo e expressdo do MHC Il (Rousset et al., 1992). A IL-10
induz a morte apoptoética de alguns mastocitos e macréfagos em desenvolvimento, pensa-
se, como forma de controlar a intensidade da resposta imunitaria em vigor (Bailey, Kashyap,
Bouton, Murray & Ryan, 2006; Speiran et al., 2009). Conduz também a produc¢é&o de células
natural killer citotéxicas (Carson et al., 1995). A sua sintese € inibida pela IL-4 e pela prépria
IL-10 de forma autorreguladora (Benjamin, Knoblock & Dayton, 1992).

4. Epidemiologia

Existem poucos estudos sobre a CAc e a CAh. Como consequéncia, é pouco abundante a
bibliografia existente a esse respeito (Lourenco et al., 2011).

Dados de 2005 indicam que a manifestacdo de sinais clinicos oculares foi a segunda maior
causa pela qual se recorreu a centros médicos espanhdis especializados em alergologia
durante esse ano (Caballero-Martinez, 2006). No entanto estes pacientes ndo foram
examinados por um oftalmologista. A especialidade clinica do profissional que examina e
posteriormente acompanha estes pacientes alérgicos parece justificar, em parte, a falta de
informac&o relacionada com a doenca.

Em 2010, no ambito da oftalmologia humana, o médico Sergio Bonini e a sua equipa
realizaram um estudo inédito cujos resultados também levam a crer que assim seja. 2206
individuos alérgicos foram submetidos a consultas médicas de alergologia, dermatologia,
oftalmologia e pneumologia. Quantificados os diagndsticos de CA decorrentes de cada uma
delas, verificou-se a existéncia de uma discrepéncia percentual significativa conforme a
especialidade médica considerada. Sem que tivesse havido alteracdo dos individuos
examinados, foram estes os resultados obtidos no que refere ao diagnéstico de CA: 45%
(alergologia), 10% (dermatologia), 90% (oftalmologia) e 35% (pneumologia) (Bonini, 2010).
Estando a atencdo do médico oftalmologista naturalmente direcionada para os olhos,
compreende-se que a maior percentagem de diagnésticos de CA pertenca a sua area
clinica.

Ainda em 2010, nos Estados Unidos da América (E.U.A.), foi desenvolvido um estudo
referente ao intervalo temporal compreendido entre 1988 e 1994 (Singh, Axelrod & Bielory).
Os métodos utilizados pretendiam determinar a prevaléncia da sintomatologia ocular e nasal
alérgica numa amostra formada por 20.010 individuos. A partir dai, e apdés comparacdo dos
valores obtidos com os resultantes de testes cutdneos por picada (TCP), passar-se-ia a
conhecer a prevaléncia desses sinais clinicos. Concluiu-se que 40% dos habitantes havia
padecido de CA durante os 6 anos de realizagcdo do estudo e 6% tinham manifestado
apenas sintomatologia ocular. O menor dos valores percentuais apresentados corresponde
maioritariamente a individuos com idade superior a 50 anos (Singh et al., 2010).

Dados recolhidos entre 2006 e 2013 permitiram a obtencdo de percentagens relativas a

coexisténcia de CAh com doencas do foro alérgico (Bonini, 2006; Gradman & Wolthers,
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2006; Palmares, Delgado, Cidade, Quadrado & Filipe, 2010; de Bruin Weller, Rockmann,
Knulst & Bruijnzeel-Koomen, 2013).

Concluiu-se que 97% das criancas (Gradman & Wolthers, 2006) e 66% dos adultos (Bonini,
2006) também padecia de rinite, 56% (Gradman & Wolthers, 2006) e 16% (Palmares et al.,
2010) de asma, 33% (Gradman & Wolthers, 2006) e 25%-42% (de Bruin Weller et al., 2013)
de DA, respetivamente.

Titulos de artigos cientificos como “Allergic conjunctivitis: the forgotten disease” (Bonini,
2006) e “Prevalence of allergic conjunctivitis: a missed opportunity” (Riedi & Rosario, 2010)
denunciam o quanto havia e ha ainda por desvendar no que respeita a CAh.

Também em medicina veterinaria a especialidade clinica do médico é apontada como sendo
um fator determinante quanto ao diagnéstico da doenca em causa. Esta afirmacdo é
corroborada por um estudo recente que teve lugar no Hospital Escolar da FMV-UL
(Lourenco et al., 2011): 60 caes atépicos foram examinados pelo servigco de dermatologia e
oftalmologia pertencentes a instituicdo citada, o que resultou em 10 e 36 diagnosticos de
CA, respetivamente. A proposito da condigéo clinica destes pacientes, faz sentido referir a
recorrente concomitancia do diagnéstico de DAc com o de CAc (Wittich, 1941).

O valor estimado para a quantidade de animais e humanos atépicos € 10% (Hillier & Griffin,
2001), reconhecendo-se uma tendéncia para o seu aumento nas Ultimas décadas (Lourengo
et al., 2011). No entanto, esta ainda por determinar o valor exato da prevaléncia da CA na
DAc. Foram poucos os estudos realizados neste sentido, remontando os 3 primeiros ao
inicio dos anos 80: 30% (Willemse & van den Brom, 1983) e 50% (Scott, 1981; Willemse,
1984) sdo os resultados obtidos pelos dermatologistas responsaveis pela sua execucao,
para a varidvel em causa. Mais tarde, em 2001, a American College of Veterinary
Dermatology Task Force on Canine Atopic Dermatitis afirmava que os sinais ndo cutaneos
implicados no quadro clinico da DA surgiam com uma frequéncia baixa ou pelo menos
variavel, acreditando-se na existéncia de um nuamero consideravel de diagndsticos de CA
por reconhecer, tal como chegou a ser publicado (Griffin & DeBoer).

Em 2010 foi realizado um outro estudo com uma amostra de 843 cées atbpicos, cuja
sintomatologia ocular investigada se resumia a de conjuntivite sazonal, desprezando-se a do
tipo perene, muito embora seja comum a sua manifestacdo em cées europeus. 21% dos
pacientes exibiam sinais de conjuntivite do primeiro tipo mencionado (Favrot, Steffan,
Seewald & Picco).

Recordando o que anteriormente foi escrito, existe um numero relevante de diagnésticos de
CA associados a DA, que ndo chega a ter lugar em animais que padecem desta doenca. A
especialidade clinica do médico € decisiva para esta situagdo, mas outros motivos podem
estar na sua origem (Lourenco et al., 2011). Por um lado, é possivel que lesbGes graves em
outros 6rgaos — neste contexto quase inevitavelmente a pele — facam com que a atencédo

despendida aos olhos seja insuficiente para obter um diagndstico correto. Além disso, nem

13



sempre é facil interpretar certos sinais clinicos como o prurido ocular, dado o facto do
doente atdpico cocgar concomitantemente outras estruturas faciais de que sdo exemplo as
orelhas, o focinho e a regido perilabial. Também o tratamento a que estes animais séo
submetidos dissimula a sintomatologia alérgica da doenca que, como é ja sabido, pode
passar pela ocorréncia de conjuntivite. Os anti-inflamatoérios sistémicos tém este efeito
(Lourenco et al., 2011).

O Lulu da Pomeréania (Figura 4) e qualquer variedade de Poodle sdo exemplos de racas
com predisposicdo para o surgimento de conjuntivite associada a DAc (Maggs, 2008b),
embora ndo apresentem um maior risco relativo de atopia (Griffin & DeBoer, 2001;
Lourenco, 2010). Qualquer raca pode ser afetada, sendo que a DA nao é requisito
obrigatério a manifestacdo da doenca em estudo, havendo outras causas que lhe estdo
subjacentes (Maggs, 2008b) e que serdo posteriormente abordadas nesta dissertacdo de

mestrado.

Figura 4 — Exemplar de Lulu da Pomerania, raca com predisposi¢cao para o surgimento de
conjuntivite associada a DAc (adaptado de cdn.dogdogs.net/2011/04/lulu-pomerania02.jpg)

5. Etiologia

Enquanto 6rgdo peculiar que é, o olho possui caracteristicas anatdOmicas e histolégicas
especiais que nem sempre abonam a seu favor. A inexisténcia de uma barreira mecanica
que o proteja dos multiplos agentes que séo veiculados pelo ar é uma delas. Desta forma,
consiste numa estrutura anatomica cuja suscetibilidade ao desenvolvimento de reacgfes
alérgicas assume grande relevancia (Bielory, 2011).

Como ja foi referido, a conjuntiva € a mais exposta de todas as membranas mucosas do
organismo e protege tanto fisica como fisiologicamente o globo ocular, através do tecido
linféide que tem na sua constituicdo (Samuelson, 2013). Trata-se por isso de uma estrutura
imunologicamente ativa onde a probabilidade de ocorréncia de fendémenos de
hipersensibilidade é elevada, gracas ao contacto regular com Ags, neste caso denominados
alergénios (Bielory, 2011). O conceito de CA tem por base essa mesma caracteristica,

definindo-se a doenca em causa como um conjunto de reacdes do tipo citado, cuja
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sintomatologia se manifesta nas palpebras, na conjuntiva e/ou na cérnea (Lourenco et al.,
2011).

Apenas identificando a causa se consegue acompanhar e resolver um caso clinico, ou pelo
menos fazé-lo da melhor forma. Embora esta condicdo se aplique aos pacientes de
conjuntivite, nem sempre é simples reconhecer a etiologia da doenca. De qualquer forma, a
importancia mantém-se (Maggs, 2008b).

Sao vérias as circunstancias que podem desencadear CA. O contacto direto com Ags
veiculados aérea ou topicamente e a inalacdo ou ingestdo de substancias alergénicas sao
duas delas. E possivel que a doenca em causa surja concomitantemente com outros sinais
de atopia ou resposta alérgica (Maggs, 2008b). Finalmente, também as toxinas libertadas
por certas bactérias tém repercussdes semelhantes no olho (Maggs, 2008b). Segue-se uma

breve abordagem de cada um deles.

5.1. Alergénios veiculados aéreamente
De entre os varios alergénios capazes de desencadear este tipo de conjuntivite, o pdlen, os
fungos e os acaros domésticos sdo os mais frequentes (Gelatt, 2014a). Consoante a sua
concentracdo no ambiente em que o animal esta inserido, assim serd o grau de exposicéo
aos mesmos e a probabilidade de manifestacdo de doencas oculares. A existéncia de uma
proporcionalidade direta entre a pratica da vacinacdo e a producdo de IgEs dirigidas a
alimentos e poélenes € uma possibilidade admitida para a espécie canina, embora a sua

aplicacdo em doencas como a DA esteja ainda por desvendar (Day, 2008c).

5.2. Inalacdo e ingestdo de alergénios

Nos humanos estd j4 estabelecida uma associacdo entre a inalacdo de poluentes
ambientais durante a infancia e o desenvolvimento de doengas alérgicas na vida adulta.
Novamente, e apesar de ser cada vez menos rara a partilha dos mesmos espacos pelo
Homem e pelo cdo, desconhece-se a adequacado desta realidade a Ultima espécie citada.
AlteracBes da permeabilidade da mucosa e da imunorregulacéo justificam as consequéncias
da exposicdo a esses poluentes, de que sdo exemplo os gases de escape de certos
motores (Day, 2008c).

Do mesmo modo que a inalagdo de alergénios ndo é uma causa comum de CAc, também a
alergia alimentar € pouco frequente enquanto agente ocasionador da doenca. Os Ags
alimentares que desencadeiam este tipo de rea¢fes ainda néo foram identificados, variando
conforme a formulagdo da dieta de cada animal, que por sua vez difere consoante a
localizacdo geogréfica considerada (Day & Shaw, 2008). A sua manifestagdo é
essencialmente gastrointestinal, implicando por vezes sintomatologia cuténea, de que €
exemplo a blefarite alérgica e a dermatite periocular (Gelatt, 2014a). Os mecanismos

imunopatolégicos associados foram pouco estudados até a data, sabendo-se no entanto
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gque envolvem reacdes de hipersensibilidade do tipo | e provavelmente também do tipo Il e
IV. Podem ser desencadeados por mais de uma proteina pertencente a dieta (Day & Shaw,
2008).

5.3. Alergénios veiculados topicamente
Existem farmacos cujo efeito sobre o globo ocular é mal interpretado, razdo pela qual se
acredita que causem alergia. Tanto os que atuam a nivel do sistema nervoso autbnomo —
por provocarem hiperémia e vasodilatagdo ocular — como aqueles que s&do naturalmente
irritantes para o olho — por exemplo a pilocarpina devido ao seu potencial de hidrogénio
ionico (pH) reduzido (Ramsey, 2011) - suscitam este tipo de confusdo (Gelatt, 2014a).
Assim, a sua classificacdo enquanto agente alergénico pressupde o inicio de uma crescente
irritacdo ocular logo apds a aplicacdo topica sobre o olho (Gelatt, 2014a). E o que acontece
em relacdo a neomicina, ao timerosal e ao cloreto de benzalconio (CB) (Gelatt, 2014a), cuja

breve descri¢éo sera apresentada em seguida.

5.3.1. Neomicina
A neomicina integra a classe dos aminoglicosideos, pelo que tem efeitos bactericidas
através da inibicdo da sintese proteica realizada por parte dos microrganismos que lhe sé&o
sensiveis (Ramsey, 2011). As bactérias Gram-negativas (Gram-) fazem parte desse grupo,
razdo pela qual é eficaz aquando de infegbes causadas por Pseudomonas spp. (Gelatt,
2014d). No entanto, tem-se revelado igualmente util na presenca de alguns Gram-positivos
(Gram+), de que sdo exemplo o Staphylococcus intermedius (Gelatt, 2014d) e o Enteroccus
spp. (Ramsey, 2011). O mesmo nao se verifica quando o agente infecioso é o Streptococcus
pyogenes ou uma bactéria do tipo anaerdbio estrito (Ramsey, 2011; Gelatt, 2014d).
Administra-se sob a forma de um colirio sempre que existem Ulceras superficiais da cérnea
ou infecbes superficiais ndo especificadas. Na presenca de um epitélio corneano sem
lesdes, e portanto integro, o seu efeito antimicrobiano ndo se verifica. Normalmente esté
incluida em produtos farmacéuticos constituidos por 3 antibiéticos diferentes, estando-lhe
associado um valor percentual que pode variar entre 0,25 e 0,5 (Gelatt, 2014d). Em Portugal
a neomicina é parte integrante de farmacos com unicamente 2 antibiéticos, ndo estando

disponivel a combinacdao tripla citada.

5.3.2. Timerosal
Por seu lado, o timerosal, também designado tiomersal, consiste num composto
organomercurial cujas reagdes alérgicas originadas se devem a formacéo de proteinatos de
mercurio com proteinas bacterianas (Epstein, Ahdoot, Marcus & Asbell, 2009). Na transicao
dos anos 80 para os 90 foram realizados estudos, tanto em animais como em humanos,

com o intuito de conhecer as repercussfes oculares deste agente conservante. Assim, em
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1991 (Baines, Cai & Backman) e 1998 (Becquet et al.), em coelhos e ratos, respetivamente,
foi possivel constatar a ocorréncia de uma resposta inflamatoria significativa como resultado
da administracao tépica deste composto.

Anteriormente, em 1988, tinha j& sido feito em humanos um outro estudo que apontava para
a manifestacdo de sintomatologia ocular alérgica devido a utilizagdo de uma solucdo para
lentes de contacto cuja composicao incluia timerosal (Tosti & Tosti). Suspeita-se atualmente
que a sua aplicacdo no ambito da oftalmologia prejudique o desenvolvimento das células
estaminais presentes no limbo esclerocorneano (Nguyen, Srinivasan, Hiscott & Kaye, 2007).
Surge em concentragfes que variam entre 0,001 e 0,004% (Hong & Bielory, 2009).

5.3.3. Cloreto de benzalcénio
Finalmente, o CB, composto de aménio quaternario com propriedades tensioativas, também
provoca irritagdo ocular. O seu efeito bactericida consiste na destruicdo da parede e
membrana celulares de microrganismos Gram+ (Hong & Bielory, 2009). Nao s6 integra a
constituicdo de farmacos oculares topicos - variando entre 0,004% e 0,02% em termos de
concentragdo -, como também a de outros produtos de que sdo exemplo detergentes,
desinfetantes, sabonetes e espermicidas (Hong & Bielory, 2009). As suas repercussdes
oculares interessam tanto a medicina veterinaria como a medicina humana, razédo pela qual
existem estudos a este propdsito em ambas as areas. Recorrendo a ratos para fins
experimentais, sabe-se hoje que o CB é tdéxico para a conjuntiva e cornea ja que altera a
componente lipidica da lagrima, provavelmente através da sua agdo enquanto detergente
(Becquet et al.,, 1998). No que respeita ao ser humano, 2003 foi um ano de importantes
descobertas associadas ao mesmo composto: concluiu-se que é capaz de impedir a
proliferagcdo e matar as células do cristalino mediante a dose utilizada (Goto, Ibaraki &
Miyake); que a sua administracdo a longo prazo - enquanto constituinte de outros farmacos
tépicos - em pacientes com doencas oculares cronicas, como o glaucoma, é prejudicial e
responsavel, no caso do exemplo anteriormente citado, pela morte de células pertencentes
a rede trabecular do olho (Hamard et al.); e que da sua utilizacdo resultam alteracdes do
filme lacrimal, bastando para isso uma Unica administragdo do mesmo (Ishibashi, Yokoi &
Kinoshita). Em 2008 um outro estudo viria a reforgar a hipétese de que individuos com
doencas cronicas, por exemplo a DA, apresentam maior suscetibilidade ao CB e produtos

conservantes idénticos (Dastychova, Necas & Vasku).

