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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia da oscilacdo hormonal de cadelas higidas em
diferentes fases do ciclo estral na fisiologia lacrimal quantitativa/qualitativa e sobre a
pressdo intraocular. Foram estudadas oitenta e quatro cadelas ndo castradas de
diferentes racas com idades variadas. Os animais foram divididos de forma aleatoria
duplo-cego de acordo com a fase do ciclo estral, segundo os achados de citologia
vaginal e a dosagem sérica de progesterona. A partir de entdo, foram constituidos
quatro grupos experimentais: Grupo Anestro - GA (n= 76 olhos) composto por cadelas
em anestro; Grupo Proestro - GP (n= 36 olhos) composto por cadelas em proesto;
Grupo Estro - GE (n= 28 olhos) composto por cadelas em estro; Grupo Diestro - GD
(n= 28 olhos) composto por cadelas em diestro. Todos os animais foram submetidos
ao teste lacrimal de Schirmer tipo-1 (TLS-1), tempo de ruptura do filme lacrimal (TRLF)
e afericdo de presséo intraocular (PIO) pela tonometria de rebote. Nao foram
encontradas diferencas estatisticas nos testes TSL-1, TRFL e PIO em ambos os olhos
de cadelas em diferentes fases do ciclo estral (p>0,05), porém o0s animais
pertencentes ao grupo diestro apresentaram menores médias no TSL-1 nos olhos
esquerdos e as menores médias de TRFL foram encontradas em ambos os olhos de
cadelas no anestro. Os maiores valores de pressao intraocular foram encontrados nos
olhos esquerdos de cadelas em anestro. Conclui-se que nao houve influéncia do ciclo
estral de cadelas higidas na avaliacdo lacrimal quantitativa e qualitativa e na PIO.
Destaca-se a importancia de se comporem estudos que desvendem a influéncia ou
nao dos hormdnios sexuais de cadelas na patogénese do olho seco e na dindmica da
PIO como fator predisponente ao glaucoma, visto que na medicina veterinaria, tais

dados sdo escassos.

Palavras-chaves: afeccbes do sistema lacrimal, estrégeno; progesterona;

patogénese do glaucoma; ceratoconjuntivite seca.



ABSTRACT

To evaluate the influence of hormonal oscillation in healthy female dog in different
phases of the estrous cycle on quantitative/qualitative tear physiology and on
intraocular pressure. Eighty-four non-castrated bitches of different breeds were
studied. The animals were divided in a double-blind random manner according to the
phase of the estrous cycle, according to vaginal cytology findings and serum
progesterone levels. Then, four experimental groups were formed: Anestrus Group -
GA (n= 76 eyes) composed of anestrus female dog; Proestrus Group - GP (n= 36 eyes)
composed of female dog in proestrus; Estrus Group - GE (n= 28 eyes) composed of
female dog in estrus; Diestro Group - GD (h= 28 eyes) composed of diestrus female
dog. All animals underwent the Schirmer tear test type-1 (TLS-1), tear film break-up
time (TRLF) and intraocular pressure (IOP) measurement using rebound tonometry.
No statistical differences were found in the TSL-1, TRFL and IOP tests in both eyes of
female dog in different phases of the estrous cycle (p>0.05), but animals belonging to
the diestrus group showed lower means in TSL-1 in the eyes left eyes and the lowest
TRFL averages were found in both eyes of anestrus dogs. The highest intraocular
pressure values were found in the left eyes of anestrus female dogs. It is concluded
that there was no influence of the estrous cycle of healthy chains on the quantitative
and qualitative tear assessment and on IOP. The importance of composing studies
that unveil the influence or not of sexual chain hormones on the pathogenesis of dry
eye and on the dynamics of IOP as a predisposing factor to glaucoma is highlighted,

given that in veterinary medicine, such data are scarce.

