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AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOMETRICAS E TEMPO DE
EXPOSICAO GLANDULAR EM CAES COM PROTRUSAO DA GLANDULA
LACRIMAL DA TERCEIRA PALPEBRA

Resumo Geral

A protrus& da gl&dula lacrimal da terceira pdpebra éuma afecG de etiologia incerta,
comum em c&s jovens. Acredita-se que ocorram inflamaGg® e enfraguecimento do
tecido conjuntivo que fixa anatomicamente a glédula lacrimal aos tecidos periorbitais,
expondo-a e sendo capaz de produzir alteragi®s patoldgicas no tecido glandular e,
consequentemente, interferindo na produg® do filme lacrimal. O estudo teve o
prop&ito de correlacionar o tempo de protrus@ da gléndula lacrimal da terceira
pdpebra & alteragi®s morfoméricas decorrentes no tecido glandular e seus efeitos
sobre a producG@ lacrimal. Foram analisadas 18 gléndulas de 15 c&s (oito f@neas e sete
machos) portadores de protrus& da glédula lacrimal da terceira pdpebra, h gidos, com
idade, peso e ra@ variados. Os c&s foram divididos em tr& grupos de acordo com 0
tempo de exposiG@ da glédula. O Grupo 1 foi composto por c&s com atéseis meses
de protrus&, o Grupo 2, por c&s com sete a 12 meses de protrusé& e o Grupo 3 por
animais que apresentavam a doen@ hamais de 12 meses. Em todos os c&s foi
realizado o reposicionamento glandular utilizando-se a ténica de Morgan. Com 0s
animais anestesiados, imediatamente antes do sepultamento cirdrgico, procedeu-se a
coleta de um fragmento da glédula para a andise histopatoldica e morfomérica. O
Grupo 1 apresentou maior &ea e maior espessura dos &inos glandulares,
comparativamente aos Grupos 2 e 3. O Grupo 3 apresentou menor produG de 1&rima
de acordo com o teste de Schirmer, comparativamente aos Grupos 1 e 2. Houve
predomindacia de hipertrofia celular nos tecidos analisados. O Grupo 3 apresentou
infiltrado inflamat&io de moderado a acentuado. Para a produG@® de col&eno n& foi
encontrada diferen@ significativa entre os grupos. A exposiG® da gléandula lacrimal da
terceira pdpebra pode reduzir a producg® da l&arima, e esta alteragd® parece ser
diretamente proporcional ao tempo de exposiG® da glédula, com atrofia dos &inos
glandulares e diminuiGg da &ea de tecido secretor da I&rima. Desta forma, salienta-se

a relevancia do reposicionamento cirurgico precoce da glandula.

Palavras-chave: Cherry eye; &inos; ducto glandular.



EVALUATION OF MORPHOMETRIC CHANGES AND GLANDULAR
EXPOSURE TIME IN DOGS WITH THIRD EYELID GLAND PROTRUSION

Abstract

Third eyelid gland protrusion is a condition of uncertain etiology, common in young
dogs. It is believed that inflammation and weakening of the connective tissue that
anatomically fixes the lacrimal gland to the periorbital tissues occurs, exposing it and
triggering pathological changes in the glandular tissue, which will consequently
interfere in the tear film production. The purpose of the study was to correlate the
protrusion time of the third eyelid gland to the morphometric changes that occurred in
the glandular tissue and its effects on lacrimal production. Eighteen glands of 15 dogs
(eight females and seven males) with third eyelid gland protrusion were analyzed. The
animals were healthy, with varying age, weight and breed. The dogs were divided into
three groups according to the time of exposure of the gland. Group 1 was composed of
dogs with up to six months of protrusion, Group 2, by dogs with seven to 12 months of
protrusion and Group 3 by animals that had the disease for more than 12 months. In all
dogs the glandular repositioning was performed using the Morgan technique. During
anesteshia, immediately before surgical burial, a fragment of the gland was collected for
histopathological and morphometric analysis. Group 1 presented a larger area and
greater thickness of glandular acini, compared to Groups 2 and 3. Group 3 presented
lower tear production according to the Schirmer test, compared to Groups 1 and 2.
There was a predominance of cellular hypertrophy. Group 3 presented moderate to
severe inflammatory infiltrate. No significant difference was found between groups in
relation to collagen production. Exposure of the lacrimal gland of the third eyelid may
reduce tear production, and this change seems to be directly proportional to the time of
exposure of the gland, with atrophy of the glandular acini and decrease of the area of

tear secreting tissue. Thus, the relevance of early surgical repositioning is emphasized.

Keywords: Cherry eye; acini; glandular duct.
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Considerag®s Gerais

A terceira pdpebra em c&s, ou membrana nictitante, faz parte da porGo
secretora do aparelho lacrimal e estalocalizada entre a pdpebra inferior e o bulbo do
olho, possuindo em seu interior, uma cartilagem em formato de ‘T’ que prové sua
sustentag® (SLATTER, 2005; COLITZ et al., 2008). A gladula lacrimal da terceira
pdpebra situa-se na porg ventral do eixo vertical da cartilagem, posterior ao arco
orbital, t& profundamente que n& pode ser visibilizada quando em sua posiGD
anat@nica (GIULIANO, 2013). A face convexa da conjuntiva da terceira pdpebra &
cont gua aconjuntiva da pdpebra inferior, sendo chamada de face palpebral, e a parte
c@cava estdem contato com o bulbo do olho, denominada de face bulbar (MOORE et
al., 1996; SLATTER, 2005; COLITZ et al., 2008).

A defesa mecénica da superf Tie ocular €uma das principais fung®s da terceira
pdpebra, que se projeta no sentido dorsolateral quando o olho éretramo pelo msculo
retrator do bulbo ocular. A sua movimentagd® € passiva, pois a terceira pdpebra &
desprovida de musculatura (GIULIANO, 2013). A terceira pdpebra tambén auxilia as
pdpebras superior e inferior a distribuir o filme lacrimal sobre a c&nea, fazendo a
remoc@ de debris celulares e sujidades (MOORE, 1998; SLATTER, 2005). Alén disso,
a sua glédula lacrimal produz uma proporg® significativa do total da l&rima
produzida no olho (30% da porG® aquosa do filme lacrimal precorneal), sendo o
restante 70% produzido pela gléndula lacrimal principal, situada na periGbita
(STADES et al., 1999; SLATTER, 2005).