5.4. Atopia e resposta alérgica
Referiu-se anteriormente que a CAc esta associada a outros sinais de atopia ou resposta
alérgica (Maggs, 2008b). Assim, importa mencionar que a DAc consiste numa doenca
hereditaria e depende de uma maior suscetibilidade de sensibilizacdo aos alergénios

ambientais e cuja via de acesso ao organismo é sobretudo a epicutanea, mais do que a
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inalatéria (Day & Shaw, 2008). Esta particularidade, aliada ao facto da barreira cutéanea estar
alterada em animais atopicos, exacerba os sinais clinicos da doenca (Marsella, Samuelson
& Doerr, 2010).

A sua patogénese - quer no Homem, quer no céo - inclui duas fases, uma aguda e a outra
tardia (Day & Shaw, 2008). A primeira delas tem uma duragédo aproximada de 15 a 20 min.,
enquanto a ultima, abundante em eosindfilos (Figura 5) e posteriormente linfécitos, varia

entre 6 e 12 horas desde o inicio da exposi¢do ao agente causal.

Figura 5 — Vasos sanguineos (setas) contendo nhumerosos eosinofilos numa bidpsia de pele

de céo com hipersensibilidade cutanea do tipo | (adaptado de Day, 2008b).

Sabe-se que esta envolvida uma reacdo de hipersensibilidade do tipo | (Figura 3) em que a
guantidade de IgE produzida é exagerada.

De entre os alergénios ambientais capazes de ocasionar a dermatite em causa, 0s acaros
domésticos sdo os que maior relevancia assumem na Europa (Hill & DeBoer, 2001), sendo
tanto mais exacerbada a sintomatologia quanto maior for a exposicdo aos mesmos. Neste
contexto, tanto em humanos como em cées atdpicos, o quadro clinico associado deve-se
sobretudo a acdo de proteinas fecais ou do trato digestivo dos insetos citados,
respetivamente (Day & Shaw, 2008).

A genética e a idade sédo parametros que condicionam o surgimento da DAc: West Highland
White Terrier e Labrador sdo ragas predispostas, embora ainda ndo tenham sido
identificados 0s genes responsaveis por esta situagéo, ao contrario do que acontece no ser
humano (Day & Shaw, 2008). 78% dos cédes que manifestam a doenca pela primeira vez
tém menos de 3 anos, pelo que neste caso ser jovem nao é uma vantagem (Favrot et al.,
2010). A existéncia de predisposicao sexual € uma hipétese por confirmar: h4 autores que
atribuem uma maior prevaléncia da doenga aos machos, outros as fémeas e ainda quem
duvide que o sexo do paciente possa influenciar o surgimento da DAc (Griffin & DeBoer,
2001, Favrot et al., 2010).

A gravidade das lesGes pode ser avaliada com o CADESI-4, que é a versao mais recente

das ja utilizadas até a data. As lesdes localizam-se normalmente no focinho, onde afetam
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também a regido periocular, e membros, embora seja possivel a sua distribuicdo
generalizada na superficie corporal do paciente (Figura 6). Devem-se ao autotraumatismo

resultante do prurido (Day & Shaw, 2008).

Figura 6 — Esquema representativo do padréo lesional tipico da DAc (fotografia gentilmente

cedida pela Doutora Ana Mafalda Lourenco).

Também a vacinacdo pode originar reacbes de hipersensibilidade do tipo I, sendo
caracterizada por um aumento da producdo de IgE e 1gG. Esta capacidade resulta da
existéncia de proteinas bovinas nas vacinas administradas, que se pensa predisporem ao
desenvolvimento de DAc e hipersensibilidade alimentar (Day, 2008d). Nem sempre ha
oportunidade para que a fase de sensibilizacdo aos alergénios vacinais ocorra, colocando-
se a hipétese desta preparacdo para exposicdes futuras ser feita por transferéncia materna
(Day, 2008d).

5.5. Toxinas bacterianas
Finalmente, também as toxinas libertadas por certas bactérias tém repercussdes alérgicas
no olho (Maggs, 2008b). Um exemplo das mesmas € o Staphylococcus aureus, que se

encontra nos fundos de saco conjuntivais e/ou nas glandulas de Meibomius (Maggs, 2008b).

No ambito da alergologia humana, a “teoria da higiene” surge como uma possivel explicagao
para 0 numero crescente de pacientes alérgicos desde os anos 60, no mundo ocidental
(Day, 2008c). Segundo esta teoria, a quantidade e qualidade das acdes praticadas que
visam uma menor exposicdo aos agentes infeciosos, € responsavel pelo aumento da
prevaléncia das doencas alérgicas e imunomediadas. Tanto o cumprimento atempado do
plano de vacinacdo como a aquisicdo conscienciosa de habitos de higiene regulares
ilustram o que anteriormente foi escrito (Day, 2008c).

Sao varios os estudos que confirmam esta teoria, levando a crer que o ambiente € um fator
determinante no que respeita a ocorréncia de fenomenos de hipersensibilidade (Bizikova et

al., 2015). Assim, em 2001 foi demonstrada a existéncia de uma correlacdo negativa entre o
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desenvolvimento de doencas alérgicas em criancas e 0 respetivo grau de exposicdo a
endotoxinas ambientais (Gehring et al.), sendo que tanto a vida rural como a pecuéria
parecem assumir um papel protetor relevante relativamente a manifestacdo do grupo de
doencas citado, em que se enquadra a DAh (Kipeldinen, Terho, Helenius & Koskenvuo,
2002; Dimich-Ward, Chow, Chung & Trask, 2006; Tse & Horner, 2008). Sabe-se, no entanto,
que este efeito benéfico nem sempre se verifica, tal como acontece no caso da asma
(Bertelsen et al., 2010). O tipo de resposta imunitéria desencadeado pelo contacto com as
endotoxinas presentes no ambiente depende da dose, caracterizando-se pela abundancia
em linfocitos Thl sempre que os seus niveis sdo elevados e Th2 quando reduzidos
(Eisenbarth et al., 2002).

6. Sinais clinicos

A CAc pode ser classificada em conjuntivite aguda ou cronica, de acordo com a sua duracao
no tempo. A sintomatologia que acompanha cada uma delas difere, muito embora a
conjuntiva responda limitadamente a estimulos que perturbam o seu normal funcionamento
(Gelatt, 2014a). Sendo assim, denomina-se CA aguda aquela cuja duracéo varia entre horas
a dias (Carmichael, 2010). Como consequéncia, manifestam-se dois tipos de resposta
gquase indissociaveis: o vascular e o celular. No primeiro caso o fluxo sanguineo e o calibre
dos vasos altera-se; no segundo verifica-se a passagem de células inflamatérias para o
espaco extravascular (Carmichael, 2010). Caso persista por semanas ou até mesmo meses,
a CA diz-se crénica e implica a exposicao prolongada da conjuntiva ao alergénio que a
desencadeou (Carmichael, 2010).

A resposta inflamatodria resultante de lesGes a nivel do olho afeta frequentemente regies
oculares que nao a originalmente prejudicada. Esta situacao ocorre gragas a acao que 0S
mediadores quimicos e os fatores de crescimento associados a resposta citada partilham
com todo o globo ocular, dificultando a sua recuperacao (Carmichael, 2010).

Os sinais clinicos caracteristicos da CAc sao corrimento ocular, epifora, hiperémia
conjuntival, prurido, quemose e queratite concomitante (Lourencgo et al., 2011). Blefarite e
infecdo bacteriana secundaria podem também constar da sintomatologia desta doenca (Day
& Crispin, 2008). Caso se trate de um processo crénico, é possivel que haja hiperplasia dos
foliculos linfaticos conjuntivais (Lourenco et al., 2011). A sua expressao depende de fatores
ambientais, dos microrganismos presentes a nivel ocular, da resposta imunitaria do paciente
e também de condicionantes genéticas (Irkec & Bozkurt, 2012). Segue-se uma breve
descrigdo de cada um dos sinais clinicos mencionados.

O corrimento ocular consiste num exsudado que pode ser do tipo seroso, mucoso, purulento
ou apresentar caracteristicas que justifiquem uma designacéo que relne mais do que um
destes termos (Peterson-Jones & Stanley, 2009). Animais cuja gravidade da doenca seja

muito reduzida podem ndo manifestar este sinal clinico. Comummente, na fase aguda da
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CA, é do primeiro tipo citado: o seroso. A sua presenca deve-se a migracdo de fluido do
espaco intravascular para o extravascular (Carmichael, 2010). Da sua constituicdo fazem
parte soro, células sanguineas e proteinas plasmaticas - entre as quais fibrinogénio e
imunoglobulinas (Peterson-Jones & Stanley, 2009) -, pelo que é possivel a eliminacdo de
agentes nocivos ao globo ocular através da exsudagdo (Carmichael, 2010). Finda a
passagem de fluido para fora dos vasos sanguineos, as células endoteliais retraem-se,
recuperando parcialmente o grau de adesao que existia entre elas (Carmichael, 2010).
Casos mais graves de CA estdo normalmente associados a existéncia de corrimento ocular
mucoso resultante da hipersecrecdo das glandulas lacrimais. A sua atividade exagerada
deve-se a estimulacdo de que séo alvo por parte dos alergénios (Martin, 2010b).
Eventualmente, a coloracdo do corrimento pode sofrer alteracdes, assumindo uma
tonalidade acinzentada, amarelada, esverdeada ou mesmo avermelhada (Maggs, 2008b).
Havendo acumulacdo de detritos ou células inflamatérias, a cor adquirida corresponde a
uma das duas primeiras. Por seu lado, um tom amarelado/esverdeado surge sempre que
existe infecdo bacteriana concomitante, tratando-se neste caso de um corrimento ocular

mucopurulento ou simplesmente purulento, aquele que presenciamos (Figura 7).

Figura 7 — Cao com corrimento ocular purulento exuberante do olho direito (fotografia
gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado).

No contexto da CAc, lesBes oculares resultantes muito provavelmente do autotraumatismo
decorrente do prurido sentido, causam a presenca de corrimento avermelhado (Maggs,
2008b). E possivel que haja adesio das margens palpebrais sempre que o sinal clinico em
causa se manifesta com maior gravidade (Maggs, 2008b).

A definicAo de epifora compreende uma producdo lacrimal normal concomitante a
alteracOes da sua drenagem (Figura 8). Costuma estar associada a outros sinais, como sao
a producdo excessiva de corrimento mucoso, a hiperémia e a hiperplasia folicular, todos

eles caracteristicos da CA (Maggs, 2008b).
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Figura 8 — Cao braquicefalico com epifora do olho direito (fotografia gentilmente cedida pela

Doutora Esmeralda Delgado).

Por seu lado, a hiperémia conjuntival é o resultado de um conjunto de alterac6es nos vasos
sanguineos adjacentes a parte afetada do globo ocular (Carmichael, 2010) (Figura 9). Essas
mesmas alteracdes integram a resposta do tipo vascular que é consequéncia da inflamacao
aguda da conjuntiva e dos mediadores inflamatérios que nela atuam (Maggs, 2008b).
Inicialmente ocorre vasodilatacdo gracas a acédo da histamina sobre os recetores H1 e H2
das termina¢Bes nervosas das células endoteliais vasculares (Mortemousque et al., 2006).
O aporte sanguineo dos vasos aumenta, seguindo-se uma reducdo na velocidade de
circulacdo do sangue contido no seu interior (Carmichael, 2010). Este sinal clinico pode-se
manifestar em toda a conjuntiva ou entdo limitar-se a palpebral, como normalmente
acontece. E do tipo difuso e expressa-se bilateralmente com maior intensidade junto ao
férnix (Martin, 2010b).

Tanto a hiperémia conjuntival como a episcleral sdo sinais precoces de CA, pelo que é
conveniente a sua distincdo através das caracteristicas dos vasos de ambas as estruturas
oculares citadas (Martin, 2010b). Esta necessidade tem a ver com o facto da hiperémia
episcleral implicar quase inevitavelmente a existéncia de doencas graves, capazes de cegar

0 paciente, como sao o glaucoma e a uveite (Maggs, 2008b).

Figura 9 — Céo com hiperémia marcada da conjuntiva palpebral do olho direito (fotografia

gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado).
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Outro sinal clinico da CAc € o prurido ocular, responsavel pelo esfregar dos olhos —
normalmente com recurso as patas — que visa o alivio dessa sensacdo (Maggs, 2008b).
Eritema, escoriacdes e alopécia periocular sdo algumas das lesbes que podem resultar
desse comportamento (Gelatt, 2014a). Deve-se a a¢do da histamina sobre os recetores H1
das terminacbes nervosas (Mortemousque et al., 2006; Morales, Duran, Delgado &
Hernandez, 2008). E possivel que haja blefarospasmo e semicerrar de olhos associados
(Lourenco et al., 2011). Enquanto parte da sintomatologia, a sua importancia é de tal ordem
que, ndo existindo, a conjuntivite € de outro foro que néo o alérgico (Bielory & Friedlaender,
2008). Além disso, um estudo recente provou existir uma proporcionalidade direta entre o
prurido ocular e o score obtido através da avaliacao clinica dos sinais de CA (Lourenco et
al., 2011).

Também a quemose integra a sintomatologia da doenca em causa (Figura 10). Desenvolve-
se rapidamente em ambos os olhos gracas ao efeito combinado da reacdo ao alergénio —
em que intervém a histamina e a IgE - com a disposi¢cdo anatomica do estroma conjuntival
(Gelatt, 2014a).

Figura 10 — Cdo com quemose (edema da conjuntiva) da conjuntiva palpebral do olho

direito (fotografia gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado).

A intensidade com gue este sinal se manifesta é variavel, sendo que nos casos mais graves
pode provocar lagoftalmia (Maggs, 2008b), tal € a quantidade de liquido acumulada gracas
ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos (Martin, 2010b). As alergias
alimentares, a administragéo topica ocular de farmacos e as picadas de insetos sédo causas
de quemose (Gelatt, 2014a).

N&o é frequente a existéncia de queratite aquando de CAc, tal como comprova um estudo
recente cuja amostra abrangeu 60 cdes atopicos (Lourenco et al., 2011). Apenas 6 foram
afetados desta forma: 1 deles apresentava distrofia da cérnea e 5 neovascularizacdo da
mesma estrutura ocular. Do grupo formado por estes ultimos animais, 2 tinham queratite

ulcerativa (Lourenco et al., 2011). Quando na presenca de alteracbes corneanas como a
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existéncia de neovasos, pigmentacao, infiltracdo celular e deposicéo lipidica ou calcica,

consideramos que haja queratite concomitante (Delgado, 2014) (Figura 11).

Figura 11 — C&o com queratite pigmentar e corrimento purulento exuberante do olho

esquerdo (fotografia gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado).

A blefarite alérgica pode ser consequéncia da administracdo sistémica ou tépica ocular de
farmacos, ou integrar o quadro clinico da DAc. No primeiro caso, ha dermatite facial
associada, enquanto no ultimo a sua manifestagéo deriva do prurido sentido (Martin, 2010c).
Além da blefarite, também o blefaroedema pode ocorrer no contexto da CA. Atopia, picadas
de insetos (Aroch, Ofri & Sutton, 2008), pratica da vacinacdo, alergias alimentares e
novamente a administracao topica ocular de farmacos (Gelatt, 2014a) sdo causas possiveis
deste sinal clinico. As palpebras ficam edemaciadas e hiperémicas, associando-se outras
alteracdes como a dermatite, a alopécia, crostas e Ulceras na pele (Maggs, 2008c). Quase
sempre bilateral, o blefaroedema pode ser unilateral quando provocado por picadas de
abelhas ou autotraumatismo de origem pruritica (Martin, 2010c).

Por outro lado, é também provavel o desenvolvimento de infecdo bacteriana secundaria,
cujo agente causal é, na maior parte dos casos, a bactéria Staphylococcus aureus. Presente
nos fundos de saco conjuntivais e/ou nas glandulas de Meibomius, as toxinas libertadas
originam CA (Maggs, 2008b). No ambito da dermatologia humana, ha estudos que
comprovam um maior valor percentual de individuos atdpicos infetados desta forma (80% a
100%), em comparacdo com os saudaveis (5% a 30%). Os resultados obtidos podem ser
justificados através dos defeitos existentes a nivel do sistema imunitario inato quando existe
DAh (Novak, Bieber & Leung, 2003; Maintz & Novak, 2007; de Benedetto, Agnihothri,
McGirt, Bankova & Beck, 2009; Ozdemir, Akadis & Akadis, 2009). Pouco se sabe acerca
deste assunto no que respeita & medicina veterinaria.