Keywords: disease of the lacrimal system; estrogen; progesterone; pathogenesis of

glaucoma; keratoconjunctivitis sicca.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ciclo estral da cadela é dividido em quatro fases distintas, sendo essas: proestro,
com duracdo média de 5-20 dias; estro, com duracdo aproximada de 5-15 dias;
diestro, durando 50-80 dias e anestro, durando 80-240 dias. O termo diestro refere-se
ao periodo que o corpo luteo passa a ser funcional (Concannon, 2011). A cadela
apresenta ciclos mais longos em comparacdo a outras espécies, com um extenso
periodo de atividade IUtea e uma longa fase de anestro (Concannon, 1993; Feldman;
Nelson, 2004).

A correta deteccdo e acompanhamento das fases do ciclo estral é realizada
através da juncdo de alguns parametros, sendo esses: observacdo dos sintomas
reprodutivos e sinais anatdmicos e fisioldgicos, citologia vaginal, dosagem do nivel

sérico de progesterona, vaginoscopia e ultrassonografia abdominal (Crusco, 2022).

A citologia vaginal € um método eficaz para o diagndstico, cuja coleta e preparo
do material sdo faceis, no entanto, a leitura da lamina pode ser desafiadora; havendo
a necessidade de estudos que determinem um padréo para as células (Reckers et al.,
2022). Dessa forma, a associacdo da citologia vaginal com a analise das
concentracfes séricas ou plasmaticas de progesterona deve ser utilizada para a

correta identificacdo da fase do ciclo estral (Brugger et al., 2011).

No cdo doméstico o corpo luteo (CL) € a unica fonte de progesterona em cadelas
prenhes e ndo prenhes; o perfil de secrecdo da progesterona € parecido em ambas
as condicdes, até que haja um declinio acentuado da progesterona no ultimo terco da
fase lutea em cadelas gestantes, indicando o inicio da gestacdo. Consequentemente,
a duracdo da fase lutea em fémeas nao prenhes excede o tempo em relacédo as

prenhes (Kowalewski, 2012).

A acao da progesterona influencia diversos sistemas organicos. Como o diestro
em caes é mais longo que nas demais espécies, Willson et al., (2012) demonstraram
gue a progesterona pode influenciar também os valores de alguns exames
laboratoriais. Dessa forma, a interpretacao de alguns parametros laboratoriais devem

ser realizada levando em consideracao a fase o ciclo estral.
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O estrégeno € um horménio esterdide produzido pelo foliculo ovariano, resultante
do processo de conversao do colesterol em testosterona. Ocorre a ligagdo do
horménio luteinizante (LH) a receptores localizados nas células da teca interna. Por
conseguinte, as células da granulosa possuem receptores do horménio foliculo
estimulante (FSH) e, quando ativadas, sucede a conversdo de testosterona em
estradiol (Senger, 2005).

Durante as fases do ciclo estral ocorrem oscilagées nos niveis hormonais. Assim,
no proestro a cadela esta sobre influéncia estrogénica, o estradiol atinge picos de 70
pg/ml antes do estro e a concentracdo de progesterona permanece em valores
menores que 1 ng/ml (Concannon, 2011). No estro, ha declinio nos niveis de
estrogeno e aumento gradativo das concentracbes de progesterona (Feldman;
Nelson, 2004). No diestro, h4 aumento da concentracdo de progesterona que atinge
valores de 15 a 90 ng/dl. Apss esse periodo, a concentracdo de progesterona comeca
a diminuir gradativamente (Concannon, 1989). Okkens e Kooistra (2006) relataram
que no anestro a concentragdo de progesterona atinge valores menores que 9,54
ng/dl.