A presen@ de tecido linfGde na constituicg tecidual da terceira pdpebra
auxilia nos mecanismos de defesa imunoldjica da superftie ocular, produzindo
anticorpos e lisozima que se integram a lagrima. O anticorpo predominante € a
imunoglobulina A, secretada pelas c@&ulas gigantes e conferem imunidade humoral
(GIULIANO, 2013).

O filme lacrimal precorneal, ou simplesmente 1&rima, € composto por tré&
camadas com diferentes composigi®s: uma camada superficial externa de lip @ios,
produzida pelas glédulas tarsais; uma camada intermedi&ia, formada basicamente por
98,2 % de &ua e 1,8 % de sdidos, produzida pelas gladulas lacrimais principal e da

terceira pdpebra; e a camada mais interna, consistindo de mucina, produzida pelas
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cdulas caliciformes da conjuntiva (SLATTER, 2005; COLITZ et al., 2008; GIULIANO,
2013).

A quantidade de filme lacrimal produzida €mensurada pelo teste lacrimal de
Schirmer (TLS). O teste &composto por tiras milimetradas de papel filtro Whatman
n.41, colocadas no saco conjuntival inferior durante um minuto para medir a produG®
lacrimal neste intervalo de tempo, em mm/minuto. O TLS tipo 1 érealizado sem
anestesia tcpica, medindo as produg®s basal e reflexa, e o TLS tipo 2 €conduzido com
0 uso de col Tio anestésico, instilado anteriormente para abolir a produG reflexa de
I&rima pela presenc da tira do teste (SLATTER, 2005; GIULIANO, 2013). No TLS
tipo 1 valores abaixo de 5 mm/min confirmam o diagn&stico de ceratoconjuntivite seca
no c& e valores menores do que 10 mm/min, associados aos sinais clmicos, s&
considerados suspeitos para a doen@. Dessa maneira, para a espeeie canina, os valores
normais do TLS-1 éde 18,64 +4,47 mm/min a 23,90 5,12 mm/min, de acordo com
Giuliano (2013).

As gléndulas ex&rinas, das quais fazem parte as glédulas lacrimais, podem ser
unicelulares e multicelulares, apresentando o paré&quima como tecido funcional. Elas
s& formadas por dois componentes, as unidades secretoras, que sintetizam e secretam
subst&ncias, e 0s ductos secretores que transportam a secreG para a superf Tie epitelial.
As glandulas com um Unico ducto n& ramificado sé&@ chamadas de glédulas simples.
J&as maiores possuem um sistema de gl&dulas compostas, as quais s& envolvidas por
uma cdpsula de tecido conjuntivo que envia septos para o interior do paréquima
glandular, tornando-o subdividido em lobos. Os septos mais finos dividem os lobos em
unidades menores denominadas Idulos (GENESER, 2003; KIERSZENBAUM, 2008).

Histologicamente, as glédulas lacrimais s& constitumas por unidades
secretoras, ductos e tecido conjuntivo de sustentag® (DUGAN, 1992; CORMACK,
1996; SLATTER, 2005, CABRAL et al.,, 2005; GIULIANO, 2013). Os ductos e
unidades secretoras das gléndulas lacrimais, que s& componentes epiteliais, comp&m
o0 paré&gquima glandular. O estroma, que &formado por tecido conjuntivo frouxo a denso,
inclui vasos sangumeos e nervos (CORMACK, 1996). Nos quadros de protrus& da
gladula lacrimal da terceira pdpebra, a exposiG® glandular continuada pode suscitar
alterag@®es celulares como hiperplasia e/ou hipertrofia e adenite discreta (READ et al.,
1996).

A glédula lacrimal da terceira pdpebra €do tipo acinosa serosa com céulas

mioepiteliais, configuradas por lobos, separados com ductos excretores. Estas gladulas
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recebem estimulos aferentes de fibras nervosas simpdicas e parassimpdicas. No
momento das incurs@s palpebrais, o movimento de piscar dos olhos produz
compresséb suave e a larima €éliberada, mantendo a superf Tie conjuntival e a cGnea
umedecidas, alén de remover as sujidades (GENESER, 2003; KIERSZENBAUM,
2008).

Na classificag® histoldgica, a glédula lacrimal € considerada uma gléndula
tubular constituma somente por c@ulas glandulares serosas em suas terminages
secretoras. As cdulas mioepiteliais, citadas anteriormente, encontram-se inseridas
nestas porg@®s terminais secretoras e nos condutos excretores, entremeadas entre as
céulas epiteliais e a membrana basal, e todos s& envoltos em estroma de tecido
conjuntivo, que costuma ser rico em linf&itos e plasmcitos, os quais s&, tambén,
liberados no filme lacrimal (GENESER, 2003).

A protrus& da gléndula lacrimal da terceira pdpebra €éuma afecG comum em
c&es, e rara em gatos, causada por processos de hiperplasia e de hipertrofia glandular,
sendo também denominada de cherry eye, em virtude de sua aparécia arredondada e de
coloracg aververmelhada (CHAHORY et al., 2004; SLATTER, 2005; COLITZ et al.,
2008, GIULIANO, 2013).

A etiologia ainda €desconhecida, contudo, acredita-se que ocorram inflamaG e
enfraguecimento do tecido conjuntivo que mantén a glédula lacrimal asua posiGo
anat@mica, permitindo que ela migre dorsalmente para se projetar acima da margem
principal da terceira pdpebra (SLATTER, 2005; MAZZUCCHELLI et al., 2012).

Os sinais cl micos associados ahiperplasia/ hipertrofia da glédula lacrimal da
terceira pdpebra incluem ep fora, hiperemia conjuntival e stbito desenvolvimento de
massa de colorag®d ré&sea a aververmelhada, presente no canto medial do olho
(MARTIN, 2009; DEHGHAN et al., 2012). E mais comum em c&s jovens e existe
predisposic@ racial do Cocker Spaniel, Basset Hound, Beagle, Boston Terrier, Bulldog
Ingl& e Francé&, Pug, Lhasa Apso, Pequin& e Shih Tzu (MORGAN et al., 1993,
HENDRIX, 2007; WOUK et al, 2009; DOMENICO et al., 2016). Sugere-se tambén
que a protrusé esteja relacionada a conformag® anat@mica da Gbita em rags
braquicefdicas, podendo ser unilateral ou bilateral (MORGAN et al., 1993).