De uma forma suméria, o diagnostico correto de CA € quase certo quando presenciamos a
existéncia simultanea de hiperémia conjuntival, prurido ocular e quemose (Friedlaender,

2011). Estes 3 sinais, pela ordem com que foram mencionados, apresentaram uma
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prevaléncia superior a dos restantes num estudo realizado com cées atépicos (Lourenco et
al., 2011).

Sempre que a conjuntiva é cronicamente estimulada por substancias antigénicas, em que se
incluem as alergénicas, observa-se um aumento do nimero e dimenséo dos foliculos que
constituem a superficie bulbar da membrana nictitante (Figura 12). No entanto, outras areas
conjuntivais podem estar igualmente afetadas (Gelatt, 2014a). Esta alteracdo clinica,
designada conjuntivite folicular, ocorre tipicamente em cdes com menos de 18 meses de
idade e surge concomitantemente a outros sinais como sdo a hiperémia da conjuntiva e a
presenca de corrimento ocular mucoso (Gelatt, 2014a). Para que possa ser avaliada em
toda a sua extensao, é por vezes necessario proceder a eversao da terceira palpebra
(Martin, 2010b).

Figura 12 — Cao com conjuntivite folicular a nivel da superficie palpebral da membrana

nictitante (fotografia gentilmente cedida pela Doutora Esmeralda Delgado).

Finalmente, existem sinais cuja manifestacdo concomitante & CA ndo esta diretamente
relacionada com o globo ocular, como por exemplo rinite serosa, inflamag¢éo da gengiva,
pavilhdo auricular e faringe (Martin, 2010b).

Por outro lado, dado o facto de a CAh estar normalmente associada a existéncia
concomitante de rinite, ela € muitas vezes designada por rinoconjuntivite (Sanchez-
Herndndez et al.,, 2015). O principal sinal clinico desta doenca é o prurido ocular
(Friedlaender, 2011). Costuma estar associado a epifora, hiperémia conjuntival e quemose
moderadas, sensac¢do de ardor nos olhos (Sanchez-Hernandez et al., 2015) e corrimento
ocular seroso ou mucoso (O’Brien, 2013). As palpebras surgem edemaciadas e a conjuntiva
palpebral com um tom rosa-palido (Sanchez-Hernandez et al., 2015). Por norma, néo existe
queratite concomitante (O’Brien, 2013) e a sintomatologia € bilateral (Sanchez-Hernandez et
al., 2015).

Eventualmente podera haver ligeira hipertrofia dos nddulos linféides a nivel da conjuntiva

palpebral superior, com distribuicdo difusa (Sanchez-Hernandez et al., 2015). O quadro
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clinico dos casos mais graves inclui visdo turva (Suzuki et al., 2006), devido a alteracbes
tanto na composicdo como na estabilidade da lagrima (Suzuki et al., 2006); e fotofobia

(Sanchez-Hernandez et al., 2015).

7. Diagnostico

A classificacdo da conjuntivite depende do parametro que analisamos. Tanto a duracdo da
doenca, como o aspeto da conjuntiva, o tipo de corrimento ocular produzido e a etiologia sdo
utilizados para esse fim, destacando-se o Ultimo citado em termos de relevancia (Maggs,
2008D).

Por esse motivo, os dois primeiros parametros contribuem apenas para a realizacdo do
diagndstico etiolégico, que carece frequentemente de um exame oftdlmico completo para
corresponder a realidade (Maggs, 2008b). O exame oftalmico efetuado em cées atépicos no
ambito de um estudo de 2011 (Lourenco et al.) elucida os passos que devem constar do
procedimento citado. S&o eles: observacdo a distancia dos olhos, palpebras e estruturas
perioculares com recurso a um foco de luz; TS; avaliacdo da resposta de ameaca e dos
reflexos corneal, palpebral e pupilar (direto e indireto); tonometria; biomicroscopia com
lampada de fenda para fins da visualizagdo e posterior identificacdo de sinais clinicos;
fundoscopia com oftalmoscépio indireto; citologia ocular utilizando uma cytobrush; e teste de
fluoresceina (Lourenco et al.,, 2011). Esta necessidade resulta do facto da inflamacéo da
conjuntiva nem sempre ser primaria: situacdes ha, em que advém de doencas graves
capazes de cegar ou mesmo por em risco a vida do animal (Maggs, 2008b).

No céo, as causas de conjuntivite sdo prevalentemente ndo infeciosas — por exemplo
gueratoconjuntivite seca (QCS) e corpos estranhos -, ao contrario do que acontece com o
gato, em que dependem da atividade de microrganismos como a Chlamydophila felis
(Maggs, 2008Db).

A inexisténcia de um protocolo ou critérios que definam como deve ser realizado o
diagnostico de CA, é uma caracteristica partilhada pela medicina veterinaria e humana
(Lourenco et al., 2011). Ainda assim, € possivel enumerar alguns procedimentos que visam
a identificacdo da etiologia da doenca em causa, depois de confirmada a sua origem
primaria. Em relagdo a espécie canina podemos citar: a anamnese (Martin, 2010b); a
sintomatologia clinica ocular e sistémica (Martin, 2010b); os resultados da citologia, bi6psia
e cultura conjuntivais (Day & Crispin, 2008); bem como a realizacdo de testes alérgicos
(Gelatt, 2014a) e analises soroldgicas para fins de detecdo de IgEs alergénio-especificas
(Zemann et al., 2002).

Na prética clinica veterinaria, os métodos geralmente utilizados para identificar e confirmar a
presenca da entidade clinica em causa sdo a anamnese, a sintomatologia ocular e
sistémica, bem como o diagnéstico terapéutico, através do controlo da doenca responsavel

pelo seu surgimento.
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Segue-se uma breve abordagem a cada um dos tépicos mencionados.

7.1. Anamnese
Os donos nem sempre tém oportunidade de se fazer acompanhar permanentemente dos
seus animais de estimacao. Por essa razao, existem manifestacées clinicas cuja percecéo
ndo ocorre de forma atempada, o que resulta numa ida ao médico veterinario quando séo ja
bastante evidentes. Além desta situacdo, por vezes o relato dos factos afasta-se da
realidade, dificultando a interpretacdo da historia pregressa. Dai que, no contexto da CAc,
existam questbes que devem ser colocadas e sem as quais o diagnostico da doenca €
complicado. Poder-se-a comecar por saber qual foi e quais as caracteristicas do estimulo
iatrotrépico, como por exemplo o seu inicio (agudo, subagudo, crénico) e evolucao (estética,
progressiva, regressiva, intermitente, episédica) (Gelatt, 2014c). Informacdes respeitantes
aos antecedentes médicos familiares (Maggs, 2008a), a raca e idade do animal (Day &
Shaw, 2008), ao ambiente em que vive, viagens efetuadas, habitos alimentares (Maggs,
2008a) e reacdes adversas a vacinacdo (Day & Shaw, 2008), sdo bastante pertinentes
guando se quer avaliar a probabilidade de estarmos perante um paciente alérgico. Isto
acontece por nos permitirem saber gquais 0s antigénios a que o mesmo esteve ou esti

exposto regularmente.

7.2. Sintomatologia clinica ocular e sistémica

Existe um método de avaliagdo quantitativa dos sinais clinicos de CA, desenvolvido para
animais, que pretende avaliar a sua gravidade em caes, através da atribuicdo de um valor
entre 0 e 3, tal como realizado num estudo de 2011 (Lourengo et al.). Com 0 mesmo
objetivo, opta-se, no contexto da DAc, pelo CADESI-4 ou outro sistema equivalente, sendo
este 0 mais recente e adequado dos utilizados para o efeito (Olivry et al., 2014). Mediante o
score total obtido a partir do CADESI-4, assim é classificada a doenca: 0-10 ligeira; 11-35
moderada; 36-60 grave (Olivry et al., 2014).

Tanto no Homem como no céo, a presenca concomitante de outras doencas oftdlmicas ou
até mesmo sistémicas, pode dificultar o diagndstico de CA atraves das semelhancas
sintomatolégicas que apresentam relativamente a mesma (Maggs, 2008b; Bielory, 2011).
N&o s6 a QCS como também outros tipos de conjuntivite, infecdes subagudas ou cronicas e
entidades clinicas do foro alérgico referidas na presente dissertacdo de mestrado, ilustram
essa situacdo (Maggs, 2008b; Bielory, 2011). Neste contexto, o primeiro exemplo citado
reforca a importancia da realizacdo do TS, encaminhando-nos as seguintes conclusdes
consoante os valores passiveis de serem obtidos no caso do cdo: >15 mm/min. — producéo
lacrimal normal; 11-14 mm/min. — QCS subclinica; 6-10 mm/min. — QCS moderada; <5

mm/min. — QCS grave (Gelatt, 2014b). O corante rosa bengala (RB), ao evidenciar a mucina
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e as células em degenerescéncia, contribui para 0 mesmo diagndéstico diferencial (Gelatt,
2014b).

7.3. Citologia da conjuntiva
Por outro lado, a citologia da conjuntiva é um procedimento relativamente simples, cuja
realizagdo implica a limpeza prévia da superficie ocular. Isto significa que a recolha de
amostras para cultura deve ser efetuada antes, de modo a que 0s microrganismos
existentes ndo sejam removidos ou alterados pelos corantes utilizados (Gelatt, 2014c) que
sdo o0 Giemsa ou a coloragédo de Diff-Quik, conforme se pretenda estudar as células ou as
bactérias presentes no material biolégico recolhido, respetivamente (Maggs, 2008b). A
utilidade da citologia conjuntival é indiscutivel, pois além de auxiliar o diagnéstico diferencial
de conjuntivite aguda, também permite a identificacdo de corpos de inclusao (Martin, 2010a)
e de tumores da conjuntiva (Maggs, 2008b).
As regides anatomicas oculares preferidas para este efeito sdo o fundo de saco conjuntival
inferior, bem como a superficie bulbar e palpebral da membrana nictitante (Gelatt, 2014c).
Existem varios instrumentos médicos passiveis de serem manipulados com o intuito de se
realizar uma citologia deste género, tais como: a zaragatoa; a extremidade romba de uma
lamina cirdrgica e esterilizada de bisturi; a espatula de Kimura e a cytobrush (Gelatt, 2014c)
(Figura 13).

Figura 13 — Espatula de Kimura, lamina esterilizada de bisturi e cytobrush (adaptado de
Maggs, 2008a).

Legenda: 1 — Espatula de Kimura; 2 — LAmina esterilizada de bisturi; 3 — Cytobrush.
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O primeiro deles garante a menos invasiva das técnicas praticadas, pelo que a integridade
das células € preservada. No entanto, a amostra celular obtida desta forma nédo é
abundante, o que o torna menos eficaz que os restantes, cuja capacidade de recolher
células por raspagem a maiores profundidades modifica frequentemente o seu aspeto
original (Gelatt, 2014c). Dai que as zaragatoas sejam preferencialmente utilizadas na
recolha de amostras para cultura de microrganismos (Martin, 2010a). J4 os dois ultimos
foram concebidos especificamente para fins de realizacdo do exame complementar de
diagndstico em causa. Atualmente, em medicina veterinaria, a espatula de Kimura é o
instrumento de eleicdo quando se procede a uma citologia conjuntival. Porém, o risco de
danificar, tanto as células recolhidas como o préprio olho, € significativo (Gelatt, 2014c). A
cytobrush, além das vantagens jA& mencionadas, permite a obtencdo de uma s6 camada de
células, prevenindo assim os obstaculos decorrentes da existéncia de sobreposicao celular
gquando analisamos a amostra ao microscopio (Gelatt, 2014c). O contrario acontece em
relacdo a citologia de impressdo da conjuntiva, cujas células obtidas - numerosas,
superficiais, ainda viaveis e ndo descamadas — tendem a sobrepor-se (Gelatt, 2014c).
Dependendo das circunstancias, a amostra podera vir a ser sujeita a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ou imunofluorescéncia indireta, pretendendo-se com isso a identificacdo
de microrganismos ou anticorpos, respetivamente (Martin, 2010a). Consideracdes a
ressalvar em relacéo a estas técnicas: os resultados obtidos através do PCR dependem da
integridade dos &cidos nucleicos, que pode ficar comprometida devido a acdo do calor,
radiacdo ultravioleta e/ou enzimas libertadas pelos tecidos danificados (Gelatt, 2014c); a
imunofluorescéncia apenas é possivel quando a amostra esta simultaneamente por fixar e
corar (Martin, 2010a).

Comeca-se por anestesiar topicamente o globo ocular; subsequentemente a citologia é
realizada utilizando um dos métodos enumerados sem que as estruturas manipuladas
sangrem; a amostra é fixada, corada e transferida para uma lamina a ser analisada
microscopicamente e interpretam-se os resultados obtidos (Gelatt, 2014c). Pressupondo que
a contencao do paciente é exemplar, a anestesia torna-se facultativa, mas por conferir maior
tranquilidade ao exame e ndo alterar a microbiota local, este passo ndo costuma ser
dispensado (Martin, 2010a).

Células epiteliais com nucleo e citoplasma bem dimensionado, escassas células
queratinizadas, leucdcitos e bactérias, bem como uma quantidade reduzida de mucina é o
que se espera encontrar numa citologia conjuntival proveniente de um animal saudéavel
(Gelatt, 2014a). Tratando-se de um paciente alérgico, a presenca de um unico eosindfilo
confirma o diagnéstico, sendo habitual a abundancia de plasmdcitos e linfécitos (Gelatt,
2014a).
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7.4. Bi6psia da conjuntiva
No caso das biopsias conjuntivais, é obrigatoria a aplicacdo de duas gotas de anestésico
ocular topico intervaladas de 5 min. (Figura 14). Segue-se a escolha da regido a ser
manipulada, que deve abranger poucos ou nenhuns vasos sanguineos para que a
conjuntiva ndo sangre (Maggs, 2008b). Com o auxilio de uma ping¢a, destacamos a area
selecionada, secionando-a depois com uma tesoura pequena de tenotomia (Figuras 14 e
15).

Figura 14 — Anestésico ocular tépico, pinca e tesoura de tenotomia utilizados no ambito das
biépsias de conjuntiva canina realizadas a propésito do estudo “Expressao do gene da

interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina” (fotografia original).

Legenda: 1 — Tesoura de tenotomia; 2 — Pin¢a; 3 — Anestésico ocular topico.

Figura 15 — Realizacdo de biopsia de conjuntiva em ambiente cirargico, no olho direito de
um cédo atépico: destaque com pinc¢a (A) e secdo com tesoura de tenotomia (B) (fotografias

originais).
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A amostra deve ser imediatamente conservada num meio adequado, para que nao sofra
alteracdes até ao momento em que vai ser fixada visando a sua andlise histopatolégica
(Maggs, 2008b). As bidpsias conjuntivais de pacientes alérgicos, a semelhanca das
citologias com a mesma origem, apresentam eosinofilos. Outras alteracdes incluem:
hiperplasia das células epiteliais e caliciformes, metaplasia escamosa, ulceragdo, epitélio
com poucos mastécitos, e infiltracdo linfoplasmocitéria, caso se trate de uma conjuntivite
cronica (Day & Crispin, 2008). Ainda a propésito das bidpsias de conjuntiva, a fase
laboratorial do estagio curricular implicou a realizacdo de 24, com o intuito de serem
conhecidos os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 em animais alérgicos
comparativamente aos saudaveis. A experiéncia em causa sera abordada posteriormente na

presente dissertacao de mestrado.

7.5. Cultura da conjuntiva

N&o é habitual a realizagdo de culturas conjuntivais sem que antes a terapéutica prescrita
tenha falhado, ja que s@o poucas as bactérias que atuam como causa primaria de
conjuntivite em pequenos animais (Maggs, 2008b). Alids, estima-se que 46 a 90% dos cées
saudaveis apresente uma flora bacteriana predominantemente Gram+ e aerdbia, localizada
no fundo de saco conjuntival inferior. Staphylococcus spp., Bacillus spp. e Corynebacterium
spp. sdo espécies prevalentes a esse nivel (Gelatt, 2014a). Tanto os microrganismos Gram-
e/ou anaerdbios como os fungos estdo raras vezes associados a conjuntiva (Gelatt, 2014a).
Pelo facto de poder haver infecdo bacteriana secundaria associada ao quadro clinico de
CAc (Day & Crispin, 2008), nem sempre podemos dispensar este meio de diagndstico.

A aplicacao tdpica de anestésico ou do corante RB impossibilita a obtengédo de informacgdes
fidedignas através da cultura realizada, dado o efeito bactericida (Bjerkas, Ekesten,
Narfstrom & Grahn, 2009) e viricida (Roat, Romanowski, Araullo-Cruz & Gordon, 1987) que
0s caracteriza, respetivamente. Confirmando-se que nenhuma destas situacbes ocorreu,
comegamos por escolher o material a ser utilizado, sabendo que a amostra tanto pode ser
recolhida com zaragatoa como por esfregago, recorrendo-se neste Ultimo caso a uma lamina
cirirgica e esterilizada de bisturi ou mesmo a espatula de Kimura (Gelatt, 2014a) para o
efeito. Como pretendemos aceder ao fundo de saco conjuntival inferior anteriormente a
membrana nictitante, vamos pressionar a palpebra superior sobre o olho do animal,
enquanto a inferior é cuidadosamente puxada para baixo, 0 que permite a exposi¢do da
membrana citada (Gelatt, 2014c). Caso tenhamos optado pela zaragatoa, embeber a sua
extremidade em solugéo salina estéril € uma forma de proporcionar maior seguranga a este
procedimento - existe menos atrito em relagdo a superficie da conjuntiva - a0 mesmo tempo
que o crescimento dos microrganismos recolhidos é favorecido (Gelatt, 2014c). Um estudo
de 1972 (Urban, Wyman, Rheins & Marraro) atribui ao alginato de célcio a uUltima vantagem

citada. Os exames microbiolégicos ou viroloégicos que se seguem a colheita da amostra,
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determinam o0 material que constitui a zaragatoa (Gelatt, 2014c). A técnica do PCR néo
exige cuidados a esse nivel (Gelatt, 2014c).