A deficiéncia de andrégenos gera um ambiente pro inflamatério na superficie
ocular, pois niveis especificos de andrégenos sdo necessarios para manter a funcao
secretoria e antiinflamatoria de todo o sistema da superficie ocular, incluindo as
glandulas lacrimais e meibomiana. A reducdo dos niveis de andrégenos afeta a
imunomeostase da conjuntiva, devido a redugcdo da producdo de fator de
transformacdo de crescimento- B (TGF- ), havendo menor detec¢do local de
antigenos e consequente ativacdo de linfocitos efetores e inflamacgéo local (Smith,
2005).

Ha diversos estudos que citam a influéncia hormonal na presséao intraocular, como
por exemplo: a queda da PIO durante a gestacdo na mulher, a maior incidéncia de
glaucoma e aumento da pressdo intraocular no pds menopausa, quando ha
diminuicdo do estrogeno e progesterona e por influéncia da terapia de reposicéo

hormonal (Borges-Giampini, 2005).

Em mulheres gestantes, ocorre a diminuicdo da PIO, porém o mecanismo

fisiologico ndo esta completamente esclarecido, mas ha um aumento na facilidade da
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drenagem do humor aquoso, e tem sido suposto também que ocorra aumento da

drenagem uveo-escleral (Tolunay et al., 2016).

1.1 CERATOCONJUNTIVITE SECA (CCS)

A doenca do olho seco, também conhecida como ceratoconjuntivite seca (CCS) &
uma afeccdo oftdlmica complexa que consiste em dois subtipos principais: A) olho
seco com deficiéncia aquosa e B) doenca do olho seco evaporativa, também
conhecida como quantitativa e/ou qualitativa respectivamente, podendo ter
acometimento unilateral ou bilateral (Gellat, 2003; Hisey; Galor; Leonard, 2023;
Slatter, 2005).

Mulheres na menopausa e/ou p6s menopausa apresentam declinio dos horménios
ovarianos, progesterona e estroégeno, e podem desenvolver a sindrome de Sjoégren,
enfermidade que leva ao olho seco, xerostomia e artrite reumatoide (Rischmueller;
Tieu; Lester, 2016).

O filme lacrimal é considerado a primeira camada da superficie ocular (Slatter,
2005). A camada mais externa € a lipidica, produzida pelas glandulas de meibémio; a
camada intermediaria € a aquosa, produzida pela glandula lacrimal principal e pela
glandula da terceira palpebra; e em contato com o epitélio corneano estad a camada
de mucina, produzida pelas células caliciformes e epiteliais superficiais da conjuntiva
(Moore, 1999).

O CCS é uma oftalmopatia que acomete principalmente os caes, com origem
multifatorial, progressiva, podendo tornar-se crénica. Nessa espécie, normalmente é
resultado de uma inflamacéao idiopatica imunomediada das células T e B que leva a
destruicdo da glandula lacrimal. Outras causas incluem: farmaco-induzida, congénita,
enddcrina, adenite lacrimal infecciosa (cinomose e leishmaniose), iatrogénica,
traumatica, neurogénica, apds exposicdo a radiacdo e por hipoplasia congénita,
dentre outras (Giuliano, 2013; Ofri et al., 2009; Woodham-Davies, 2020).

Os sinais clinicos da CCS manifestam-se por: secrecdo ocular mucoide,

blefaroespasmo, hiperemia conjuntival, vascularizacdo e pigmentacao corneana, dor
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ocular, ceratites ulcerativas Unicas ou recorrentes e diminuicdo da acuidade visual
(Herrera, 2008; Woodham-Davies, 2020).

As principais ferramentas para o diagnostico sédo o teste lacrimal de Schirmer
(TLS) e tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL), sendo o primeiro classificado em:
leve, moderado e grave. Essa classificacdo, € fator determinante para avaliar o
prognostico da doenga. Alguns pacientes com CCS qualitativa podem apresentar o
TLS dentro dos valores de referéncia e diminuicdo dos valores no TRFL (Angelico et
al., 2011; Giuliano, 2013; Johnson; Murphy, 2005).