Antes de 1980, o tratamento de escolha para a protrusé& da glandula lacrimal da
terceira pdpebra era a remoGg® completa da glédula lacrimal, procedimento que
poderia engendrar redug® da producg@ lacrimal e conseguinte ceratoconjuntivite seca
em c&s (MORGAN et al., 1993; SAITO et al.,, 2001; PLUMMER et al., 2008;
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DEHGHAN et al., 2012, GIULIANO, 2013). O uso de medicag®s anti-inflamat&ias
tdpicas abase de esteroides resulta em uma pequena diminuicg® da gléndula, sendo o
reposicionamento cirdrgico a ténica de escolha para correG da protrus&® (MORGAN
et al., 1993; MOORE et al., 1996). Saito et al. (2001) mostraram que microlesGs na
c&nea foram observadas em c&s da ra@ Beagle ap& um ano da excisé cirlrgica da
gléadula lacrimal da terceira p&pebra, comprovando a interfer&cia sobre a quantidade
de I&rima produzida.

A téenica cirdrgica de sepultamento da glédula lacrimal éuma das opges mais
utilizadas para a correG de protrus& da gléndula da terceira pdpebra. E denominada
de té&nica de pocket de Morgan devido acriagd de uma bolsa na conjuntiva da prépria
terceira pdpebra, confeccionada para reposicionar a gléandula. Duas incis@es paralelas &
superfTie conjuntival bulbar, ao redor da gléndula, sé realizadas e as bordas externas
de cada incis& s& unidas por um plano de sutura simples cont mua. Quando a sutura &
finalizada, a glédula € empurrada ventralmente e retorna ao seu local anat@nico,
dentro do saco conjuntival da terceira papebra (MORGAN et al., 1993; MOORE et al.,
1996; MARTIN, 2009; GIULIANO, 2013).

De acordo com a preferécia, alguns médicos veterin&ios ainda realizam um
segundo plano de sutura invaginante, do tipo “Conneg” para recobrir o fio e evitar que
ele toque a cénea. A ancoragem da sutura €feita no lado externo da terceira pdpebra a
fim de se evitar abras& da canea pelo fio de sutura (MORGAN et al., 1993; MOORE
etal., 1996; MARTIN, 2009).

A té&nica de ancoramento no peristeo € segunda téenica cirdrgica mais
empregada, dentre outras, principalmente quando a hipertrofia glandular €acentuada e a
glédula protru ma se torna opulenta. O ancoramento €realizando através da fixag a
gléandula lacrimal ao periGteo do 0sso lacrimal, com sutura em “U”. Para tanto, realiza-
se uma incis& na pele abaixo da pdpebra inferior, faz-se a fixagd® com um fio de
nalon 4.0 ou vicryl 4.0 no periGteo e outra no saco conjuntival, o ponto final &feito na
pele no mesmo ponto de incisé (WOUK et al, 2009, GIULIANO, 2013).

Mdtiplos fatores podem influenciar a produg lacrimal, dentre eles est& os
fatores fisiolGgicos, como idade, gé&ero e ra@, os ambientais (umidade relativa e
temperatura, uso de alguns famacos) e os patol&jicos. A ceratoconjuntivite seca, em
suas vaias etiologias, €elencada como a principal causa patol&yica da diminuicd da
produc@ de I&rima no c&, suspeita-se ainda que hiperplasia/hipertrofia da glédula

lacrimal da terceira pdpebra possa tambén influenciar negativamente na produGi®



15

lacrimal, a depender do tempo de protrus&® da glédula lacrimal e das alterag®s
histopatoldyicas que ela sofre durante essa exposig® (GIULIANO, 2013).

O trabalho tem como prop&ito correlacionar o tempo de protrus& da glédula
lacrimal da terceira pdpebra & alteragies morfoméricas decorrentes no tecido
glandular e aprodug® do filme lacrimal, posto que n& existem informag®s na
literatura sobre tal interdependéicia. Dessa maneira, espera-se averiguar se o tempo de
exposiGg glandular interfere na sua funG secretora e quais alterags histopatolGyicas

podem ser evidenciadas.
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AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOMETRICAS E TEMPO DE
EXPOSICAO GLANDULAR EM CAES COM PROTRUSAO DA GLANDULA
LACRIMAL DA TERCEIRA PALPEBRA

RESUMO - A protrus& da glédula lacrimal da terceira pdpebra €uma afecGo de
etiologia incerta comum em c&s, onde a exposiG®d continuada da glandula pode
suscitar alterag®s patoldgicas em seu tecido e, consequentemente, interfer na produGo
lacrimal. Objetivou-se correlacionar o tempo de protrus&@ da gladula lacrimal 28
alterag®s histopatoldgicas e seus efeitos sobre a produg@ lacrimal. Foram analisadas
18 gl&dulas de c&s portadores da doenc divididas em 3 grupos (Grupo 1: atéseis
meses de protrus@; Grupo 2: sete a 12 meses de protrus&; e Grupo 3: mais de 12
meses de protrus&). O reposicionamento glandular foi realizado pela té&nica de
Morgan e houve coleta de fragmento glandular para andise histopatoldgica. O Grupo 1
apresentou maiores &ea e espessura dos &inos, comparativamente aos Grupos 2 e 3.
No Grupo 3 houve menor produG de l&rima, comparativamente aos Grupos 1 e 2, e 0
infiltrado inflamat&io apresentou-se de moderado a acentuado. A produG de col&eno
n& diferiu entre os grupos. Na imunohistoquimica poucas ntcleos celulares
encontravam-se em proliferag®. A exposig® da glandula lacrimal provoca alterag®s
histopatol@yicas diretamente proporcionais ao tempo de protrus&, com atrofia dos
&inos glandulares e diminuigi da &ea de tecido secretor da I&rima, salientando-se a

relevéncia do reposicionamento circrgico precoce.