Idealmente ambos os olhos s&o sujeitos a cultura conjuntival, mas por questdes financeiras
nem sempre € possivel fazé-lo, procedendo-se unilateralmente ao exame em causa (Martin,
2010a).

Finda a realizacé@o da cultura da conjuntiva, a amostra devera ser imediatamente colocada
no respetivo meio de transporte (Martin, 2010a). Pode-se optar pela sua introducdo num
meio de cultura agar sangue ou num caldo de tioglicolato e nutrientes (Maggs, 2008b).

E importante ndo esquecer a disparidade de doencas caracterizadas por um
sobrecrescimento bacteriano conjuntival, de modo a que a microbiota recolhida desta forma

nao seja erroneamente interpretada como causa da conjuntivite (Maggs, 2008b).

7.6. Testes intradérmicos e analises sorolégicas
Relembrando o que inicialmente foi mencionado, tanto a realizacdo de testes alérgicos
(Gelatt, 2014a) como a de analises sorologicas sdo meios capazes de detetar IgEs
alergénio-especificas no cdo, embora com algumas limita¢cdes (Zemann et al., 2002).
Foi ja referido que existe uma associagdo recorrente entre a CAc e outros sinais de atopia
ou resposta alérgica (Maggs, 2008b). Assim, ao nos alertar para a provavel existéncia da
primeira doenca citada, importa abordar na presente dissertacdo de mestrado, o principal
meio de confirmacdo do diagnéstico de DAc: os testes intradérmicos (Tl) (Reedy, Miller &
Willemse, 1997; Hillier & DeBoer, 2001; Scott, Miller & Griffin, 2001).
A importancia e subjetividade das conclusbes a que permitem chegar, implicam a sua
realizacao por parte de alergologistas veterinarios experientes (Lourenco, 2010). Pelo facto
da maior parte dos cdes apresentar um certo grau de sensibilizacdo para diversos
alergénios ambientais, este exame apenas se aplica aqueles em que foram excluidas outras
causas de prurido (Lourengo, 2010).
De forma a evitar niveis de IgE alergénio-especifica muito reduzidos ou um periodo de falha
no sistema imunoldgico, é importante que ocorram imediatamente antes ou depois do pico
polinico em animais com DA sazonal (Hillier & DeBoer, 2001).
A realizagdo dos TI requer uma bateria de 25 a 30 alergénios (Reedy et al., 1997; Hillier &
DeBoer, 2001). A sua produgédo resulta da diluicdo de extratos concentrados dos mesmos
(Hillier & DeBoer, 2001) e a constituicdo varia conforme a localizagdo geogréfica e o estilo
de vida do paciente (Matias, 2013). Pdlenes, fungos e acaros domeésticos e de
armazenamento integram frequentemente o painel de alergénios utilizado (Hillier & DeBoer,
2001). Encontram-se no estado liquido e devem ser refrigerados (Hillier & DeBoer, 2001),
bem como substituidos a cada 14 dias, caso estejam contidos em seringas de plastico
(Reedy et al., 1997).
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Os Tl incluem obrigatoriamente dois controlos (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001):
um negativo, que corresponde a uma solucdo salina utilizada para diluir os extratos de
alergénios, e um positivo, que é por norma o fosfato de histamina (Reedy et al., 1997). O
resultado das provas alergoldgicas realizadas considera-se positivo sempre que no local da
administracdo do alergénio surge uma papula eritematosa passados cerca de 15 min.
(Matias, 2013) (Figura 16).

Figura 16 — Reagles cutadneas positivas manifestadas por um c8o atopico apos a
administracdo intradérmica de extratos de alergénios (fotografia gentilmente cedida pela

Doutora Ana Mafalda Lourenco).

Caso este tipo de manifestacéo clinica tenha lugar 6 horas apos o teste (Olivry, Dunston,
Murphy & Moore, 2001; Hillier, Cole, Kwochka & McCall, 2002), a interpretacdo depende do
autor, encontrando-se ainda por definir a sua relevancia no ambito da DAc (Hill, Hillier &
Olivry, 2001; Scott et al., 2001). A pele do térax lateral é a regido anatémica preferida para
este meio de diagnostico, sendo necessario tricotomiza-la antes (Reedy et al., 1997; Hillier &
DeBoer, 2001). Devido as alteracdes provocadas pelos niveis serol6gicos de cortisol e
também por questbes de seguranca e conforto, os animais estdo sedados durante todo o
procedimento (Reedy et al., 1997; Hillier & DeBoer, 2001).

Infelizmente, e a semelhangca do que acontece para os mais variados testes, também neste
podem surgir falsos positivos e/ou negativos, pelo que uma anamnese rigorosa e detalhada
€ essencial aquando da analise dos resultados (Scott et al., 2001). Se por alguma razéo o
controlo positivo ndo funcionar, o teste deixa de ser considerado valido (Hillier & DeBoer,
2001).
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7.7. Diagnostico de conjuntivite alérgica humana
Relativamente ao Homem, sdo considerados Uteis, para fins de diagnéstico de CA, os
seguintes parametros: antecedentes familiares e pessoais de atopia, sintomatologia clinica,
testes cuténeos, andlises soroldgicas para detecdo de IgEs alergénio-especificas (Leonardi
et al, 2012), citodiagnéstico (Kari & Saari, 2010), resposta a anti-histaminicos e
estabilizadores da membrana celular dos mastocitos (EMCMs) (Owen, Shah, Henshaw,
Smeeth & Sheikh, 2004) e testes de provocacéo conjuntival (TPC) (Leonardi, 2005).
A semelhanca do que acontece no caso do c&o, foi criado um algoritmo de diagndstico a ser
aplicado em pacientes humanos, que visa o reconhecimento do tipo de conjuntivite existente
(Mantelli, Lambiase & Bonini, 2009).
Por outro lado, de entre os varios testes alérgicos disponiveis, os TCP sdo os mais
utiizados em medicina humana (Oppenheimer & Nelson, 2006b), sendo necessério
conhecer o historial médico do paciente antes da sua realizagdo (Antunes, Borrego, Romeira
& Pinto, 2009; Bousquet et al., 2012). A sua aplicabilidade nos animais esta muito pouco
estudada, desconhecendo-se qudao eficazes poderiam ser neste contexto (Rocha, 2012).
A preferéncia por estes testes — em relagdo aos TI, por exemplo - resulta de diferentes
vantagens que lhes estdo associadas, tais como: a seguranca, simplicidade e rapidez de
execucdo; o facto de ndo serem nem dolorosos, nem caros; dos resultados serem obtidos
pouco tempo depois, podendo ser confirmados visualmente pelo préprio paciente (Antunes
et al., 2009; ASCIA, 2009); e ainda de poderem ser utilizados extratos alergénios em
glicerina 50%, minimizando-se desta forma a probabilidade de ocorréncia de falsos positivos
gracas a uma menor irritacdo da pele (Oppenheimer & Nelson, 2006a; Oppenheimer,
Durham & Nelson, 2007; Bernstein et al., 2008). Esta ultima particularidade torna-os mais
especificos em relacdo aos Tl, mas ndo mais sensiveis, uma vez que requerem doses
superiores de alergénio para que a resposta obtida seja idéntica (Oppenheimer et al., 2007,
Bernstein et al., 2008; ASCIA, 2009).
Sempre que a papula associada aos controlos positivo e negativo tem um diametro médio
inferior (Antunes et al., 2009; Bousquet et al., 2012) ou superior a 3 mm (Antunes et al.,
2009), respetivamente, considera-se que o teste é invalido. O mesmo se passa para
reacbes eritematosas cujo didmetro supera ou iguala os 10 mm no caso do controlo
negativo (Antunes et al., 2009). A realizacdo dos TCP n&o deve ocorrer em pacientes com
dermografismo grave e/ou em regides anatdmicas onde exista dermatite ativa (Bernstein et
al., 2008; Bousquet et al., 2012).
No caso dos TI, recomenda-se o uso de lancetas esterilizadas com ponta de 1 mm
(Dreborg, 2001), uma Unica vez por cada alergénio (Antunes et al., 2009). Cada picada
devera distar, no minimo, 2 cm em relagédo a anterior (Dreborg, 2001; Antunes et al., 2009).
A leitura dos resultados faz-se idealmente 15 min. apés a introducao do alergénio até uma

profundidade que ndo ultrapasse a derme superficial (Bousquet et al., 2012). Segue-se a
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classificagdo dos mesmos em “positivo” ou “negativo”, havendo quem lhes atribua um valor
de 0 a +4 de acordo com uma escala concebida para esse efeito (Oppenheimer et al., 2007).
Podem ocorrer resultados falsos positivos e/ou negativos que ndo devem ser
desconsiderados (Antunes et al., 2009).

Nem sempre os testes cutaneos anteriormente abordados, ou mesmo a realizagdo de
andlises sorologicas, possibilitam a detecdo de niveis de IgEs alergénio-especificas que
sejam esclarecedores e concordantes com o diagnéstico de CA (Pallasaho, Rénmark,
Haahtela, Sovijarvi & Lundback, 2006). Os motivos variam: sensibilizacdo a multiplos
alergénios (Pallasaho et al., 2006), a presenca de outras glicoproteinas como a IgG, niveis
de IgE inferiores ao limiar de detecdo (Fujishima, Toda, Shimazaki & Tsubota, 1996) e falta
de cooperacdo por parte do paciente (Antunes et al., 2009; ASCIA, 2009), sdo exemplos.
Ndo s6 as IgEs alergénio-especificas totais e livres, como também as citoquinas e
mediadores inflamatoérios (Leonardi, 2005), fazem parte do grupo de mediadores quimicos
pertencentes ao filme lacrimal cuja medicdo € realizada em humanos para fins de
identificacdo de um marcador especifico de alergia ocular (Leonardi, 2013). Estudos
realizados permitiram concluir que a concentragdo dessas imunoglobulinas na lagrima é
guantitativamente reduzida em individuos saudaveis, ao contrario do que acontece nos
alérgicos, em que se encontra aumentada (Leonardi, 2013). Além disso, existe uma maior
coeréncia entre os resultados obtidos desta forma - quando comparados aos que provém de
andlises sorolégicas ou testes cutaneos - e o0s que derivam dos TPC (Hoffmann-
Sommergruber et al., 1996; Leonardi, 2013).

De uma forma geral, apenas os niveis das citoquinas lacrimais associados a doengas
alérgicas graves e ndo sazonais sdo considerados significativos (Moller, Bjorkstén, Nilsson &
Dreborg, 1984).

Em relacdo aos mediadores da inflamacao passiveis de serem analisados a partir da
lagrima, a histamina, a triptase e a proteina catiénica eosinofilica sdo os que importam
mencionar no contexto da CAh. Os dois primeiros revelaram ser mais Uteis na avaliagdo da
eficacia dos EMCMs do que no diagnéstico do tipo de conjuntivite em causa (Leonardi,
2005), apresentando pouca especificidade nesse sentido (Leonardi, 2013). Ja a proteina
citada, ndo s6 esta aumentada em qualquer doenca ocular do foro alérgico (Leonardi,
Borghesan, Faggian, Secchi & Plebani, 1995; Montan & van Hage-Hamsten, 1996; Pucci et
al., 2003), como também em situagdes que envolvam lesGes na cornea.

O citodiagnéstico a que se procede em medicina humana pode ser realizado de formas
distintas, nomeadamente por: recolha de poucos microlitros de lagrima por capilaridade;
esfregaco; citologia de impressdo e bidpsia (Leonardi, 2005). O primeiro destes métodos
realiza-se em poucos minutos e quase garante a presenca de CA quando se deteta, no
minimo, um eosindfilo (Leonardi, 2005). No entanto, a sua auséncia ndo € condicdo

suficiente para que se possa garantir a inexisténcia da doenga em causa, tal como acontece
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na citologia da conjuntiva (Leonardi, 2005; Leonardi et al., 2012). Dado o facto da amostra
celular colhida por esfregaco conjuntival ser quantitativamente superior aquela que se obtém
através da lagrima, a probabilidade de serem encontrados eosindfilos € maior neste caso
(Leonardi, 2005).

Tratando-se de um meio de diagnostico ndo invasivo, a citologia de impressao da conjuntiva
é ideal para o estudo de doengas relacionadas com o filme lacrimal (Leonardi, 2005).
Atualmente, o citodiagnéstico tem uma reduzida aplicabilidade a pratica clinica,
contrariamente ao que acontece em termos de investigacdo (Kari & Saari, 2010).

Se por um lado a resposta aos anti-histaminicos e aos EMCMs néo serd abordada, para ja,
nesta dissertacdo de mestrado, 0 mesmo ndo se passa em relacdo aos TPC, cujas

caracteristicas se mencionardo em seguida.

7.8. Testes de provocacao conjuntival
Caso pretendamos saber quais os alergénios responsaveis pelo quadro clinico observado,
optar pela realizagdo de um teste de provocacdo alérgico serd o mais indicado (H@st &
Halken, 2003). Existem varias estruturas anatémicas passiveis de serem analisadas desta
forma, nomeadamente a mucosa brdnquica, a mucosa nhasal, a pele e a conjuntiva
(Bernstein et al., 2008), interessando-nos, neste contexto, a Ultima referida.
Os TPC tanto sdo Uteis quando se trata de um paciente sensivel a multiplos alergénios —
situacdo comum em casos cronicos de conjuntivite (Mortemousque et al., 2006) -, como na
presenca de analises sorologicas para fins de detecdo de IgEs alergénio-especificas e
testes cutaneos negativos em individuos cuja anamnese sugere a existéncia de CA
(Leonardi, 2005). Caso a doenga tenha carater sazonal, 0 exame em causa é vantajoso se 0
alergénio para o qual foram identificadas IgEs alergénio-especificas ndo for o esperado
(Mortemousque et al., 2006). Partindo desses pressupostos, um estudo de 2011 realizado
no ambito da medicina veterinaria associou, através deste meio de diagnostico, as reacdes
do foro alérgico presentes na conjuntiva de caes atopicos a acaros para 0s quais se sabia
existir hipersensibilidade (Lourenco et al.).
Finalmente, os TPC também permitem estudar a fisiopatologia do tipo de conjuntivite em
questdo e avaliar o éxito da terapéutica instituida, tal como se tem vindo a verificar em
relag@o a multiplos farmacos oculares antialérgicos (Friedlaender, 2002).
Tanto em animais como em humanos, a elevada especificidade e sensibilidade que
caracteriza estes testes (Bertel, Mortemousque, Sicard & André, 2001; Lourenco et al.,
2011) consegue-se através do cumprimento de algumas condi¢cdes sem as quais o rigor e
validez dos mesmos seriam questionados. Por um lado é necessario interromper a
administracdo de certos farmacos como sdo os anti-histaminicos H1 ou antagonistas dos
recetores H1 da histamina. Uma semana € o intervalo de tempo requerido para o efeito,

podendo estender-se a 3 no caso do cetotifeno (Mortemousque et al., 2006). Os
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corticosterdides deverdo ser suspensos 2 semanas ou pelo menos 2 dias antes dos TPC,
aplicando-se o ultimo intervalo temporal aqueles cuja administracdo € tOpica e ocular
(Mortemousque et al., 2006).

Este exame decorre idealmente em ambiente hospitalar (Lourenco et al, 2011) e
obrigatoriamente numa altura em que o paciente ndo estd, nem exposto a acao dos
alergénios, nem a manifestar sinais clinicos de CA (Mortemousque et al., 2006). A presenca
de um oftalmologista ndo é essencial durante todo o procedimento, podendo cingir-se a fase
inicial, em que o individuo a ser testado é interrogado e o seu estado de saude avaliado
(Mortemousque et al., 2006). Isto ndo se aplica ao médico responsavel pelo teste, que
devera estar pronto a atuar em caso de reacdo anafilatica (Lourenco et al., 2011), pelo que
dispbe de anti-histaminicos, corticosterdéides e broncodilatadores para o efeito. A conclus&o
do exame segue-se um periodo minimo de 2 horas de vigilancia do paciente (Mortemousque
et al., 2006).

Estudos realizados indicam que 2 TPC consecutivos deverdo distar uma semana entre si
(Willemse & van den Brom, 1983; Hillier & Griffin, 2001; Lourengo et al., 2011).