O tratamento clinico medicamentoso € o de elei¢do, incluindo farmacos
imunomoduladores (ciclosporina, tacrolimus, pimecrolimus), lagrimas artificiais,
antibioticos e antiinflamatdérios (Pigato et al., 2007). Hendrix et al., (2011) fizeram uma
comparacao da eficacia entre ciclosporina 2% e tacrolimus 0,03%, ambos dissolvidos
em Oleo de oliva, resultando em um efeito superior do tacrolimus 0,03%. Em casos
em que ha insucesso no tratamento medicamento ha a opcles de terapéuticas
cirdrgicas, como por exemplo: o transplante de glandulas salivares ou o transplante

de células mesenquimais alogénicas (Lopes et al., 2021).

1.1.1 Teste lacrimal de Schirmer tipo 1 (TLS-1)

O TSL-1 é considerado padrdo ouro para avaliar, de forma quantitativa, a
producdo aquosa do filme lacrimal pré corneano (FLPC). O teste mensura a producao
basal e reflexa, do filme lacrimal incluindo a lagrima reflexa ao estimulo corneano e do

nervo trigémeo, sem a utilizacdo de anestesia tépica (Dodi, 2015; Slatter, 2005).

Para a sua realizagdo, séo utilizadas tiras estéreis de papel absorvente que
possuem em média 0,5 cm de largura e 4 cm de altura, sua extremidade possui cerca
de 5mm e apds ser dobrada € posicionada no saco conjuntival inferior, onde
permanece durante 60 segundos e a producdo é medida em milimetros por minuto

(mm/min) (Herrera, 2008).

Os valores de referéncia considerados normais para TLS tipo | sdo de 15 a 25

mm/min. Valores entre 11 a 14 mm/min sao sugestivos de CCS inicial ou subclinica;
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entre 6 a 10 mm/min de CCS moderada, enquanto valores abaixo de 5 mm/min sao
considerados CCS grave (Maggio, 2019; Moore, 1999).

1.1.2 Tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL)

O TRFL avalia de forma qualitativa o FLPC, o teste baseia-se na aplicacao
oftalmica de fluoresceina sédica a 0,5%, apods, 0 examinador mantém as palpebras do
paciente abertas e inicia a observacdo com o auxilio de um biomicroscépio com
lampada de fenda e filtro azul de cobalto; cronometrando-se o tempo decorrido a partir
do ultimo piscar até o aparecimento do primeiro ponto seco que se forma na cérnea.
O tempo adequado para que se haja a ruptura do filme lacrimal € de 20 segundos ou
mais (Colitz, 2008; Jorge et al., 2015).

No Brasil, Kobashigawa et al., (2015) determinaram valores de referéncia para

racas braquicefalicas saudaveis de 13,66 segundos.

1.1.3 Hormonios sexuais e a sindrome do olho seco

Os andrégenos sdo hormonios esteroides precursores da sintese de estrégeno,e,
através da acdo da enzima aromatase, a testosterona perde um atomo de carbono
sendo convertida em estradiol (Lucarelli; Martins; Forattini, 2013). Eles agem no
epitélio acinar das glandulas sebaceas, cujas células contém acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) e proteinas receptoras de andrégenos em seus nudcleos. As
células acinares respondem aos andrégenos produzindo proteinas que aumentam a
sintese e a secrecéao de lipideos. A testosterona regula os genes na glandula lacrimal
responsaveis pelo crescimento celular, proliferacdo, metabolismo, comunicacdo e
transporte celular, assim como a ligacdo ao &acido nucleido, transducdo de sinal e

atividades de receptor (Yamagami et al., 2002).

Na glandula meibomiana a producédo, transporte e secrecdo de lipideos é
estimulada pelos andrégenos (Steagall et al., 2002). E a sua disfungéo resulta em

deéficit qualitativo do filme lacrimal (Hartley; Williams; Adams, 2006). Estudos



21

evidenciam que os andrégenos modulam a anatomia, fisiologia, sistema imune da

glandula lacrimal em ratos, coelhos, hamster e humanos (Sullivan et al., 2003).