Palavras-chave: Cherry eye; &inos; ducto glandular

EVALUATION OF MORPHOMETRIC CHANGES AND GLANDULAR
EXPOSURE TIME IN DOGS WITH THIRD EYELID GLAND PROTRUSION

ABSTRACT - Third eyelid gland protrusion is a condition of uncertain etiology, which
its continuous exposure can trigger pathological changes in its tissue, and consequently
interfere in tear production. This study aims to correlate protrusion time of third eyelid
gland with histophatologic changes and its effects on lacrimal production. Eighteen
glands of 15 dogs (eight females and seven males) with third eyelid gland protrusion
were divided in 3 groups (Group 1: up to six months of protrusion; Group 2: seven to 12
months of protrusion; Group 3: more than 12 months of protrusion) and analyzed.

Glandular repositioning was performed using the Morgan technique. Gland fragments
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were collected for histopathological analysis. Group 1 presented a larger area and
greater thickness of glandular acini, compared to Groups 2 and 3. Group 3 presented
lower tear production compared to Groups 1 and 2, with moderate to severe
inflammatory infiltrate. No difference was found between groups in relation to collagen
production. Exposure of third eyelid gland causes histophatological changes directly
related with the time of protrusion, being found atrophy of glandular acini and decrease
of the tear secreting tissue area. Thus, the relevance of early surgical repositioning is

emphasized.

Keywords: Cherry eye; acini; glandular duct

INTRODUCAO

A protrus& da gléndula lacrimal da terceira pdpebra €éuma afecG comum em
c&es, que pode suscitar processos de hiperplasia e de hipertrofia, em decorrécia de sua
exposig® continuada (Slatter, 2005; Colitz et al., 2008). A causa da protrus&
permanece desconhecida, todavia acredita-se que ocorram inflamago e
enfraquecimento do tecido conjuntivo que mantén a glédula lacrimal em sua posiGo
anat@mica (Slatter, 2005; Mazzucchelli et al., 2012; Giuliano, 2013). Sugere-se tambén
que a protrus& pode ser decorrente da conformaG® anat@mica da &bita em ra@s
braquicefdicas, podendo ser unilateral ou bilateral (Morgan et al., 1993).

Os sinais clmicos incluem epfora, hiperemia conjuntival e stbito
desenvolvimento de massa ré&ea a avermelhada no canto medial do olho, motivo pelo
qual a doen@ pode tambén ser denominada Cherry eye (Martin, 2009; Dehghan et al.,
2012). Ecomum em c&es jovens e existe predisposiG racial do Cocker Spaniel, Basset
Hound, Beagle, Boston Terrier, Bulldog Ingl& e Francé, Pug, Lhasa Apso, Pequiné& e
Shih Tzu (Morgan et al., 1993; Hendrix, 2007; Wouk et al., 2009; Giuliano, 2013;
Domenico et al., 2016).

As glandulas lacrimais s& constitu mlas por unidades secretoras, ductos e tecido
conjuntival de sustentag®, que s& componentes epiteliais e formam o paré&quima
glandular. O estroma glandular €& formado por tecido conjuntivo frouxo a denso,
incluindo vasos sangumeos e nervos (Dugan, 1992; Cormack, 1996; Slatter, 2005,

Cabral et al., 2005). Nos quadros de protrusé& da gléndula lacrimal da terceira pdpebra,
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a exposiGa glandular pode causar alteragg®es celulares como hiperplasia e/ou hipertrofia
e adenite discreta (Read et al., 1996).

MUtiplos fatores podem influenciar a produG lacrimal, dentre eles est& o0s
fatores fisiolGyicos (idade, géero e ra@), os ambientais (umidade relativa e
temperatura, uso de alguns famacos) e os patoldgicos (Wouk et al., 2009). A
ceratoconjuntivite seca, em suas vaias etiologias, €elencada como a principal causa
patol@yica da diminuiG® da producg® de I&rima no c& (Giuliano, 2013). Suspeita-se
que hiperplasia/hipertrofia da gléndula lacrimal da terceira pdpebra possa tambén
influenciar negativamente na produg@ lacrimal, a depender do tempo de protrus& da
gladula lacrimal e das alterag@®s histopatol&yicas sofridas durante a exposiG.

Assim, esse trabalho tem como objetivo correlacionar o tempo de protrus& da
glédula lacrimal da terceira pdpebra & alterag@®s morfoméricas decorrentes no tecido
glandular e aprodug® do filme lacrimal, posto que n& existem informag®s na
literatura sobre tal interdependécia. Espera-se averiguar se 0 tempo de exposiGd
glandular interfere na sua funG@ secretora e quais alterag®s histopatolGyicas podem

ser evidenciadas.

MATERIAL e METODOS

O estudo foi realizado ap& a aprovag® do projeto de pesquisa pela Comiss&o de
Etica para Uso de Animais (CEUA) da UFPB sob protocolo n©1115110319/2019, e de
acordo com as normas da Association for Research in Vision and Ophthalmology
(1985). Quinze c&s (oito fé&neas e sete machos), diagnosticados com protrusé& da
gléadula lacrimal da terceira pdpebra, participaram da pesquisa (Fig. 1). Os animais
foram oriundos do atendimento do Servig de Oftalmologia Veterin&ia do Hospital
Veterin&io da UFPB. Os tutores dos c&s foram esclarecidos sobre o estudo e
concederam a participag® do seu animal na pesquisa, apG acordarem e assinarem o

Termo de Consentimento (Anexo 1).
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Figura 1- Bulldog francé&, macho, 10 meses de idade, com
protrus& unilateral da gléndula lacrimal da terceira p&pebra
h&dois meses.

A idade dos c&s variou de cinco meses a 0ito anos, e 0 peso corp&eo de 4,1 kg
a 47,5 kg. Com relag® & ra@s, quatro c&s eram sem ra definida, tré& Poodles, tré&
Bulldog Franceses, dois Lhasa Apsos, um Yorkshire terrier, um Beagle e um S&
Bernardo. A protrus& da gléndula da terceira pdpebra foi unilateral em 12 animais, e
em tré& foi observada bilateralmente, totalizando 18 gléndulas lacrimais.

Os animais foram submetidos ao exame f®ico geral e ao exame oftalmold@jico,
incluindo o teste lacrimal de Schirmer tipo 1 (TLS-1), reflexo de amea@, reflexo
pupilar &luz, a inspeG® das estruturas do bulbo do olho e dos anexos oculares, com
aux fio de lupa e lanterna, tonometria de aplanagd, oftalmoscopia indireta e teste da
fluoresce mna.