E desaconselhada a utilizagdo de misturas de alergénios, pois a resposta alérgica induzida
por cada um deles dificilmente coincidira, suscitando duvidas aquando da interpretagdo dos
resultados (Radcliffe, Lewith, Prescott, Church & Holgate, 2006). Os extratos mais comuns
correspondem a poélenes, acaros, pélos de animais e um género de fungo denominado
Alternaria (Mortemousque et al., 2006). Os controlos positivo e negativo associados aos
TPC sdo os mesmos que se utilizam para os T| efetuados no ambito da medicina veterinaria
(Bernstein et al., 2008).

Sobre o olho que funciona como controlo, aplica-se topicamente uma gota de solucéo salina
(Mortemousque et al., 2006). O fundo de saco conjuntival contralateral sera testado através
da administracao topica de concentracdes crescentes de extratos de alergénios previamente
diluidos (Radcliffe et al., 2006). Esta tarefa repete-se de 15 em 15 min. até que o resultado
do exame seja positivo (Mortemousque et al., 2006) e surjam sinais clinicos de
rinoconjuntivite (Garcia-Ortega, Costa & Richart, 1989). Para que isso aconteca, 0 score de
CA devera ser igual ou superior a 5 (Radcliffe et al., 2006). Este protocolo demonstrou ser
eficaz também em cées, pelo que ha quem sugira a sua pratica recorrente no ambito da
medicina veterinaria (Lourenco et al., 2011).

Até a data ndo se conhece qualquer teste laboratorial cuja especificidade seja de tal forma

elevada que permita por si s6 chegar ao diagnéstico definitivo de CAh (Leonardi, 2013).
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8. Tratamento

A abordagem terapéutica a que se procede no contexto da CA podera ser de 2 tipos que se
complementam: o ndo-farmacoldgico e o farmacolégico (Sanchez-Hernandez et al., 2011).
Se optarmos pela regressdo e controlo da doenca em causa através de métodos que
prescindem da utilizagdo de farmacos, minimizar a exposicdo aos alergénios que
desencadeiam sintomatologia alérgica no paciente € uma pratica a ser considerada (Bilkhu,
Wolffsohn & Naroo, 2012). No caso do ser humano, a utilizacdo de Oculos-de-sol que
protejam os olhos, consiste numa medida simples e eficaz de o fazer, reduzindo
simultaneamente a fotofobia manifestada (Bilkhu et al., 2012). Também a aplicacdo de
compressas frias e humidas, a administracdo de lubrificantes oculares e a realizacédo de
lavagens com soro fisiolégico sdo Uteis por varias razdes: ndo s6 contribuem para a
remocado dos alergénios, reforgando assim a protecédo da superficie ocular (Leonardi et al.,
2012; La Rosa et al., 2013), como também promovem a vasoconstricdo, o que diminui a
hiperémia e o edema (Bilkhu et al., 2012).

Por outro lado, a terapéutica farmacolégica instituida pode compreender varios grupos de
farmacos e procedimentos, homeadamente: vasoconstritores, anti-histaminicos, EMCMs,
anti-inflamatérios nado esterdides (AINEs), corticosterdides, imunoterapia alergénio-
especifica (ITAE) e anticorpos monoclonais.

H& que mencionar a abordagem terapéutica da CAc a que habitualmente se recorre no
ambito da prética clinica veterinéria, agora que as varias opc¢des de tratamento foram
mencionadas. Assim, além da evic¢do alergénica e da aplicagdo de lubrificantes oculares
(Gelatt, 2014a), também a administragdo tdpica de corticosterdides na menor dose e
frequéncia possiveis é praticada (Maggs, 2008b; Gelatt, 2014a). Existindo infecao
bacteriana concomitante, a prescricdo de antibiéticos locais deve ser realizada (Maggs,
2008b). Casos mais graves - em que ha envolvimento da pele - requerem um controlo
rigoroso da causa primaria, que € normalmente a DAc (Maggs, 2008b). Segue-se uma breve

abordagem a cada um deles.

8.1. Vasoconstritores
Através da estimulacdo direta dos recetores a-adrenérgicos, 0s vasoconstritores provocam
midriase, ao mesmo tempo que reduzem a hiperémia conjuntival e o eritema resultantes da
vasodilatacdo existente aquando de CA (Leonardi et al., 2012; La Rosa et al., 2013). Apesar
desta vantagem, a utilizacdo desregrada dos mesmos é prejudicial, dado o ardor e aumento
da PIO que lhe estdo associados (Leonardi et al., 2012). Embora raros, j& foram
identificados casos de cdes e gatos com hipertenséo arterial e arritmia cardiaca provocadas

pela aplicagéo topica ocular de fenilefrina (Gelatt, 2014d).
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A sua acdo € pouco duradoura - inferior ou equivalente a 2 horas —, apresenta elevada
taquifilaxia (Sanchez-Hernandez et al., 2015) e baixa especificidade em relacdo a cascata
de eventos inflamatorios e alérgicos préprios da conjuntivite do mesmo tipo (Gelatt, 2014d).
Por isso, a utilizacdo de vasoconstritores devera ser realizada com particular cuidado em
individuos que padecam de glaucoma, doencas cardiovasculares e/ou hipertiroidismo
(Bielory, 2012).

8.2. Anti-histaminicos
Existem duas vias de administracdo possiveis para os anti-histaminicos: a sistémica e a
ocular tépica. A via sistémica € a mais indicada no controlo e regresséo de casos agudos de
CAc (Maggs, 2008d). Tratando-se de antagonistas dos recetores H1 da histamina, eles
reduzem a hiperémia conjuntival, o prurido e a rinite através da ligacdo reversivel aos
mesmos (Sanchez-Hernandez et al., 2015).
No contexto da medicina humana, estudos realizados revelaram a possibilidade de
ocorrerem alteragfes no filme lacrimal provocadas pela utilizagdo destes farmacos, que
intensificam as reacdes inflamatérias desencadeadas por alergénios (Gomes et al., 2013).
Preferem-se os anti-histaminicos de primeira geracdo aos de segunda, por terem menos
efeitos secundarios e eficacia semelhante (Bousquet et al., 2008).
A via ocular tépica prima pela rapidez com que origina efeito. A acdo do medicamento
utilizado tanto pode ser breve e pouco intensa, como duradoura e segura, caso optemos por
um anti-histaminico de primeira ou segunda geragéo, respetivamente (Verin et al., 2001,
Kari & Saari, 2010; Abelson, McLaughlin, & Gomes, 2011; Sdnchez-Hernandez et al., 2015).
Com o objetivo de maximizar a eficiéncia da atividade terapéutica dos primeiros
mencionados, é frequente a sua associac¢do aos do tipo sistémico — o que também acontece
em relagdo aos de segunda geracdo - ou a vasoconstritores (Sanchez-Hernandez et al.,
2015). De uma forma geral, os corticosterdides sdo mais eficazes na resolucdo de quadros
clinicos de CAc (Maggs, 2008d), embora existam poucos estudos a este respeito (Gelatt,
2014a).
Tanto em medicina veterindria como em medicina humana, a cetirizina consiste num
exemplo de anti-histaminico cuja administracéo é feita pela via oral; e a azelastina, a par do
cetotifeno, cuja aplicacdo se realiza topicamente a nivel ocular (Sanchez-Hernandez et al.,
2011). Os dois ultimos farmacos mencionados pertencem ao grupo dos anti-inflamatérios de
dupla acgéo, cujo efeito € duradouro e quase imediato (Bielory, 2012). Enquanto que a
azelastina também se comporta como um inibidor do fator de ativagdo das plaquetas e de
expressao das moléculas de adesdo intercelular (Sanchez-Hernandez et al., 2015), o
cetotifeno reldine caracteristicas que permitem a sua classificagdo como EMCM (Sanchez-
Hernandez et al., 2015).
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8.3. Estabilizadores da membrana celular dos mastécitos

Tal como a prépria designacao sugere, os EMCMs impedem a desgranulacdo dos
mastdécitos, levando ao bloqueio da cascata do &cido araquiddnico (Cook, Stahl, Barney &
Graziano, 2002; Owen et al., 2004; Sanchez-Hernandez et al., 2015). A dose terapéutica
minima leva duas semanas até ser atingida, o que implica a administracdo ocular tépica
repetida destes farmacos (Owen et al., 2004). Raramente sdo prescritos a animais, estando
associados a corticosterdides se isso acontecer (Maggs, 2008d). A olopatadina, a
lodoxamida e o cromoglicato de sédio sdo exemplos de EMCMs utilizados em animais e
humanos (Maggs, 2008d; Sanchez-Hernandez et al., 2011).

8.4. Anti-inflamatérios ndo esteroides

O mecanismo de acdo dos AINEs compreende a inibicdo da via da ciclooxigenase, o que
impossibilita a sintese de prostaglandinas e tromboxanos a partir do 4cido araquiddénico
(Sanchez-Hernandez et al., 2015). Dado o facto de serem aplicados topicamente sobre a
superficie ocular, os seus efeitos sistémicos sdo minimizados, 0 que beneficia o paciente
(Gelatt, 2014d). Reduzem o prurido e a hiperémia conjuntival (Swamy, Chilov, McClellan &
Petsoglou, 2007) sem provocarem alteracdes a nivel da barreira hemato-aquosa (Maggs,
2008d). Apesar de serem menos potentes que 0s corticosterdides, sao por vezes preferidos
em relagdo aos mesmos por nao inibirem a cicatrizagdo de feridas (Maggs, 2008d). A sua
administracdo tépica estd associada a uma sensacao de ardor e irritagcdo ocular que causa
blefarospasmo, epifora e hiperémia conjuntival (Gelatt, 2014d). Também pode ocorrer
aumento da PIO em cées e gatos, embora esta situacdo ainda ndo tenha sido detetada em
humanos. Resulta de uma provavel reducdo da drenagem do humor aquoso e incita a que
haja um maior cuidado aquando da prescricdo destes farmacos a individuos com
hipertensdo ocular (Gelatt, 2014d). Sendo possivel o agravamento de infe¢bes pré-
existentes devido a sua administracdo ocular topica, estdo contraindicados na presenca de
queratite infeciosa (Gelatt, 2014d).

O diclofenac, o ketorolac e o flurbiprofeno sdo AINEs utilizados no ambito da medicina

veterinaria e humana (Maggs, 2008d; Sanchez-Hernandez et al., 2011).

8.5. Corticosterdides
Relativamente aos corticosterdides, importa referir a capacidade de bloquearem a via da
ciclooxigenase e da lipoxigenase através da producgéo de inibidores da fosfolipase A, (Grahn
& Wolfer, 2009). Para que isso aconteca, ligam-se a recetores especificos que existem na
conjuntiva, cOrnea, esclera, iris, coréide e retina (Gelatt, 2014d). Considerando niveis
fisiologicos, a sua acdo no organismo manifesta-se de diversas formas: reduzem a
guantidade de exsudado celular e fibrinoso produzido e a de mediadores inflamatoérios

libertados; inibem a desgranulacdo dos mastdcitos, bem como a formacao de colagénio e
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fibroblastos; dificultam a regeneracdo e reparacdo do epitélio e do endotélio; diminuem a
neovascularizagdo e restauram a permeabilidade dos capilares na fase poés-inflamatoria
(Grahn & Wolfer, 2009).

A prescricdo destes farmacos justifica-se na presenca de doengas imunomediadas como a
CA, nédo devendo ser usados como primeira escolha no seu tratamento. Pretende-se assim
controlar a inflamacéo ocular que |lhe esta associada, que sendo do tipo crénico ou grave
pode causar cegueira no paciente (Maggs, 2008d).

Parametros como a permeabilidade da coérnea, o tipo de célula-alvo, a capacidade de
ligacdo ao recetor correspondente e o grau de metabolizacdo associado condicionam o
sucesso terapéutico obtido através da administracdo de corticosterdides topicos oculares
(Gelatt, 2014d). Caso a sua eficacia fique aquém das expectativas, devemos optar pelo
aumento da frequéncia em detrimento do aumento da dose administrada (Maggs, 2008d), ja
que os efeitos nocivos resultantes do seu uso abusivo sdo relevantes, nomeadamente: a
intensificacdo da atividade da enzima colagenase presente na cornea, o que origina Ulceras
ou agrava as ja existentes (Gelatt, 2014d); o desenvolvimento de infe¢fes oculares através
da reducdo da migragéo dos leucocitos e da fagocitose realizada pelos macrofagos (Gelatt,
2014d; Sanchez-Hernandez et al.,, 2015); o aumento da PIO (Gelatt, 2014d; Sanchez-
Hernandez et al., 2015); o aparecimento de cataratas, embora esta desvantagem careca de
estudo no ambito da medicina veterinaria (Gelatt, 2014d; Sanchez-Hernandez et al., 2015);
a manifestacao clinica de queratopatia calcica em banda e lipidica em animais e humanos,
respetivamente (Gelatt, 2014d); e a supressao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, tal como
se verificou em cées (Gelatt, 2014d). Devem, portanto, ser usados por curtos espacos de
tempo, convenientemente inferiores a 2 semanas (Leonardi et al.,, 2012; La Rosa et al.,
2013).

A prednisolona, a dexametasona, a fluorometolona, a rimexolona e o loteprednol s&o
exemplos de corticosteroides utilizados em animais e humanos (Sanchez-Hernandez et al.,
2011; Gelatt, 2014d). Os dois primeiros mencionados sdo administrados aquando de
inflamacao ocular grave (Mishra, Tamboli, Jwala & Mitra, 2011). Os restantes adequam-se a
processos inflamatdrios moderados (Mishra et al., 2011) e provocam um menor aumento da
P10, desconhecendo-se a sua eficacia em animais (Gelatt, 2014d). A via de administracao é
a ocular tépica (Gelatt, 2014d; Sanchez-Hernandez et al., 2015).

No ambito da medicina humana ha que considerar ainda os corticosteréides nasais — que
através da diminuicdo do reflexo naso-ocular vao melhorar o quadro clinico da
rinoconjuntivite — e os antileucotrienos — que atuam sobre a sintomatologia nasal tipica da

mesma doenca (Sanchez-Hernandez et al., 2015).
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8.6. Imunoterapia alergénio-especifica

Recorre-se a ITAE, ndo s6 no tratamento da DAc, mas também no de diversas doencas do
foro alérgico que afetam o Homem, incluindo a rinoconjuntivite e casos de CA ligeira
(Malling, 1998; Griffin & Hillier, 2001; Durham et al., 2010; Leonardi et al., 2012;). A sua
realizagdo tem por objetivo uma maior tolerancia do paciente em relagdo aos alergénios
para os quais esta sensibilizado, sendo o Unico método disponivel para o efeito (Griffin &
Hillier, 2001; Bousquet et al., 2008; Calderon et al., 2012; Kovse, Zrimsek & Kotnik, 2012).
Identificados aqueles que originam um quadro clinico mais grave, dever-se-a proceder a sua
administracdo faseada e crescente até que a dose de manutencdo seja atingida (Griffin &
Hillier, 2001). De entre os varios protocolos disponiveis, existem uns mais rapidos, que se
designam por ITAE rush, em que a dose previamente mencionada é administrada passadas
algumas horas do seu inicio (Rico, 2014). Consequentemente, a probabilidade de ocorréncia
de efeitos secundarios € maior e o sucesso terapéutico, verificando-se, surge precocemente
(Rico, 2014).

Embora a eficacia deste procedimento ndo se possa prever (La Rosa et al.,, 2013), é
possivel, no entanto, avalia-la: pardametros como a regressdo dos sinais clinicos, a
reatividade cutanea e nasal, a redugédo na farmacoterapia instituida, bem como a qualidade
de vida do individuo alérgico, sao usados com essa finalidade em humanos (Rico, 2014). No
ambito da medicina veterinaria, também os TPC deverdo ser utilizados nesse sentido, de
acordo com as conclusfes obtidas a partir de um estudo de 2014 envolvendo cdes atépicos
com CA (Rico, 2014). Sabe-se que 50% a 100% dos casos de DAc tratados com recurso a
ITAE sdo bem-sucedidos (Loewenstein & Mueller, 2009).

8.7. Imunossupressores

Por outro lado, os imunossupressores - como a ciclosporina A e o tacrolimus, ambos de
origem fangica - podem ser prescritos com o intuito de minimizar quadros clinicos graves do
tipo de conjuntivite em causa (Martin, 2010e). A administracdo ocular topica dos exemplos
mencionados (Martin, 2010e) impede a ativacdo dos linfocitos T através da inibicdo da
calcineurina, o que impossibilita a transcricdo do gene da IL-2 (Gelatt, 2014d).

A ciclosporina A é sobretudo utilizada aquando de QCS por aumentar a producdo de
lagrima, estando também indicada na presenga de doengas imunomediadas superficiais, tal
como a CA (Martin, 2010d). O tacrolimus é cerca de 10 a 100 vezes mais potente que a
ciclosporina A, sendo eficaz no tratamento de QCS e queratites superficiais (Gelatt, 2014d).
Considera-se que a sua administracdo possa ser util sempre que a utilizagdo de ciclosporina
A néo seja suficientemente benéfica para o paciente (Gelatt, 2014d).