Ha varias condigcbes que cursam com oscilagbes ou niveis diminuidos de
androgenos em seres humanos, como: p0s menopausa, processo de envelhecimento,
oscilacdo hormonal durante a menstruacdo, uso de farmacos antiandrogénicos,
lactacédo, gravidez (Gorimanipalli et al., 2023). Em cadelas as oscila¢des nos niveis de
andrégenos séo observadas durante as fases do ciclo estral, gestacdo e em pacientes
ovariectomizados (Concannon, 2011).

Nessas situacdes, a imunonomeostase da superficie ocular pode estar afetada,
levando a um estado de inflamacédo e aquiescéncia da glandula lacrimal. Niveis
adequados de androgenos estdo correlacionados com a integridade da superficie

ocular e do filme lacrimal (Smith, 2005).

A reducao da funcdo da atividade da glandula lacrimal no p6s menopausa reforca
a influéncia positiva no estrogénio na glandula, uma vez que, nesse periodo ha
reducdo dos niveis de estrégeno, e consequente tendéncia ao olho seco (Evans et al.,
2002). No entanto, alguns estudos ressaltam haver piora da funcdo da glandula

lacrimal com a terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) (Schaumberg et al., 2001).

Susuki e Sullivan (2005) relataram que o estrogénio regula positivamente citocinas
pré-inflamatérias, incluindo MMP9, pelas células epiteliais da cornea humana, e essa
secrecdo contribui para o desenvolvimento de inflamacgéo da superficie ocular nas
sindromes do olho seco. Mulheres submetidas as reposi¢cées hormonais com estradiol
apresentaram mais citocinas inflamatérias bem como mRNAs de MMP 2,7 e 9 do que

as tratadas com placebo.

1.2GLAUCOMA

O glaucoma representa uma das principais afec¢des oftalmicas responsaveis por
causar cegueira irreversivel, sendo caracterizado por uma dolorosa neuropatia éptica,

gue tem, em comum, 0s niveis elevados de pressao intraocular. Ocorre uma perda
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das células ganglionares da retina (CGR) e seus ax6nios, associados a degeneracéo
da cabeca do nervo optico (Gellat; MacKay, 2004). Nos mamiferos as CGR nao se

regeneram (Laha; Stafford; Huberman, 2017).

Os valores normais de presséao intraocular oscilam de acordo com a literatura
consultada. Laus et al., (1995) padronizaram valores normais da PIO de 12,2 a 24,2
milimetro de mercurio (mmHg) com a tonometria de identacéo pelo método de Schiotz.
Outros valores encontrados de PIO na faixa de normalidade s&o de 15 a 25 mmHg,
pela tonometria de aplanacéo e rebote (Carneiro-Filho, 2004).

O glaucoma canino é definido como primario, quando ha anormalidade no angulo
iridocorneano, ou secundario, quando had uma doenca subjacente envolvida. Em
muitos casos ndo ha cura e o paciente evolui para perda da visdo, mesmo diante de

onerosos tratamentos clinicos e cirdrgicos (Weinreb; Aung; Medeiros, 2014).

Os principais sinais clinicos observados s&o a buftalmia, injecdo episcleral,
hiperemia conjuntival, edema corneano difuso, midriase e reflexeos pupilares
diminuidos, fraturas de descemet, atenuacéo vascular na retina dentre outras (Gelatt,
2003).

A terapéutica do glaucoma baseia-se em condutas clinicas associadas ou ndo a
tratamentos cirdrgicos. As medicacfes visam diminuir a producdo o humor aquoso ou
melhorar a sua drenagem através de vias convencionais e ndo convencionais. Em
muitos casos a terapia falha dentro de meses levando a uma cegueira irreversivel, o
gue motivou os membros do Colégio americano de oftalmologistas veterinarios
(ACVO), a elencarem, como prioridade, pesquisas direcionadas ao tratamento do

glaucoma canino (Koméaromi et al., 2019).