Os c&es (18 glandulas) foram divididos em grupos de acordo com o tempo de
protrus& da glédula lacrimal da terceira pdpebra, percebido pelo tutor. O Grupo 1 foi
constitu @o por c&s que apresentavam tempo de protrusé& glandular de zero a seis
meses, 0 Grupo 2, de sete a 12 meses, e 0 Grupo 3 foi composto por c&s que
apresentavam a afecg® h&amais de 12 meses. Devido ao fato de alguns animais
apresentarem a protrus& glandular bilateralmente, o Grupo 1 foi constitu @io por sete
amostras, 0 Grupo 2 por seis amostras e 0 Grupo 3 por cinco amostras.

Todos os animais foram submetidos acirurgia para o reposicionamento da
gladula lacrimal da terceira pdpebra. Para tanto, foram realizados exames laboratoriais
préoperat&ios como hemograma e bioqu mica séica para compor o perfil renal e

hepdico de cada animal.
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O TLS-1 foi realizado novamente em ambos os olhos de todos os animais no dia
da cirurgia, imediatamente antes da aplicagd da medicagi préanesté&sica, valendo-se
destes valores para posterior comparag® apG 0 reposicionamento cirdrgico.

Os cé&es foram premedicados com meperidina (Dolantina®, Cristdia, Brasil) na
dose de 4 mg/kg e acepromazina (Acepran®, Vetnil, Brasil) na dose de 0,02 mg/kg,
aplicadas na mesma seringa pela via intramuscular. A indug anestésica foi realizada
com propofol (Propofol®, Biossintéica, Brasil), em dose de 4 mg/kg, IV. Ato cont nuo,
efetuou-se a intubaG orotraqueal e a oferta de isoflurano (Isoforine®, Cristdia, Brasil),
com frag® inspirada de 100% (FiO, = 1,0), mantendo-se os animais em ventilag
espontanea.

A téenica cirdrgica empregada em todos os casos foi 0 sepultamento da gléndula
lacrimal dentro da bolsa conjuntival da terceira pdpebra, empregando-se a té&nica de
pocket de Morgan, valendo-se de dois planos de sutura, sendo um simples cont nuo e
um invaginante, com fio absorviwel de &ido poliglicdico 4-0 ou 5-0 (Acido
Poliglicdico, Bioline®, Brasil).

No per bdo p&-operat&io, os c&s foram medicados com pomada oftdmica a
base de cloranfenicol, amino&idos, metionina e acetato de retinol (Regencel®,
Latinofarma, Brasil), BID/10 dias, e mantidos com colar elizabetano durante 15 dias. Os
protocolos anti-inflamat&io com meloxicam (Flamavet®, Agener Uni&, Brasil) na
dose de 0,1 mg/kg/SID/4 dias/VO e analg&ico com tramadol (Cronidor®, Agener
Uni&, Brasil) na dose de 2 mg/kg/BID/4 dias/\VVO, foram prescritos.

Aos 15 dias ap& a realizag® da cirurgia 0s animais foram reavaliados e a
produc@ lacrimal foi novamente aferida por meio do TLS-1, com a finalidade de
compar&la aos valores préoperat&ios.

Imediatamente antes do in Tio da cirurgia, um fragmento da gl&dula lacrimal da
terceira pdpebra de todos os c&s foi excisado com aux fio de punch de bidpsia de dois
ou quatro mil metros de diametro. Os fragmentos, foram retirados da parte medial da
glandula e variaram de 0,2 mm? a 0,4 mm?, proporcionalmente ao tamanho da gl&ndula,
foram fixados por imers& em formol tamponado a 10% e inclusos em parafina segundo
processamento histol@ico padré& (Ramos et al., 2011) e, em seguida, realizou-se a
microtomia a 5 um de espessura de cada bloco de parafina.

As amostras foram submetidas a exame histopatoldgico e andise morfomérica,
onde foram analisados o tamanho das c&ulas e a dilatagg® dos ductos glandulares. Para

tanto, as laminas histoldgicas submetidas acolorag® de hematoxilina-eosina padré& e
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digitalizadas em c&nera acoplada em microscpio ptico (Microscpio Olympus BX-
53®, Olympus Microscopy, Europa).

As andises histomorfoméricas foram realizadas por um Cnico avaliador (MCPB)
para evitar erros de interpretag®. No estudo morfomérico de &ea glandular foram
realizadas quatro fotomicrografias de cada gléndula, mensurando-se cinco campos
diferentes com contagem de 20 &inos glandulares, medindo-se a &ea total da glédula
em micr@metros quadrados. No estudo morfomérico da altura do epitéio das cdulas
glandulares, foram elaboradas quatro fotomicrografias de cada gléandula, e mensurado a
altura do epité@io de 20 &inos glandulares. Ambas as andises foram realizadas através
do programa Motic Image Plus 2.0, perfazendo-se um nUmero de 1440 amostras (18
amostras animais x 4 fotomicrografias x 20 mensurag@®s) para cada andise.

Para quantificar a formag® de col&aeno no tecido glandular as l&aminas
histol&yicas foram coradas com Picross Tius, utilizando-se a metodologia descrita por
Hotchkiss (1948). Cada l&mina foi fotomicrografada tré& vezes, em objetiva de 40 x, em
tré& campos diferentes, a fim se atribuir um escore de avaliagi® para cada glandula
analisada, as amostras foram vistas em microscépio ptico (Microscéio Olympus BX-
53®, Olympus Microscopy, Europa). Para a concentragg® de col&eno atribuiu-se
escores de acordo com a presen@ de col&eno, ou seja, quantidade e intensidade da
colorag® vermelha no tecido, sendo que O (zero) significava ausécia de col&eno; 1
pouco col&eno; 2 quantidade intermedi&ia de col&eno entre os &inos glandulares e
envolvendo a gléndula; e 3, grande quantidade de col&eno entre os &inos glandulares e
envolvendo a glédula, seguindo de forma modificada o Score Semi Quantitativo de
Ishank (Ishank et al., 1995).