Apesar destes farmacos serem uma opcao terapéutica normalmente segura, € proibida,
tanto na Europa como nos E.U.A., a administracédo de inibidores da calcineurina para fins de

tratamento de doencas do foro alérgico ocular humano (Leonardi et al., 2012). A excec¢ao
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existe para individuos que sejam acompanhados em centros de referéncia (Leonardi et al.,
2012). A sua utilizagdo em medicina veterinaria esté reservada para casos clinicos crénicos

cuja recorréncia implicaria a administracéo excessiva de corticosterodides.

8.8. Antibidticos
Havendo infecdo bacteriana secundaria concomitante, esta indicada a utilizagdo de

antibiéticos topicos oculares, como por exemplo a tobramicina (Maggs, 2008b).

8.9. Anticorpos monoclonais
Um estudo realizado em 2008, no ambito da medicina humana, testou a eficacia do
omalizumab no controlo e regressao dos sinais clinicos de rinite alérgica decorrente do
contacto com pélen de cedro, tendo sido apreciadas melhorias a nivel nasal e ocular
(Nagakura et al., 2008). O omalizumab consiste num anticorpo monoclonal humanizado que
através da ligagéo a IgE, ao invés dos mastocitos, impede a desgranulagéo destes ultimos e

a subsequente ativacdo da cascata inflamatoria (Sanchez-Hernandez et al., 2015).

8.10. Tratamento de dermatite atGpica canina

A existéncia concomitante de DA e CAc (Maggs, 2008b) justifica que seja mencionado,
ainda que de forma breve, o tratamento instituido para a primeira doenca citada. A
abordagem terapéutica varia conforme se trate de um quadro clinico agudo ou grave e
mediante a distribuicdo anatomica das lesdes (Olivry et al., 2010). Neste contexto, perante
reacdes agudas do foro alérgico, é aconselhada a realizacdo de banhos com substéancias
ndo irritantes e glucocorticoides tépicos, tentando sempre identificar a causa da
sintomatologia que presenciamos (Olivry et al., 2010). Existindo cronicidade associada, esta
indicada a administracao de glucocorticéides topicos e orais, inibidores da calcineurina e a
realizacdo de ITAE (Olivry et al., 2010).
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CAPITULO Ill - Expressdo do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina

1. Objetivos

No ambito da presente dissertacdo de mestrado foi realizado um estudo em que se
guantificaram os niveis de expressao de mRNA do gene da IL-10 na conjuntiva de 20 cées,
10 deles com sinais clinicos de CAc, pretendendo-se desta forma contribuir para a

caracterizacdo da resposta imunitaria da referida doenca.

2. Material e métodos
2.1. Amostra em estudo

Da amostra em estudo fizeram parte 20 caes (Anexo V) que se apresentaram a consulta de
medicina geral e/ou oftalmologia e/ou dermatologia do Hospital Escolar da FMV-UL,
distribuidos por dois grupos: o grupo controlo, formado por 10 animais saudaveis; e 0 grupo
experimental, denominado atdpico, constituido por 10 pacientes com DA e CA associada.
Relativamente a ultima doenca citada, todos os cdes que dela padeciam se encontravam
num periodo de crise da mesma, pelo que o processo inflamatorio em curso era do tipo

agudo.

2.2. Selecédo dos pacientes

Um dos critérios de inclusdo comum a todos os animais que integraram o estudo em causa
foi a autorizagdo, por escrito, dos seus donos, relativamente a participacdo no mesmo
(Anexo ).

Do grupo controlo apenas fizeram parte cdes considerados saudaveis ao exame de estado
geral e sem historia de doencas do foro oftalmologico e dermatolégico que invalidassem a
sua participagdo na presente experiéncia.

O grupo atoépico incluiu animais diagnosticados tanto com DA como com CA — no Hospital
Escolar da FMV-UL ou noutras instituicdes semelhantes -, excluindo-se todos aqueles que:
estivessem a ser tratados com anti-histaminicos nos ultimos 14 dias e com ciclosporina A ou
glucocorticoides, tanto do tipo oral como tépico, nas Ultimas 3 semanas; tivessem sido
sujeitos a administracdo parentérica de glucocorticéides nas Ultimas 8 semanas;
apresentassem desequilibrios eletroliticos, gravidez ou final de estro h4& menos de 3
semanas; tivessem terminado ou iniciado imunoterapia nos Ultimos 6 meses; apresentassem
outras doencas oculares e/ou dermatoldgicas e tivessem sido previamente sujeitos a cirurgia

do mesmo tipo.
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2.3. Avaliagcédo dermatolégica
Todos os animais envolvidos no estudo foram submetidos a um exame dermatoldgico
completo. Nesse sentido, procedeu-se a sua identificacdo e dos eventuais fatores de risco
epidemioldgico associados; a andlise da respetiva histéria dermatolégica e clinica geral; e
ao registo da sintomatologia exibida, a par da resposta a terapéutica conhecida, numa ficha
concebida para esse efeito (Anexo II).
Para fins de diagnéstico de DAc, procedeu-se inicialmente a andlise da histéria e sinais
clinicos de cada paciente constante do grupo experimental, bem como a exclusdo de outras
causas de prurido passiveis de ocasionar sintomatologia idéntica a observada. As mais
comuns consistem na sarna sarcoptica, na dermatite alérgica a picada da pulga e nas
infecdes cutaneas primarias (Lourenco, 2010). Realizou-se ainda uma dieta de eliminacéo
durante um periodo minimo de 6 a 8 semanas — hidrolisada ou com uma nova fonte de
proteina — que ndo melhorou o quadro clinico de qualquer um dos animais. Posteriormente
utilizaram-se os critérios de diagnéstico de Favrot (Tabela 1), que confirmam a existéncia da
doenca em questdo com uma sensibilidade de 85,4% e uma especificidade de 79,1%

sempre que 5 dos mesmos se verificam (Olivry, 2010).

Tabela 1 — Critérios clinicos de diagnostico de DAc segundo Favrot.

CRITERIOS de FAVROT

Surgimento dos primeiros sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

Caes que vivem maioritariamente dentro de casa

Prurido favoravelmente responsivo ao tratamento com glucocorticoides

Prurido ndo associado a lesdes numa fase inicial

Patas anteriores atingidas

Pavilhdes auriculares atingidos

Auséncia de lesdes nas margens dos pavilhdes auriculares

Auséncia de lesbes na regido lombossagrada

Finalmente, foram realizados TI como complemento do diagnéstico clinico da DAc.

O sistema de classificacdo CADESI-4 utilizou-se unicamente em relagdo aos pacientes
atopicos, como forma de estimar a gravidade das lesfes existentes. Deste modo, avaliaram-
se 20 regifes anatdmicas quanto a presenca de eritema, liquenificacdo, escoriagbes e/ou
alopécia. Subsequentemente atribuiu-se um valor entre 0 (ausente) e 3 (grave) relativo a
gravidade com que cada um desses sinais clinicos se manifestava, recorrendo para isso a
uma adaptacdo da tabela de classificacdo original utilizada (Anexo Ill). De acordo com o
score total obtido, assim foi classificada a DAc: 0-10 ligeira, 11-35 moderada ou 36-60 grave
(Olivry et al., 2014).
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2.4. Avaliacdo oftalmologica
Todos os animais envolvidos no estudo foram submetidos a um exame oftalmico completo,
a que se seguiu o registo dos resultados obtidos numa ficha concebida para esse efeito
(Anexo Il). O exame mencionado incluiu varias etapas, nomeada e ordenadamente:

1) Observacédo externa dos olhos, pélpebras e estruturas perioculares com recurso a
uma fonte de luz focalizada;

2) Avaliacdo da resposta de ameaca e do reflexo palpebral, corneano, pupilar direto e
consensual, de ambos os olhos;

3) Realizacdo do TS (STT, Dina strips Schirmer-plus; Luneau SAS, Chartres, Franca)
para fins de avaliacdo da producéo lacrimal, sendo considerados normais os valores
entre 15 mm/min e 25 mm/min (Gelatt & MacKay, 1998);

4) Medicéo tripla e consecutiva da PIO de cada olho (Icare TONOVET tonometer TVO01,;
Icare Finland Oy; Vantaa, Finlandia), seguindo-se o célculo da média dos valores
obtidos e a sua validagcdo mediante um coeficiente de variacdo de 5%. Pressfes
entre 15 mm Hg e 25 mm Hg foram consideradas normais (Gelatt & MacKay, 1998);

5) Biomicroscopia com lampada de fenda (Kowa SL15, Téquio, Japdo), nhuma sala
escura, que incluiu a identificagéo e subsequente avaliagcdo quantitativa da gravidade
dos sinais clinicos oculares de CAc (corrimento ocular, epifora, hiperémia conjuntival,
prurido, quemose, queratite concomitante), através da atribuicdo de um valor entre O
(ausente) e 3 (grave), unicamente em relacdo ao grupo atopico;

6) Fundoscopia com oftalmoscépio indireto (Heine 6mega 500, Herrsching, Alemanha),
numa sala escura, posteriormente a dilatacdo das pupilas com tropicamida
(Tropicamida a 1%, Tropicil Top®; Edol, Linda-a-Velha, Portugal);

7) Realizagédo de outros exames complementares, considerados relevantes conforme o
caso clinico, para fins de exclusdo de causas ndo-alérgicas capazes de desencadear
a sintomatologia ocular observada. Exemplo: teste da fluoresceina (Fluoresceina;

Haag-Streit International, Kéniz, Suica).

A soma dos valores registados para a gravidade dos sinais clinicos de CAc observados,
permitiu a obtencdo de um score para cada olho, cujo resultado podia variar entre 0 e 18.

De forma a tornar mais rigorosa a avaliagdo quantitativa do prurido ocular sentido, foi
solicitado o testemunho dos donos relativamente ao comportamento exibido pelo paciente
fora da consulta. Com esse objetivo, deram-se-lhes antes a conhecer as diferentes
manifestacdes deste sinal clinico, entre elas a existéncia de blefarospasmo e as tentativas

de esfregar ou cocar a regido ocular e periocular.
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2.5. Colheita de amostras
Colheu-se uma amostra de cada animal envolvido no estudo, o que totalizou 24 biopsias de
conjuntiva canina (2x2 mm). Comecou-se por administrar duas gotas de anestésico ocular
topico (0,4% cloridrato de oxibuprocaina, Anestocil®; Oftalder, Oeiras, Portugal) intervaladas
de 5 min., a que se seguiu a escolha de uma regido pouco vascularizada da conjuntiva
palpebral inferior do olho manipulado neste contexto. Com o auxilio de uma pinca destacou-
se a &rea selecionada, tendo-se recorrido a uma tesoura pequena de tenotomia para fins da
sua secdo. Terminada a colheita da amostra, procedeu-se a sua conservagao individual
segundo as instrucdes do fabricante - de forma a proteger o &cido ribonucleico (RNA) -, num
microtubo contendo solucdo de estabilizacdo RNAlater® (Qiagen), por um periodo minimo
de 24 horas e maximo de 3 dias, devidamente identificadas. Todas as bidpsias de conjuntiva

foram armazenadas nhum mesmo frigorifico a -80°C.

2.6. Processamento de amostras
2.6.1. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O processamento das amostras ocorreu no Laboratério de Imunologia e Virologia da FMV-
UL. O RNA total foi extraido com o RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH; Hilden, Alemanha) de
acordo com as instrucdes do fabricante, a que se seguiu a digestdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA) concomitante, utilizando para isso o RNase-free DNase Set
(Promega; Wood Hollow road, Madison, E.U.A.). A concentracdo e pureza do RNA obtido
para cada amostra foram determinadas por espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific; E.U.A.) a 260 nm e 280 nm.

De seguida, procedeu-se a sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cCDNA)
através do Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH,;
Mannheim, Alemanha): apdés a adigcdo de 1 uL de Oligo (dT).;s primer ancorado (50uM,;
Roche), foram reversamente transcritas 250 ng de RNA total, diluidas numa quantidade de
agua esterilizada que perfizesse um volume total de 30 uL por amostra. Estas misturas
foram aquecidas a 65°C durante 10 min. e imediatamente arrefecidas a 4°.
Subsequentemente introduziu-se em cada um dos microtubos 0s seguintes reagentes e
respetivas doses, pela ordem com que sdo mencionados: 4 uL 5x de Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer (Roche), 0,5 pL de Protector RNase Inhibitor (40 U pL ™
Roche), 2 uL de Deoxynucleotide Mix (10 mM; Roche) e 0,5 uL de Transcriptor Reverse
Transcriptase (20 U uL *; Roche). As misturas assim formadas foram inicialmente aquecidas
a 55°C durante 30 min. e finalmente a 85°C durante 5 min. A concentracdo e pureza do
cDNA de cada amostra foram determinadas espectrofotometricamente (NanoDrop 1000,
Thermo Scientific; E.U.A.) a 260 nm e 280 nm. A sua pureza foi também avaliada atraves da
realizacdo de eletroforese em gel de agarose a 1%, com tampado Tris acetato contendo

acido etilenodiamino tetra-acético, em que se utilizou o brometo de etidio como corante.
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Todas as amostras de cDNA foram conservadas a -20°C até serem amplificadas por qRT-
PCR.

2.6.2. Selecdo dos primers

O gene housekeeping escolhido foi o da antizima da ornitina descarboxilase 1 (Oazl)
(Henriques et al., 2015), ap6s comparacao, por gRT-PCR, com outros 2 candidatos: o gene
da beta-actina e o gene da beta-glucoronidase. Foram quantificados os niveis de expresséo
do mRNA de cada um deles, optando-se pelo que tinha valores de transcricdo de mRNA
mais proximos dos do gene da IL-10. O equipamento e placas de pocos utilizadas, o
esquema de amplificacdo, o contedudo de cada reacdo de polimerizacdo, bem como o
método empregado na andlise dos dados obtidos a partir do qRT-PCR realizado, coincidem
com a descricdo que surge no subcapitulo seguinte da presente dissertacdo de mestrado,
relativamente aos mesmos.

Os primers que constam da Tabela 2 foram gentilmente cedidos pela Professora Doutora

Luisa Mateus e utilizados para fins de quantificagdo do mRNA respeitante ao gene da IL-10.

Tabela 2 - Sequéncias dos primers utilizados na quantificacao, por gRT-PCR, dos niveis de

expressao de mRNA do gene da IL-10 na conjuntiva ocular canina.

Gene Sequéncia (5° 2 3’)

IL-10 D: ACATCAAGAACCACGTGAACTCC
R: ACTCACTCATGGCTTTGTAGACACC

Oazl D: CAGGTGGGCGAGGGAATAG

R: ATGTGTTTGGAGCCCGTGA

Legenda: D - Primer direto; R - Primer reverso.

2.6.3. gRT-PCR
Para fins de concretizacdo do qRT-PCR realizado no ambito da quantificacdo dos niveis de
expressdo de mRNA da IL-10 na conjuntiva ocular canina, recorreu-se ao equipamento 7300
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e a placas de 96 pocos para PCR quantitativo
(Applied Biosystems; Warrington, Reino Unido). Cada reacgéo de polimerizacao foi preparada
em pocos duplicados, com um volume final de 20 uL contendo 2 uL de primer reverso (100
nM), 2 uL de primer direto (100 nM), 4 uL de agua esterilizada, 10 uL de Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 2 uL de cDNA. O esquema de amplificacdo
consistiu numa fase inicial de desnaturacdo de 10 min. a 95°C, seguida de 40 ciclos de
amplificacdo (15 segundos a 95°C e annealing aos 60°C durante 1 min.). Os resultados
obtidos relativamente a quantificacdo do mRNA foram analisados através do algoritmo Real-

Time PCR Miner (Zhao & Fernald, 2005).
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2.6.4. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados recolhidos foi efetuada através da utilizagdo do programa
Rcommander versdo 3.2.1 (Core team, 2014). Primeiramente procedeu-se a sua analise
descritiva para fins de caracterizagdo da amostra, que incluiu o calculo da média, do desvio-
padrdo, dos maximos e minimos das varidveis e da sua frequéncia relativa e absoluta. Os
valores referentes aos niveis de expressao de mRNA do gene da IL-10 por grupo, ao score
de CA e ao CADESI-4, séo apresentados sob a forma de médiatdesvio-padrao.

Em seguida analisou-se a distribuicao das variaveis em estudo com o teste de Shapiro-Wilk.
A inexisténcia de normalidade associada, a par do facto de serem do tipo quantitativo e
pertencerem a grupos independentes, determinou a realizacdo do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney-Wilcoxon em relacdo aos valores obtidos, por grupo, para os niveis de
expressdao de mRNA do gene da IL-10.

A associagdo entre os niveis de expressado previamente citados e os valores de CADESI-4
foi avaliada através do teste de correlagdo de Spearman, tendo-se procedido da mesma
forma relativamente ao score de CA. Independentemente do teste escolhido, o intervalo de
confianga foi sempre de 95%, pelo que apenas valores de p<0,05 foram considerados

significativos.