1.2.1 Pressao intraocular (PIO)

A presséo intraocular PIO é resultado do balanco entre a producdo do humor
aguoso pelo corpo ciliar e a sua drenagem (Gum; MacKay, 2013). O aumento da PIO
em caes, esta principalmente relacionado a falha na drenagem do humor aquoso, do

gue a um aumento da sua producao (Broadwater et al., 2008).
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O tondmetro de rebote € um aparelho portétil, facil de manusear, eficaz e pouco
invasivo, devido a sutileza com que toca a cérnea, porém € de custo elevado (Kontiola
etal., 2001). O aparelho possui uma probe esférica de aco revestida de plastico, sendo
gue o projétil € impulsionado em direcéo a cérnea por uma mola e mantido flutuando
no eixo correto por um campo magnético. para a mensuragdo um microprocessador
calcula a pressao intraocular em mmHg de acordo com o tempo desaceleracdo do

projétil ao tocar a cornea (Cervino, 2006).

Estudos comparativos entre a tonometria de rebote e de aplanacdo de Goldman
mostraram que ambas sofrem interferéncia da espessura corneana (Martinez-de-la-
Casa et al., 2006) e a tonometria de rebote tem tendéncia a subestimar a PIO em caes

(Leiva; Naranjo; Pefia, 2006).

1.2.2 Horménios sexuais e o glaucoma

A influéncia dos hormdnios sexuais na pressao intraocular tem sido o foco de

diversos estudos (Chobanian et al., 2003).

Niveis diminuidos de estr6geno e progesterona que ocorrem em mulheres na
menopausa correlacionam-se ao maior risco de desenvolvimento do glaucoma
(Hulsman et al., 2001). Em humanos, ha receptores de estrogeno em todo olho, em
especial na retina, e a expressao desses receptores podem ser influenciados pelo

género, ciclo menstrual e idade (Sullivan, 2004).

1.3 FASE DO CICLO ESTRAL, CITOLOGIA VAGINAL E DOSAGEM SERICA DE
PROGESTERONA

As fases do ciclo estral canino sé&o sucessivas e recorrentes, sendo denominadas
de quatro a cinco, de acordo com a defini¢cao de diferentes autores em: proestro, estro,

diestro e anestro (Silva; Lima, 2018).
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As cadelas possuem inicio da atividade reprodutiva com idades variaveis,
havendo influéncias da raca, escore corporal, dentre outras. As cachorras de pequeno
porte, podem iniciar a puberdade de 6 e 10 meses, e as de grande, porte entre 8 e 24
meses (Kowalewski, 2012). O periodo entre dois cios € chamado de interestro,
também sendo variavel entre as racas, normalmente o periodo de intervalos é entre 5

a 12 meses (Concannon, 2011).

1.3.1 Proestro

A duracéo do proestro oscila entre 5 a 20 dias (Concannon, 2011). Nessa fase,
iniciam-se 0s sintomas e sinais de cio na fémea, ocorrendo edema vulvar e um
secrecdao vaginal serosanguinolenta. Nessa fase, h& recusa do macho pela fémea
(Romagnoli, 2017).

Na citologia vaginal do proestro observa-se que o epitélio sofre progressivamente
um processo de queratinizacao, com modificacdo das caracteristicas celulares. Nota-
se a presenca de células parabasais, intermediarias pequenas e grandes, superficiais,
neutréfilos e eritrécitos (Vannucchi; Satzinger; Santos, 1997). No inicio, h4 uma
populacao de varios tipos de células epiteliais com grande varia¢do na forma e nucleo
e, conforme se aproximam do estro vao se tornando mais homogéneas e anucleadas
(Reckers et al., 2022).