Para avaliar a ocorrécia de hiperplasia ou hipertrofia glandular, o estudo
imunohistoqu mico foi realizado com o Antmeno Nuclear de Proliferagg Celular —
PCNA (Sigma, Clone CI3000), que visa verificar c&ulas na fase S do ciclo celular. As
l&ninas foram reidratadas, submetidas ao bloqueio com tr& banhos de per&ido de
hidrogé&io durante 10 minutos cada e lavadas com tamp&b fosfato (PBS) por tr& vezes
de tr& minutos. O desmascaramento foi realizado com tamp& citrato (pH 6,0) por 10
minutos em micro-ondas. As laminas foram novamente lavadas em PBS e incubadas a
4<C overnight com os anticorpos dilumfos em PBS (1: 200). No dia seguinte foi
adicionado o anticorpo secund&io biotinilado por 15 minutos, seguido da incubaGg em
complexo streptavidina-peroxidase (DAKO-LSAB) por 30 minutos. As céulas
positivas foram marcadas pelo crom@eno DAB (DAKO) por cinco minutos. As
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fotomicrografias foram realizadas em Microscéio Olympus BX-53 (Olympus
Microscopy, Europa) com o programa analisador de imagens Motic Image Plus 2.0
(Motic, Europa). A positividade foi avaliada pelo nimero de ntccleos positivos ao anti-
pcna.

Foi utilizado o software Prism 7.0 para as andises estat ticas de morfometria.
Realizou-se andise ANOVA entre 0s grupos para a andise morfomérica com post test
de Tukey com 5% de probabilidade (Team, 2018).

RESULTADOS

Animais com menores tempos de protrusé& da gléndula da terceira pdpebra,
Grupos 1 e 2, apresentaram maior produGa de I&rima do que os animais do Grupo 3,
com maior tempo de protrus& (p<0,05; Fig. 2). Quinze dias ap& o procedimento
cirirgico de sepultamento da gléndula lacrimal da terceira pdpebra observou-se
aumento na produc@ de I&rima nos animais do estudo, demonstrada pelo teste lacrimal
de Schirmer (Tab 1). Em tré& c&es, sendo um da rag@ Poodle, um S& Bernardo e um
Beagle (todos do Grupo 3), observaram-se sinais cl micos de ceratoconjuntivite seca,
com presen@@ de grande quantidade de secreG® do tipo mucopurulenta, hiperemia
conjuntival e neovascularizacg corneal. Nos tré& pacientes, no per bdo préoperat&io
os valores do teste lacrimal de Schirmer foram 5 mm/min, 8 mm/min e 9 mm/min,
respectivamente. No per bdo p&-operat&io, decorridos 15 dias, os valores aumentaram
para 10 mm/min, 15 mm/min e 17 mm/min, respectivamente, e os sinais cl nicos

evidenciados diminu Tam.

Schirmer (u)

G1 -Até 6 meses G2 —De 7 a 12 meses G3 — Mais de 12 meses

Figura 2- Mé&lia dos valores do teste lacrimal de Schirmer tipo 1
em 15 c&es (18 gléndulas) com diferentes tempos de protrus& da
gléndula da terceira pdpebra.
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215
Grupo Ra@a Sex | Idade | Olho | TLS-1 | TLS-1 Olho TLS- | TLS-1
0 Direito | antes | depois | Esquerdo | 1antes | depois
Poodle F 3a *OD 14 15 *OE 16 20
Bulldog M | 10m *OD 19 22 *OE 12 19
Grupo | Francé&
1 Bulldog M 5m *OD 24 27 OE 22 23
0a6 | Franc&
meses | SRD F 5a oD 16 16 *OE 13 20
Yorkhire F 8m oD 22 23 *OE 17 22
Lhasa M 2a *OD 15 19 OE 18 22
Apso
Grupo | Bulldog F 11m *OD 15 25 *OE 20 25
2 Francé&
7al12 | Poodle F 2a *OD 20 23 OE 22 25
meses | SRD M 7a oD 25 26 *OE 24 30
SRD M 2a oD 30 28 *OE 24 24
Poodle F 3a oD 15 15 *OE 5 10
Grupo | SRD F 8a *OD 10 13 OE 20 21
3 Beagle M 3a *OD 9 17 OE 16 16
Acima | Sz F 3a *OD 8 15 OE 14 14
de 12 | Bernardo
meses | Lhasa M 5a *OD 13 14 OE 17 17
Apso
216 Tabela 1 — Rag, sexo , idade, olho acometido (*) e valores do teste lacrimal de Schirmer tipo 1
217 (TLS-1) dos cé&s dos Grupos 1, 2 e 3, mensurados no dia da realizagg do procedimento
218 cirdrgico para sepultamento da gléndula lacrimal da terceira pdpebra e 15 dias ap&, em
mm/minuto.
219
220 Nos resultados encontrados na mensuragd® da &ea dos &inos glandulares,

221 observou-se que 0s animais do Grupo 1 apresentaram uma &ea mélia
222  significativamente maior do que a média dos c&s dos Grupos 2 e 3, 0s quais n&

223  apresentaram diferen entre eles (Fig. 3).

a

Area (micra)

224 G1 —Até.ﬁ meses G2-De7 E; 12 meses G3 - Mai; de 12 meses

225 . . . .
Figura 3 — Mdlia do tamanho da &ea dos &inos da
gléndula lacrimal da terceira pdpebra em 15 c&s (18
gléndulas) com diferentes tempos de protrus& da gléndula
lacrimal da terceira pdpebra.
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226
227
228
229 No que se refere aespessura da glédula, os animais com atéseis meses de
230  protrus@ (Grupo 1) apresentaram um tamanho significativamente maior da parede do
231  &ino, comparativamente aos animais dos Grupos 2 e 3, que n&o apresentaram diferen@

232  significativa entre as suas médias (Fig. 4 e 5).

a
151
b
b
o)
o 10
2
e
3
5-
0-
233 G1 —¢!!\1:ev 6 meses G2-De7al2meses G3-— Mais ;:Ie 12 meses
234 ) . A
235 Figura 4 -Média da espessura da parede da gléndula dos
236 15 cas (18 glédulas) com diferentes tempos de
937 protrus& da gl&ndula da terceira pdpebra.
238
239

Figura 5- Fotomicrografias de gl&ndulas lacrimais da terceira p&pebra de c&s com diferentes tempos de
protruséd (A: 0-6 meses; B: 7-12 meses; C: acima de 12 meses de protrus&p). Observar que o epitdio
(linha preta) das gl&ndulas do grupo “A” ¢ mais espesso que nos demais grupos (B, C). Observar também
que em média, as glandulas (asterisco) do grupo “A” tem maior area que as dos demais grupos (B, C).
Coloracg® de hematoxilina-eosina. Aumento de 400X.
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N& houve difereng@ significativa em relagd & quantidade de col&eno
encontrada entre cada estrutura dos ductos e &inos entre os tré& grupos analisados (Fig.