3. Resultados

3.1. Caracterizagcdo da amostra
Embora os resultados analisados digam respeito a uma amostra constituida por 20 animais,
foi realizado um total de 24 biépsias de conjuntiva canina. A obtencdo de curvas de
amplificacdo do qRT-PCR invalidas para duas delas, ambas pertencentes ao grupo atopico,
obrigou a sua excluséo para efeitos de participacdo neste estudo. De forma a tornar mais
rigorosa e exequivel, ndo s6 a andlise estatistica dos dados, como também as conclusdes
passiveis de serem retiradas a partir dos mesmos, decidimos reduzir o nimero de amostras
de conjuntiva pertencente ao grupo controlo para 10. Consequentemente, um total de 20
céaes distribuido de forma equitativa por dois grupos, um controlo e outro experimental, cada
um deles com 10 animais, integrou o estudo em causa (Anexo V).
40% (4/10) dos individuos constantes no grupo controlo eram machos, enquanto 60% (6/10)
eram fémeas. A idade média calculada foi de 8,2+4,2 anos, havendo apenas dois animais
com idade inferior a 3 anos (20%). Relativamente & distribui¢cdo das racas, ha que assinalar
a existéncia de 4 distintas, correspondentes a 5 dos 10 animais deste grupo (50%). Desses
5, 4 eram de raca pura — 2 Labradores retriever, 1 Pequinés e 1 Barbado da Terceira - e 1
de raga cruzada — cruzado de Boxer. Todos os outros cdes (50%) tinham raca
indeterminada, a qual prevaleceu neste caso.
Também no grupo atépico havia 40% (4/10) machos e 60% (6/10) fémeas. A média de

idades calculada foi de 4,4+3,4 anos, sendo que 5 dos 10 animais estudados tinham idade
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inferior ou igual a 3 anos (50%). Identificaram-se 6 racas distintas correspondentes a 9 dos
10 animais considerados (90%), todos eles de ragca pura. De entre elas prevaleceu a
Weimaraner e a Labrador retriever, representadas por 3 (30%) e 2 (20%) dos 10 animais do
grupo, respetivamente. 1 exemplar (10%) de cada uma das ragas mencionadas em seguida
constava também desta amostra: Bulldog inglés, Shih tzu, Fox terrier e Boxer. Apenas um
dos cées (10%) era de raca indeterminada

3.2. Avaliacao oftalmolégica
O exame oftadlmico completo a que todos 0s animais estudados foram submetidos néo
revelou existir sintomatologia clinica capaz de invalidar a sua participagcdo no presente
estudo. Os dados assim recolhidos constam do Anexo V.
Numa sala escura, recorrendo ao biomicroscopio com lampada de fenda, avaliou-se
guantitativamente a gravidade dos sinais clinicos de CAc apresentados pelos 10 pacientes
do grupo atépico. Desta etapa do exame oftalmoldgico resultou um score total relativo a
doenca mencionada (Anexo VI), cujo valor da médiatdesvio-padréo referente ao olho
esquerdo, direito e média dos dois olhos foi o seguinte, respetivamente: 8,9+2,13; 9,1+2,51;
9,0+2,30.
Todos os animais (10/10) avaliados desta forma apresentavam hiperémia conjuntival e
prurido ocular. A prevaléncia de 100% associada a ambos, segue-se, por ordem
decrescente, a dos restantes sinais clinicos quantificados: epifora 90%, quemose 80%,
corrimento ocular 60% e queratite concomitante 30%. Apenas 3 em 10 animais exibiam um
qguadro clinico assimétrico, ndo se tendo verificado a existéncia de sintomatologia alérgica
ocular do tipo unilateral.
O Gréfico 1 elucida-nos acerca do numero absoluto de pacientes em que foi detetada a
presenca de cada um dos sinais clinicos mencionados e da gravidade com que 0s mesmos

se manifestaram mediante o olho considerado.

Grafico 1 - Distribuicéo e gravidade dos sinais clinicos de CAc mediante o olho avaliado.
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Legenda: O.E. — Olho esquerdo; O.D. — Olho direito.
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3.3. Avaliacédo dermatolégica
Tal como ja mencionado, utilizou-se o sistema de classificacdo CADESI-4 unicamente em
relacdo ao grupo experimental, do qual faziam parte os pacientes de DA pertencentes ao
conjunto de animais estudados. O valor da médiatdesvio-padrao para este parametro foi de
22,1+£15,72. Mediante o score total obtido desta forma (Anexo VII), a doenca em causa foi
classificada como ligeira, moderada ou grave (Olivry et al., 2014), sendo possivel visualizar
a distribuicéo percentual deste aspeto no Gréfico 2.

Grafico 2 - Distribuicdo percentual da classificacdo da gravidade da DA de acordo com o

score total obtido através do sistema de classificacdo CADESI-4.
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3.4. Niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10
Os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 foram determinados para cada um dos
animais pertencentes ao grupo controlo e ao grupo atopico (Anexo VIII), sendo que a sua
distribuicdo consta do Gréafico 3 e da Tabela 3. O valor da médiatdesvio-padrao € de
0,004+0,0024 e 0,005+0,0029, respetivamente.
Em seguida, utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney-Wilcoxon para perceber se
havia diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos relativamente ao

parametro em andlise, o que se verificou ndo existir (p=0,53).
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Grafico 3 - Distribui¢cdo dos niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 por grupo.
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Tabela 3 - Distribui¢cdo dos niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 por grupo.

Grupo atopico | Grupo controlo
Minimo 0,0030 0,0014
Percentil 25% 0,0037 0,0025
Mediana 0,0045 0,0044
Percentil 75% 0,0058 0,0056
Maximo 0,0132 0,0090

3.5. Coeficiente de correlagdo entre variaveis
3.5.1. Coeficiente de correlagdo entre os niveis de expressdo de mRNA
do gene dalL-10 e 0 score de CA
Relativamente ao grupo atépico, foi estudado o grau de associagdo entre 0s niveis de
expressdo de mRNA do gene da IL-10 e o valor obtido para a média do score de CA de
ambos os olhos (Gréfico 4). Nesse sentido, realizou-se o teste de correlacdo de Spearman
gue nos permitiu verificar a existéncia de um coeficiente de correlagdo negativo entre os
parametros analisados (coeficiente de correlacdo de Spearman (rs)=-0,33), o qual era

estatisticamente né&o significativo (p=0,35).
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Grafico 4 — Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdao de mRNA do gene da IL-

10 e o score de CA do grupo atdpico.
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3.5.2. Coeficiente de correlagdo entre os niveis de expressdo de mRNA
do gene da IL-10 e os valores de CADESI-4.
O grau de associagao entre os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 e os valores
de CADESI-4 obtidos para o grupo atépico foi estudado através da realizacdo do teste de
correlagdo de Spearman (Grafico 5). Verificou-se existir um coeficiente de correlacdo
positivo entre os parametros citados (rs=0,41), ainda que estatisticamente ndo significativo
(p=0,25).

Grafico 5 — Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-
10 e os valores de CADESI-4 do grupo atépico.
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4. Discusséao

4.1. Caracterizacdo da amostra
Como ja mencionado, o estudo em causa envolveu a participagdo de dois grupos de 10
cdes para fins da sua realizagdo. O género, a idade e a raca de cada um deles foram
registados (Anexo V) e analisados estatisticamente.
Apesar da bibliografia existente a respeito da CAc ser escassa (Lourengo et al., 2011), a sua
manifestacdo, frequentemente associada a de DAc, leva a crer que haja uma forte
associacao entre as duas doencas (Wittich, 1941). A prevaléncia exata desta situacao ainda
estd por determinar, correspondendo a 50% o maior valor até hoje obtido (Scott, 1981;
Willemse, 1984). Fatores como a especialidade clinica do médico veterinario ou a gravidade
das lesBes cutaneas, parecem justificar as dificuldades inerentes ao seu calculo realista
(Lourenco et al., 2011). Dada a associacéao referida e pelo facto do grupo experimental ser
unicamente formado por animais atopicos, faz sentido comentar as caracteristicas da
amostra recorrendo ao padrao de manifestagéo clinica préprio da DAc.
As opinides variam no que respeita a predisposi¢cdo sexual para o desenvolvimento de DA
em cées: h4 autores que acreditam numa maior tendéncia para 0 seu surgimento em
fémeas, outros em machos e outros ainda que afirmam nédo existir qualquer influéncia do
género do animal sobre o aparecimento desta doenca do foro alérgico (Griffin & DeBoer,
2001; Favrot et al., 2010). De facto, a maioria dos cédes atopicos que integraram o presente
estudo eram fémeas (60%), o que corroboraria uma possivel predisposicao deste género
para apresentar DA, ndo fosse a amostra ser tdo pequena (n=10). Curiosamente obteve-se
a mesma percentagem de fémeas para o grupo controlo.
Relativamente a idade, constatou-se que 0s animais pertencentes ao grupo atépico eram,
na sua maioria, mais jovens que os do grupo controlo. No entanto, mais importante que a
idade do animal no momento da consulta é a idade correspondente ao inicio dos sinais
clinicos de atopia canina.
Consultando a ficha clinica dos animais do grupo experimental, foi possivel constatar, nos
casos em que esta informagéo estava disponivel, a data aproximada respeitante ao inicio
dos sintomas de DA. Verificou-se que a maioria 0s manifestou pela primeira vez com menos
de 1 ano, idade consensual relativamente ao que esta descrito na bibliografia (Favrot et al.,
2010). Além desta, também a idade associada ao aparecimento dos primeiros sinais clinicos
de CAc foi investigada: embora ndo exista informacgéo a este nivel quanto a metade dos
animais examinados, sabe-se que ela coincidia com a do surgimento do quadro clinico de
DA em relagdo aos restantes pacientes. Tratando-se de dados cuja obtencdo depende da
atencdo e memoria dos donos, é importante a sua colaboracdo e empenho para que o
diagnostico e acompanhamento desta e outras doencas sejam conseguidos mais

eficazmente.
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A existéncia de DA nado é requisito obrigatério para que se padeca de CAc, sendo que
qualquer raca esta sujeita ao seu desenvolvimento (Maggs, 2008b). Novamente, pelo facto
do grupo experimental apenas incluir animais atépicos, este tipo de conjuntivite devera ser
encarado como uma manifestacéo clinica local da primeira doenca citada.

Apesar de certas limitagdes, como sdo uma deficiente analise estatistica ou uma amostra
nao representativa da populacdo analisada (Lourenco, 2010), alguns estudos comprovaram
a existéncia de predisposicao racica associada a DAc (Griffin & DeBoer, 2001; Sousa &
Marsella, 2001), havendo racas identificadas como particularmente propensas ao
desenvolvimento desta doenca sem que essa caracteristica dependa da localizacdo
geogréfica considerada (Lourenco, 2010). Quanto ao grupo atopico, a raca Boxer (n=1) e a
Bulldog (n=1) enquadram-se nesta situacdao (Lourenco, 2010), acontecendo 0 mesmo
relativamente a um cruzado de Boxer (n=1) do grupo controlo. Por seu lado, a raca Labrador
retriever é a Unica, de entre as que constituem a amostra em estudo, que apresenta
predisposicdo para DA mediante a regido em causa (Lourenco, 2010). Um e dois
exemplares da mesma fazem parte do grupo atopico e controlo, respetivamente.
Finalmente, e de acordo com a bibliografia consultada, 3 dos animais pertencentes ao grupo
controlo apresentavam um maior risco relativo de dermatite atépica, a semelhanga de 5 dos
10 cées constantes do grupo experimental (Griffin & DeBoer, 2001; Lourenco, 2010). As
racas que justificam as presentes afrimagbes quanto ao grupo anteriormente citado
correspondiam a Labrador Retriever (n=2), Bulldog inglés (n=1), Fox Terrier (n=1) e Boxer
(n=1). No caso do grupo controlo consistiam na Labrador Retriever (n=2) e num cruzado de
Boxer (n=1).

4.2. Avaliagao oftalmoldgica

O score de CAc foi determinado unicamente para o grupo atdpico, jA que o0s restantes
animais da populacdo estudada eram saudaveis e ndo apresentavam esta doenca. Os
resultados obtidos quanto a sua médiatdesvio-padrdo foram de 8,9+2,13 para o olho
esquerdo e 9,1+2,51 para o olho direito. Estes nimeros revelam a manifestacdo maioritaria
de um quadro clinico idéntico em ambos os olhos e assimétrico unicamente em relagéo a 3
dos 10 animais estudados. Em todos os casos (n=10) a sintomatologia alérgica ocular
exibida foi do tipo bilateral. Tanto a simetria como a lateralidade dos sinais clinicos
caracteristicos dos pacientes avaliados desta forma estdo em conformidade com a
bibliografia existente a esse respeito (Bielory, 2000b).

Apesar deste método de avaliacdo quantitativa da CAc ser uma ferramenta Uutil no seu
diagnostico, a classificacdo da doenga mediante a sua gravidade a partir do score calculado
ainda ndo é uma realidade, nem para a medicina veterinéria, nem para a medicina humana.
Relativamente a ultima area citada, importa mencionar a existéncia de um sistema de

classificagéo recentemente criado: baseia-se na interferéncia deste tipo de conjuntivite sobre
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a acuidade visual do paciente e diferentes atividades quotidianas como ler e praticar
exercicio fisico (Sanchez-Hernandez et al., 2015). Cada um dos parametros analisados
neste contexto exige da parte do individuo examinado uma resposta que varia entre “sim” e
“ndo”. Os resultados que dai advém conduzem a classificacdo da CAh enquanto ligeira,
moderada ou grave (Sanchez-Hernandez et al., 2015). De qualquer forma, os valores
relativos ao score de CAc serdo abordados mais a frente a propésito da sua correlagcdo com
os de CADESI-4 e com os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10.

Sao 3 os sinais clinicos oculares cuja manifestacdo concomitante permite diagnosticar
quase definitivamente CA em cdaes. A hiperémia conjuntival, o prurido ocular e a quemose
formam, nesta ordem, a triade em causa (Friedlaender, 2011). Nao havendo prurido, entdo a
conjuntivite é de outro tipo que nao o alérgico e devera ser investigada nesse sentido
(Bielory & Friedlaender, 2008). Todos os animais do grupo atopico (10/10) apresentavam
hiperémia conjuntival e prurido ocular, sendo que 80% deles também tinha quemose. Isto
significa que para 8 dos 10 cées alérgicos avaliados, a existéncia de CA era praticamente
certa obedecendo ao que anteriormente foi escrito. A agdo da histamina é decisiva para que
se verifiguem os trés sinais clinicos mencionados. Isto acontece precocemente aguando da
inflamacdo aguda da conjuntiva (Mortemousque et al., 2006; Morales, Duran, Delgado &
Hernandez, 2008), situagdo que se constatou estar associada a cada um dos animais deste
grupo no momento da sua avaliacao oftalmolégica. Dai que as elevadas percentagens
respeitantes aos sinais previamente abordados sejam de certa forma previsiveis.

Nem sempre ha producéo de corrimento ocular aquando de CAc, situacd@o caracteristica de
formas ligeiras da doenca. Existindo, é do tipo seroso na fase aguda da inflamacéo
(Carmichael, 2010) e mucoso em casos considerados graves (Martin, 2010b). 6 dos 10
animais avaliados exibiam este sinal clinico, contrastando com os restantes 4, cuja
sintomatologia seria, muito provavelmente, de menor gravidade.

Finalmente, vamos abordar a queratite concomitante. Raramente se verifica (Lourenco et al.,
2011), tendo ocorrido unicamente em relagdo a 30% dos pacientes. Relembrando as varias
percentagens obtidas, é possivel constatar ser esta a menor de todas elas, o que coincide
com o que foi referido a propdsito da reduzida frequéncia com que este sinal clinico se

manifesta.

4.3. Avaliagdo dermatoldgica
Também o sistema de classificagdo CADESI-4 foi utilizado apenas no grupo experimental,
visto que os restantes animais da populacdo estudada eram saudaveis e ndo padeciam de
DAc. O valor da médiatdesvio-padréo para este parametro foi de 22,1+15,72, o que
segundo a bibliografia consultada corresponde a uma forma moderada da doenca (Olivry et
al., 2014). O valor percentual calculado relativamente a frequéncia relativa de casos ligeiros

e graves de DA exibidos pelos caes avaliados desta forma foi 30%.
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Os resultados referentes ao CADESI-4 voltardo a ser abordados a proposito do seu

coeficiente de correlacdo com os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10.

4.4. Niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10

Os niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 relativos as biépsias de conjuntiva
canina efetuadas (Anexo VIII) foram calculados por gRT-PCR, tendo-se obtido um valor de
médiatdesvio-padrdo equivalente a 0,004+0,0024 no grupo controlo e a 0,005+0,0029 no
grupo atépico. Estes resultados permitem verificar que os niveis de expressdo estudados
foram superiores no caso do grupo atopico, embora as diferencas que lhes estdo
associadas ndo sejam estatisticamente significativas, pois o valor de p corresponde a 0,53.
Em amostras celulares saudaveis, de que sao exemplo os fragmentos de conjuntiva canina
recolhidos a partir dos animais constantes do grupo controlo, a citocina investigada €&
produzida em reduzidas quantidades (Li et al., 2012) como forma de controlar a progressao
de eventuais processos alérgicos e/ou inflamatérios que tenham inicio (Speiran et al., 2009;
Li et al., 2012). Por outro lado, importa relembrar que os linfécitos Th2 sdo um dos principais
produtores de IL-10 no contexto das reagfes de hipersensibilidade do tipo I, caracteristicas
da sequéncia de eventos imunitarios proprios da CAc (Day, 2008b; Bonini et al., 2009;
Ghasemi et al., 2012). Nesse sentido, as expectativas corresponderam a realidade aquando
da obtengcdo de um valor de média superior quanto aos niveis de expressdo de mRNA do
gene da IL-10 por parte dos animais pertencentes ao grupo atopico. No entanto, esses
mesmos valores ndo s sdo proximos dos obtidos pelo grupo controlo, a semelhanca dos
calculados para o desvio-padrdo, como a diferenga existente entre eles ndo €
estatisticamente significativa. Uma possivel justificacdo para esta situacdo tem a ver com a
dimensado da amostra de ambos os grupos (n=10). Simultaneamente e pelo mesmo motivo,
a influéncia individual de cada nivel de expressdo de mRNA do gene da IL-10 determinado
tem um maior impacto sobre os valores de média e desvio-padrao calculados, o que torna a
existéncia de outliers particularmente relevante nestas circunstancias.