O proestro € marcado pela influéncia estrogénica secretada pelas células da
granulosa do foliculo ovariano (Feldman; Nelson, 2004). Na fase folicular ha liberacéo
pelo centro tbnico, localizado no hipotdlamo, do hormdnio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), de forma pulsatil e em pequenas amplitudes, o que desencadeia a liberagcao
de FSH e LH, resultando no crescimento e desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
A producgédo do estrogeno aumenta, ha feedback positivo da secrecdo de GnRH, que
por sua vez ira estimular o centro pré ovulatorio no hipotalamo e aumentar a producéo
de LH (Senger, 2005)

Segundo Concannon (2011), a concentracdo sérica do estradiol aumenta

gradativamente, com valores iniciais entre 5 a 15 pg/ml, antes do estro essa
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concentracdo atingindo o pico de 70 pg/ml. O inicio do estro é marcado pelo declinio
do estrogeno, que se mantém em valores basais até a préxima fase folicular. A
concentracdo de progesterona permanece em niveis basais (1ng/ml) durante todo o
proestro. Ha relato de concentracdes de progesterona obtidas no final do proestro e

inicio do estro de 2,85ng/ml (Benetti; Toniollo; Oliveira, 2004).

O fim do proestro e inicio do estro sdo marcados pela elevacdo plasmatica da
progesterona, e, enquanto a fémea evolui nas fases do ciclo estral, mais progesterona

é liberada, enquanto ha queda dos niveis de estrogeno (Feldman; Nelson, 2004).

1.3.2 Estro

A duracdo média do estro € de 5 a 15 dias, e nesta fase a fémea aceita 0 macho,
ocorrendo a ovulagdo, maturagéao e fertilizagdo (Concannon, 2011).
A citologia vaginal do estro € composta predominantemente por células superficiais e
células anucleadas ou com nucleos picnéticos, e ndo ha neutréfilos (Vannucchi;
Satzinger; Santos, 1997). De acordo com Romagnoli (2017) a populacao de células é
composta por mais de 50% de células epiteliais superficiais anucleadas.

O estro na cadela ocorre em resposta ao declinio da concentracéo plasméatica de
estrogeno, que precede o pico do LH e continua em ritmo decrescente durante toda a
fase (Concannon, 2011). A concentracdo de estradiol tende a diminuir para valores
basais (menores que 15 pg/ml) (Feldman; Nelson, 2004).

O inicio do estro é facilitado pelo aumento da progesterona resultante do pico de
LH. A progesterona comeca a se elevar antes do desenvolvimento do corpo luteo,
atraves da sintese e secrecao pelas células foliculares que passaram por luteinizacéo
(Feldman; Nelson, 2004).

A ovulacéo ocorre em cerca de 2 a 3 dias apds o pico de LH (Johnston; Kustritz;
Olson, 2001). A concentracdo sérica de progesterona aumenta rapidamente acima de
1-3 ng/mL durante o pico pré-ovulatorio de LH e atinge valores de 10-25 ng/mL, logo
apo0s ao térmico do estro (Concannon, 2011). Durante o estro 0s niveis de
progesterona encontram-se em torno de 5,2ng/ml (Benetti; Toniollo; Oliveira, 2004).
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No momento da ovulagéo os niveis séricos de progesterona alcancam valores de
4,8 +0.9 ng/ml e 7,2 + 1,3 ng/ml (Hollinshead; Hanlon, 2019).

1.3.3 Diestro

E a fase seguinte ao estro, na qual a fémea néo aceita mais a monta, e possui alta
secrecdo de progesterona (Kowalewski, 2018). O diestro gestacional apresenta
duracdo média de 56 a 58 dias, enquanto que o nao gestacional dura, em média, de
60 a 100 dias (Feldman; Nelson, 2004).

Na citologia vaginal nota-se uma diminui¢do das células epiteliais superficiais, e
uma mudanca abrupta para ndo queratinizadas, havendo um aumento de células
intermediarias, parabasais, com presenca neutréfilos e células espumosas (foam
cells) (Kustritz, 2020).