6). O colayeno estava presente em quantidade moderada nos tré& grupos.

. 8 20 um
Whae (B e

Figura 6 - Fotomicrografias representativas de gl&ndulas lacrimais da terceira pdpebra de c&s com
diferentes tempos de protrus&. Observar que quando da protrus&® haum actUmulo de tecido conjuntivo
(asteriscos) periglandular levando a uma hipertrofia glandular. Colorag de Picross Fius. Aumento de 400x.

Na andise histopatold&gica, o Grupo 1 apresentou 85,71% (6/7) de infiltrado
inflamat&io discreto com presenG de linf&eitos, e apenas uma gléndula (1/7 - 14,29%)
apresentou grau acentuado de inflamag® com presen@ de linf&itos, plasmc&itos,
macrc&fagos e neutr&ilos. No Grupo 2 havia uma gléndula (1/6 — 17%) com presenca de
infiltrado celular discreto, duas glédulas (2/6 - 33%) com infiltrado moderado e tré&
glédulas (3/6 - 50%) com infiltrado inflamat&io acentuado. Observaram-se no Grupo
3, duas gléndulas (2/5 — 40%) com infiltrado moderado (Fig. 6) e tré& (3/5 — 60%) com
infiltrado celular acentuado.

o9

- - -

Figura 7 - Infiltrado inflamat&io misto moderado, composto
por linf&itos (seta grossa), plasmcitos (seta mélia) e
neutrdfilos (seta fina) em canino com protrus& da gléndula
lacrimal da terceira pdpebra hamais de 12 meses. ColoraGo
de hematoxilina-eosina. Aumento de 1000x.
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Na imunohistoquimica poucas c@ulas do epitdio glandular encontravam-se em

proliferac@ celular nos diferentes grupos (Fig. 8).

Ferw o 71 .
| . 2 ;

N

o

7 ez
ela LT

e
Y,
r DM

Y
(3

1
N

Figura 8 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para anti-PCNA (positividade nuclear) em
gléndulas lacrimais da terceira pdpebra de c&s com diferentes tempos de protrus&. (A: 0-6 meses;
B: 7-12 meses; C: acima de 12 meses de protrusé; D: Controle negativo). Poucas c&ulas PCNA
positivas (pontas de setas), ou seja, escassas céulas do epitéio glandular encontravam-se em
proliferagd® celular nos diferentes grupos. Coloraggd de hematoxilina + crom&o DAB
(diaminobenzidina). Aumento de 400x.

DISCUSSAO

A menor espessura da parede dos &inos e da &ea acinar encontradas nos
animais com mais de seis meses de protrusé glandular (Grupos 2 e 3), quando
comparadas aos animais com atéseis meses de protrus& (Grupo 1), associada amaior
porcentagem de infiltrado celular inflamat&io, sugerem que o tempo de protruséo esteja
associado & alterag®s patoldgicas glandulares. O maior tempo de protrus& e
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exposicg® da glandula lacrimal reduziu a &ea e a espessura dos &inos glandulares,
provocando a reduc da sua funcionalidade, caracterizada pela diminuiGg& na produG®
do filme lacrimal, o que pode conduzir ao aparecimento de complicag®s oftdmicas,
como a ceratoconjuntivite seca. Estes achados caracterizam um processo de atrofia do
tecido glandular, posto que o infiltrado de cdulas inflamat&ias aumenta e a produG
lacrimal diminui ap& seis meses de protrus& da gléndula.

As alterag@®s histopatol@icas encontradas nesse estudo s& similares ayuelas
relatadas por Brand& et al. (2007), que observaram, ap& a excis& de glédulas
lacrimais da terceira pdpebra de c&s com protrus®, infiltrado inflamatG&io
predominantemente mononuclear em regi& periacinar e dilatagg do IUmen dos ductos
e metaplasia. Os autores consideraram, ainda, que as mudangs histopatolyicas
encontradas nos c&s, eram discretas, caracterizando um quadro de adenite suave. No
entanto, os autores n& relataram o tempo que 0s c&s estavam acometidos com a
protrus&. Nos c&s desse estudo, o maior tempo de protrus@ glandular esteve
relacionado somente apresen@ de infiltrados inflamat&ios moderados e acentuados, e
n& discretos.

As gladulas dos tré& c&s com preseng de sinais cl micos de ceratoconjuntivite
seca, confirmados pelo teste lacrimal de Schirmer, apresentavam infiltrado inflamat&io
acentuado, constitumo por linf&itos, plasm&itos e macrdagos, e os tré& animais
pertenciam ao grupo com maior tempo de exposiG® glandular (acima de 12 meses).
Canapp et al. (2001) j&haviam relatado graus variados de adenite cr&ica em um gato
com S ndrome semelhante a de Sj&yren no homem (mucosas ocular e oral ressecadas),
caracterizada por atrofia dos &inos e quantidade expressiva de tecido fibroso
interacinar, com nUmero aumentado de plasmcitos e linf&eitos. Da mesma maneira,
Martin (2009) descreveu adenite cr&ica com predomin&acia de linf&itos nas glédulas
lacrimais da terceira pdpebra de c&s portadores de ceratoconjuntivite seca, sugerindo
que a inflamaG& poderia ser de origem imunoldgica. Essas informags sugerem que o
tempo de exposiG® e o agravamento do processo inflamat&io nos animais com
protrus& da gléndula lacrimal da terceira pdpebra estép relacionados ao aparecimento
da ceratoconjuntivite seca.