De acordo com a pesquisa efetuada, tanto em animais como em humanos, ainda esta por
definir a forma como o0 gene estudado se expressa em tecidos celulares saudaveis
comparativamente aos que se encontram associados a processos inflamatérios e/ou
alérgicos. Por esse motivo, seria interessante e importante a realizacdo de estudos nesse
sentido envolvendo amostras de animais constituidas por um maior nimero de individuos e

também de citocinas.
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4.5. Coeficiente de correlagdo entre variaveis
4.5.1. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de expressdao de mRNA
do gene daIL-10 e 0 score de CA

De acordo com os resultados obtidos através do teste de correlagdo de Spearman, foi
possivel constatar que ndo existe qualquer associagéo estatisticamente significativa entre os
niveis de expressdo de mRNA do gene da IL-10 e a média do score de CA de ambos os
olhos dos animais atdpicos, pelo que os valores obtidos para um e outro parametro néo
estéo relacionados.
Ha uma triade de sinais clinicos cuja manifestacdo permite, de forma quase definitiva,
diagnosticar CAc. Ela é formada pela hiperémia conjuntival, pela quemose e pelo prurido
ocular (Friedlaender, 2011), cuja auséncia implica que a doenca em causa seja de outro tipo
que nao o alérgico (Bielory & Friedlaender, 2008). De entre os 10 animais constantes do
grupo atopico, 8 apresentavam a triade referida, o que significa que em relagdo a 80% dos
mesmos, o diagndstico dificilmente estaria errado.
A CA, enquanto doenca do foro inflamatorio e alérgico ocular que é, implica uma maior
producédo de IL-10 gragas a existéncia de um numero superior de linfocitos Th2 circulantes
(Day, 2008b; Bonini et al., 2009; Ghasemi et al., 2012). Esta particularidade leva a crer que
os niveis de expressdo de mRNA da citocina mencionada e os valores correspondentes ao
score de CA estejam correlacionados, conclusdes que ndo podem ser retiradas a partir dos
resultados obtidos. A reduzida dimens&o da amostra e a consequente sobrevalorizagcédo dos
outliers nestas circunstancias sdo exemplos de motivos pelos quais 0s parametros
estudados ndo estdo associados de forma estatisticamente significativa. A presenca
concomitante de outras doencas oftalmicas ou até mesmo sistémicas com uma
sintomatologia clinica idéntica a da CA poderia justificar os resultados obtidos, caso a
auséncia das mesmas nao fizesse parte do conjunto de critérios de exclusao utilizados. De
acordo com a pesquisa efetuada ndo existem referéncias bibliograficas de estudos que
contemplem a correlacdo em causa, tanto no ambito da medicina veterinaria como também
no da humana, pelo que seria interessante a sua realizagdo com uma amostra de animais

gquantitativamente superior a utilizada neste estudo.

4.5.2. Coeficiente de correlagdo entre os niveis de expressdo de mRNA
do gene da IL-10 e os valores de CADESI-4
Os resultados obtidos através do teste de correlagdo de Spearman revelaram que o0s niveis
de expressdo de mRNA do gene da IL-10 e os valores de CADESI-4 estdo associados de
forma estatisticamente néo significativa.
Por um lado, enquanto sistema de avaliagdo quantitativa dos sinais clinicos de DA em caes,
o CADESI-4 possibilita a classificacdo desta doenga em “ligeira”, “moderada” ou “grave”,

conforme a gravidade das lesbes existentes (Olivry et al., 2014). Por outro, a DAc, a
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semelhanca da CAc, pertence ao conjunto de doencas cujas reacdes sao de
hipersensibilidade do tipo I, o que significa que neste caso também se verifica um aumento
do numero de linfécitos Th2 circulantes e da sintese de IL-10, ambos importantes
relativamente a exuberancia da sintomatologia manifestada (Day, 2008b). Nesse sentido, o
coeficiente de correlacdo positivo existente entre os dois parametros analisados coincide
com a bibliografia consultada a este respeito, ainda que os resultados em causa nhao
possam ser comparados. Isto porque até a data e segundo se apurou, ndo existem estudos
dedicados a mesma questao.

A reduzida dimensao da amostra é uma causa provavel para que as diferencas existentes
ndo sejam estatisticamente significativas, pelo que mais uma vez seria interessante a
repeticdo desta experiéncia — e/ou outras mais abrangentes — com uma maior amostra de

animais.
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5. Concluséao

O estudo realizado no ambito da presente dissertacdo de mestrado subordinada ao tema
“Expressao do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina” teve como principal
objetivo contribuir para a caracterizacdo da reposta imunitaria da doenca citada.

Depois de serem analisados estatisticamente, os resultados obtidos foram interpretados,
deles se retirando as conclusdes a seguir enunciadas. Por um lado, constatou-se que 0s
animais pertencentes ao grupo atopico apresentaram maiores niveis de expressdo de
MRNA do gene da IL-10 em relagdo aos do grupo controlo. O facto dos valores em causa
serem préximos podera estar relacionado com a reduzida dimensdo da amostra utilizada.
Por outro, estabeleceram-se dois coeficientes de correlacdo que abrangem os parametros
analisados. O primeiro, negativo, verificou-se entre os niveis de expressdo de mRNA do
gene da IL-10 e a média do score de CA de ambos os olhos. O segundo, positivo, entre 0s
mesmos niveis de expressao e os valores de CADESI-4 registados. Em ambos os casos as
diferencas encontradas nédo foram estatisticamente significativas. Deste modo constatou-se
gque a quantidade de IL-10 produzida esta aparentemente associada a gravidade das lesbes
de DA mas ndo de CAc, pelo que a quantificacdo dos seus niveis de expressdo na
conjuntiva podera ser utilizada unicamente em relagcdo ao estudo da fisiopatologia e
tratamento de atopia em caes.

As conclusdes a que a experiéncia em questdo permitiu chegar requerem a realizacdo de
estudos similares - ou mais abrangentes - para que sejam validadas, gracas a reduzida
dimensdao da amostra utilizada. Esta necessidade é reforcada pela inexisténcia de
bibliografia capaz de as confirmar, razao pela qual ndo foi possivel comparar os resultados
obtidos e abordar de forma mais pormenorizada a tematica da CAc. Para que os estudos
vindouros sejam bem-sucedidos, ha um conjunto de condic¢des relevantes que deverao estar
reunidas. Entre elas, a cooperacdo de donos atentos, informados e sensibilizados para esta
doenca, a definicdo de critérios que visem o seu diagndéstico e a comunicacao eficaz entre
oftalmologistas e dermatologistas sao particularmente importantes. Nessas circunstancias, é
guase certo o diagnostico atempado da doenca e uma maior eficacia do protocolo

terapéutico instituido.
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ANEXO | — Autorizacdo dos proprietarios quanto a participagdo do seu animal de estimacao

no estudo “Expressao do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina” (original).

AUTORIZACAO

Eu, , cartdo de cidadéo n° ,
proprietério do animal de nome , raca :
idade e sexo , declaro que autorizo a colheita de uma

amostra de conjuntiva de 2x2 mm apés aplicacdo de anestesia tOpica para realizacdo do
ensaio experimental “Expressdo do gene da interleucina-10 na conjuntivite alérgica canina”,

que tem como responsavel a Prof. Doutora Esmeralda Delgado.

Lisboa, de de 2015.

74



ANEXO Il - Ficha “Colheita de bidpsia de conjuntiva canina” (original).

COLHEITA DE BIOPSIA DE CONJUNTIVA CANINA

Colheitan®___ Data: _ / /

Nome: Raca:
Idade: Sexo:F FC M MC Peso: kg
Sinais particulares:

Proprietério: Contacto:

Fotos:

EXAME DERMATOLOGICO

Histéria dermatolégica
Inicio dos sintomas:

Sinais clinicos:

Tratamento efetuado e/ou atual:

Data de inicio do tratamento:

EXAME OFTALMOLOGICO

Sinais oculares:

Inicio: Agudo/ Subagudo/ Crénico
Evolucéo: Estética / Progressdo / Regressao / Intermitente / Episddica
Tratamento efetuado e/ou atual:

O.E.

O.D.

Resposta de ameaga

Reflexo palpebral

Reflexo corneano

RFD

RFC

Teste de Schirmer

PIO
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Biomicroscopia:

Fundoscopia:

AVALIACAO QUANTITATIVA DOS SINAIS CLINICOS DE CONJUNTIVITE ALERGICA

O.E. O.D.

Corrimento ocular (0 a 3)
Epifora (0 a 3)
Hiperémia conjuntival (0 a 3)
Prurido (0 a 3)
Quemose (0 a 3)
Queratite concomitante (0-3)
Score TOTAL

Resultados e observacgbes:

COLHEITA DA AMOSTRA E IDENTIFICACAQ

Colheita da amostra de conjuntiva palpebral ap6s uma gota de Anestocil O.D.L. O.E.U
Dificuldades:

Sangrou: SIM1  NAO [
Envio para laboratdrio - identificagéo n°
Resultados e observagdes:
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ANEXO Il — Tabela de classificagdo CADESI-4 (adaptado de Olivry et al., 2014).

Tabela de classificacdo CADESI -4

CADESI-04 (ICADA)

Escoriagcdes

Eritema | Liquenificacao .
! 'queniticac e/ou Alopécia

TOTAL

Regiéo perilabial 1
(esquerda e direita combinadas)
) ) Esq. 2
Pavilhd@o Auricular
Dto. 3
Esq. 4
Axilas
Dta. 5
Patas dianteiras Es 6
(faces dorsal e a4
palmar Dt 2
combinadas) a
Patas traseiras Esq. 8
(faces dorsal e
plantar
. Dta. 9
combinadas)
Flexor ulnar do Esg. 10
carpo (dobras do Dto. 11
cotovelo) Dia. 13
Esq. 14
Flancos
Dto. 15
Regido inguinal Esq. 16
(virilhas) Dta. 17
Abdoémen 18
Perineo (desde a vulva/escroto até 19
ao anus)
Face ventral da cauda (proximal) | 20

Classificar cada regido e lesdo com:

grave — 3.

ausente - 0; pouco — 1; moderado — 2;

Score TOTAL (20 x 3 x 3 =180)

Legenda: Dta. — Direita; Dto. — Direito; Esq. — Esquerda(o).
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ANEXO |V - Dados dos animais incluidos no estudo “Expressao do gene da interleucina-10

na conjuntivite alérgica canina”.

IDENTIFICACAO

DO GRUPO GENERO IDADE RACA

ANIMAL/COLHEITA
1C Controlo F 10,3a Pequinés
2C Controlo F 2a Indefinida
3C Controlo M 13a Cruzado de Boxer
4C Controlo F 10a Indefinida
5C Controlo F 1l1a Indefinida
6C Controlo M 9a Labrador retriever
7C Controlo F la Barbado da Terceira
8C Controlo M 5a Indefinida
9C Controlo F 8a Indefinida
10C Controlo M 12,7a Labrador retriever
1A Atépico M 3a Bulldog inglés
2A Atopico M 10a Shih tzu
3A Atdpico M 2a Labrador retriever
4A Atdpico M 1,5a Weimaraner
5A Atdpico F 11m Weimaraner
6A Atépico F da Labrador retriever
7A Atopico F 6a Weimaraner
8A Atdpico F 10a Fox Terrier
9A Atdpico F 1,1a Boxer
10A Atdpico F ba Indefinida

Legenda: a — anos; A — Atdpico; C — Controlo; F — Feminino; m — meses; M — Masculino.
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ANEXO V - Resultados do exame oftalmoldgico realizado a todos os animais do grupo controlo e atépico.

IDENTIFICACAO Resposta Reflexo Reflexo Tes-te de PIO o ) _
do de ameaca | palpebral corneano RFD RCF Schirmer (mmHg) Biomicroscopia | Fundoscopia
ANIMAL/COLHEITA (mm/min.)
OE.|OD. | OE. |OD. |OE. |OD. |OE. [OD. | OE. |[OD. | OE. | OD. | OE. | OD.| OE. OD. | OE. | OD
1C ol vl vl vl v vyl v v ]| v | 16|18 18 19 N N N N
2C v v v v v v v v v v | 16 | 10 | 19 | 20 N N * *
3C v | v ol vl v | v v |l v 1 ~ 22 ] 2 | 14 ] 15 N N N N
4C v v v v v v v v v s 17| 1512 11 N N N N
5C v v v v v v v v v s | 16 | 18 | 18 | 19 N N N N
6C clv |l v\ v | vi|lv|v|iv|v]|v |11 |17 19 N N N N
7c v | v ol vl v | v v |l v |~ | 7] 17| 13] 15 N N N N
8C x| x|/, 1,1/ 17 /11,1, 116]18]21]22 N N = =
9C clv|v]|vi|iv|iv]|v]| v | v || 15| 161213 N N
10C v v v v v v v v v s | 17 | 16 9 10 N N
1A A VN v ol vl v | v vl vl v 7| 17| 15| 17 . . N N
2A v v v v v v v v v s | 15 [ 15 | 17 | 18 . R N N
3A Sl vl v v | v | v | v ]| v | v |11 1212 . . N N
4A v v v v v v v v v s | 18 [ 24 | 15 | 14 . R N N
5A Sl v v v | v v | v ]| v | v |18]2]17]15 . . N N
6A v v v v v v v v v s |16 | 18 | 17 | 19 . . N N
7A 2 VN v ol v |l v | v vl vl ~v 7] 19] 9 | 10 . . N N
8A v v v v v v v v v s | 16 [ 21 | 15 | 15 . . * *
9A Yy v v v |l v | v |v )| v | v | 16| 17|18 2 . . N N
10A | v ol vl v | v v |l v | ~v | 21| 2 | 15 | 16 . . N N

Legenda: e - Ver score de conjuntivite alérgica (Anexo VI); / - Presente; X — Ausente; * - Catarata; ** - Descolamento da retina; *** - Esclerose senil do cristalino; N — Normal;

0O.D. - Olho direito; O.E. — Olho Esquerdo.
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ANEXO VI - Avaliac@o quantitativa dos sinais clinicos de conjuntivite alérgica.

IDENTIFICAGAO Corrimento Epifora Hip.erér.nia Prurido Quemose Quera.tite Score TOTAL
DO ocular conjuntival concomitante
ANIMAL/COLHEITA
O.E Oo.D O.E o.D O.E. O.D. O.E. O.D. O.E. O.D. O.E o.D O.E. O.D.
1A 0 0 2 2 3 3 3 3 3 3 0 2 11 13
2A 2 2 3 3 3 3 3 3 2 2 0 0 13 13
3A 0 0 1 1 3 3 2 2 2 2 0 0 8 8
4A 1 1 0 1 3 3 3 3 3 3 0 0 10 11
5A 1 1 0 0 3 3 2 2 2 2 0 0 8 8
6A 0 0 1 1 3 3 2 2 2 2 1 1 9 9
A 1 1 1 1 3 3 1 1 2 1 1 1 9 8
8A 1 1 2 2 2 2 1 1 0 0 0 0 6 6
9A 0 0 1 1 3 3 2 2 3 3 0 0 9 9
10A 1 1 1 1 2 2 2 2 0 0 0 0 6 6

Legenda: 0 — Ausente; 1 — Ligeiro(a); 2 — Moderado(a); 3 — Grave; O.D. — Olho direito; O.E. — Olho esquerdo.
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ANEXO VIl — Valores obtidos através do CADESI-4.

IDENTIFICACAO DO ANIMAL/COLHEITA SCORE TOTAL
1A 36
2A 41
3A 35
4A 4
5A 15
6A 8
TA
8A 37
9A 12
10A 33
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ANEXO VIl — Resultados dos niveis de expressdo de mRNA do gene da interleucina-10.

IDENTIFICACAO DO ANIMAL/COLHEITA

NIVEL DE EXPRESSAO DE mRNA DO

GENE DA IL-10

1C 0,001922163
2C 0,007312811
3C 0,004681975
4C 0,004682767
5C 0,004031455
6C 0,005858765
7C 0,003685278
8C 0,002094755
9C 0,001423336
10C 0,00909161
1A 0,003731741
2A 0,004788485
3A 0,004294825
4A 0,003214756
5A 0,006534372
6A 0,0048311

7A 0,003017684
8A 0,013205046
9A 0,006087414
10A 0,00380187
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