Nesse estudo foi posswel perceber que, decorridos 15 dias do procedimento
cirirgico de sepultamento da gléndula lacrimal da terceira pdpebra, os valores de
Schirmer encontravam-se maiores comparativamente aos valores observados antes do

procedimento, com maior destaque agueles tré& c&s do grupo com mais de doze meses
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de protrus@ que apresentaram valores condizentes com ceratoconjuntivite seca antes da
cirurgia. Dugan et al. (1992) jahaviam constatado o valor de Schirmer maior em
animais submetidos ao sepultamento glandular, relativamente &queles cujas glandulas
mantiveram-se protru mas ou foram excisadas. A produc® lacrimal notadamente maior
ap& o reposicionamento cirdrgico da glédula lacrimal ressalta a import&cia da
correG cirdrgica 0 mais precoce poss vel.

Relativamente aquantidade de col&eno verificada nesse trabalho, n& houve
diferen@ significativa dentre as amostras, entretanto a coloragg® por Picross Tius
revelou que o col&eno estava presente em quantidade moderada nos tré& grupos. O
col&eno desempenha importantes fung@s estruturais em muitos tecidos e &géos,
auxiliando na resistécia e elasticidade (Verhaegen et al., 2012) e as gladulas lacrimais
apresentam, em sua constituiGd, finas fibras col&enas do tipo | e Il, dispostas em
forma de placas paralelas (Laus, Ori& 1999). Acredita-se que nos momentos iniciais da
protrus& da gléndula da terceira pdpebra, juntamente com a infiltrag de cdulas
inflamat&ias no tecido glandular, ocorra uma proliferacgd de fibras col&enas, e que
esta proliferaG® n&o seja proporcional ao tempo de protrus&o.

A proliferagg celular foi observada pelo estudo imunohistoqu mico, em
pequena quantidade, em tr& gléndulas, sendo posswel inferir que o processo de
hiperplasia no tecido glandular n& €& predominante, assim como tambén n& €o
processo de hipertrofia. Os processos de hipertrofia e de hiperplasia celulares, que
fazem parte da denominaG consagrada da doenca (Hiperplasia/hipertrofia da gladula
da terceira pdpebra), jadescritas por Read et al. (1996), n& s& predominantes na
protrus& da gléndula lacrimal da terceira pdpebra, pelo menos nos tempos estudados.

Dessa maneira, €poss vel afirmar que com o decorrer do tempo de exposiGo da
glédula lacrimal parece haver a diminuiGg da &ea e da espessura da parede de seus
&inos, com consequente reducg® de sua funGg® Wmpar, que € a lubrificag®d da
superfTie ocular, salientando-se a import&ncia do reposicionamento cirrgico precoce
da glédula lacrimal da terceira pdpebra, pelas mais variadas téenicas, a fim de se evitar

tais lesGs permanentes ao seu tecido e asua funG.

CONCLUSOES
A exposig® prolongada da glédula lacrimal da terceira pdpebra promove
alterag®s ductais e acinares, com presen@ de infiltrado inflamat&io, em graus

proporcionalmente maiores, de acordo com o tempo de protrus&. Quanto maior €0
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tempo de exposiGa® desta glandula maior €o dano tecidual com atrofia dos &inos

glandulares e consequente diminuiGi da &ea total para produg® da l&rima.
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Considerag®s Finais

A exposiG@ da glandula lacrimal da terceira pdpebra, que ocorre nos casos de
protrus& ou Cherry eye, pode promover diminuigd®d da producg® do filme lacrimal,
decorrente da reduc@ de tecido glandular funcional. Os danos teciduais, caracterizados
pela atrofia dos &inos e presenc de infiltrado inflamat&io em larga escala, tendem a
ser proporcionalmente maiores, quanto maior for o tempo de protrus& da glandula
lacrimal.

Estudos futuros, com tempos de exposiGa glandular maiores e nimero amostral
maior em cada escala de tempo, s& necessaios para averiguar esta correlagd® do tempo
de doenca com as alterag®s histopatol@icas e funcionais que a gléndula lacrimal da
terceira pdpebra pode sofrer quando protru ma.

A implicéncia cl nica destes achados s& as consequéncias oftdmicas que esta
afecG, t& frequente, podem produzir para a superf Tie ocular, com sinais cl micos de
ceratoconjuntivite seca. Desse modo, salienta-se a import&ncia do reposicionamento
cirdrgico da glédula lacrimal, pelas mais variadas teéenicas, a fim de se evitar tais

les@s permanentes ao seu tecido e asua funG.



33

Anexo

Ne identificaGg

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado Sr. (a):

Esta pesquisa faz parte do experimento sobre “Correlagg das alterag@®s
morfoméricas e tempo de protrusé glandular em c&s com
hiperplasia/hipertrofia da glindula lacrimal da terceira palpebra” e estasendo
desenvolvida pela médica veterin&ia Maria Caroline Pereira Brito, mestranda do
Programa de P&-graduagg® em Ciéucia Animal da Universidade Federal da Paraiba,
sob a orientacgg da Prof®Dravia Carmem Talieri.

O estudo tem por objetivo avaliar, por meio do exame histopatoldgico, as
glédulas lacrimais da terceira pdpebra que sofreram protrus&, observando se ha
aumento dos parametros inflamat&ios em decorrécia do tempo de exposiGd desta
glédula, assim como sua influéncia sobre a diminuiG@ da producg® de 1&rima.

No experimento o animal que apresenta protrus&® da gléndula da terceira
pdpebra ser& submetido & avaliag® préoperatGia, anestesia e cirurgia para
sepultamento da gléndula da terceira pdpebra. Durante o procedimento seramensurado
o tamanho da gléndula e retirado um fragmento glandular para o exame histopatol&gico.
No per bdo p&-operat&io ser& prescritos medicagd analgésica e anti-inflamat&ia por
via oral, aplicacgd de antibidico por via tépica e colocagg de colar elisabetano.

Atenciosamente,
Maria Caroline Pereira Brito

Eu: ,
CPF: - ou RG: , declaro,
para fins do exposto no presente documento, que fui informado(a) dos objetivos e da
relevancia do estudo proposto e aceitei colaborar com o experimento do mestrado,
realizado no Hospital Veterin&io da Universidade Federal da Paraiba, na qualidade de
coparticipante autorizando a manipulacgd® do animal que estd sob minha
responsabilidade, bem como a anestesia e cirurgia para correGd da protrusé& da
glédula da terceira pdpebra, alén de retornar com o animal para a retirada dos pontos.
Tambén concordo que os dados obtidos sejam utilizados para fins cient ficos.

Areia, de de 2019.

Assinatura
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