A cadela é a Unica, dentre os animais domésticos, que possui a fase litea com
maior duracdo nos animais ndo gestantes do que durante a gestacao (Kowalewski,
2012).

A producéo de progesterona ocorre no corpo liteo, e 0s seus valores aumentam
de 15-80 ng/ml, ap6s a ovulacdo (Concannon, 2011). Apés este periodo, ocorre a
diminuicdo gradativa da concentracdo sérica de progesterona (Johnston; Kustritz;
Olson, 2001).

1.3.4 Anestro

O anestro possui duracédo de 80 a 240 dias (Concannon, 2011). Nessa fase ocorre
involucdo uterina e ha uma quiescéncia do eixo hipotalamico-hipofisariogonodal
(Concannon, 1989).

Na citologia vaginal sédo vistas células parabasais isoladas ou em pequenos

grupos e intermediarias pequenas (Kustritz, 2020).
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Durante o anestro, ocorrem ondas curtas e espassadas de LH, e isso relaciona-
se com um aumento abrupto do LH nas fases seguintes, induzindo: um pico de LH
imediatamente antes do comeco do proestro e outro pico que antecede o inicio do
estro (Feldman; Nelson, 2004). Os niveis de progesterona sérica estdo menores do

que 0,1ng/ml (Concannon, 2011).
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2.1 RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da oscilacdo hormonal de cadelas jovens adultas em
diferentes fases do ciclo estral na fisiologia lacrimal quantitativa/qualitativa e sobre a
presséo intraocular.

Animais estudados: oitenta e quatro cadelas ndo castradas de diferentes racas com
idade entre 6 meses e 10 anos.

Procedimentos: Os animais foram divididos de forma aleat6ria duplo-cego de acordo
com a fase do ciclo estral, segundo os achados de citologia vaginal e a dosagem
sérica de progesterona. A partir de entdo, foram constituidos quatro grupos
experimentais: Grupo Anestro - GA (n= 76 olhos) composto por cadelas em anestro;
Grupo Proestro - GP (n= 36 olhos) composto por cadelas em proesto; Grupo Estro -
GE (n= 28 olhos) composto por cadelas em estro; Grupo Diestro - GD (n= 28 olhos)
composto por cadelas em diestro. Todos os animais foram submetidos ao teste
lacrimal de Schirmer tipo-1 (TLS-1), tempo de ruptura do filme lacrimal (TRLF) e

afericdo de presséo intraocular (PIO) pela tonometria de rebote.

Resultados: Nao foram encontradas diferencas estatisticas nos testes TLS-1, TRFL e
P10 em ambos os olhos de cadelas em diferentes fases do ciclo estral (p>0,05), porém
0S animais pertencentes ao grupo diestro apresentaram menores médias no TLS-1
nos olhos esquerdos e as menores médias de TRFL foram encontradas em ambos os
olhos de cadelas no anestro. Os maiores valores de pressdo intraocular foram

encontrados nos olhos esquerdos de cadelas em anestro.

Conclusdes: Conclui-se que nao houve influéncia do ciclo estral de cadelas higidas na
avaliacdo lacrimal quantitativa e qualitativa e na PIO. Destaca-se a importancia de se
comporem estudos que desvendem a influéncia ou ndo dos hormdnios sexuais de
cadelas na patogénese do olho seco e na dindmica da PIO como fator predisponente

ao glaucoma, visto que na medicina veterinaria, tais dados sédo escassos.

Palavras-chaves: afec¢des do sistema lacrimal; estrégeno; progesterona; patogénese

do glaucoma; ceratoconjuntivite seca.
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2.2 ABSTRACT

Aims: To evaluate the influence of hormonal oscillation in young adult bitches in
different phases of the estrous cycle on quantitative/qualitative tear physiology and on
intraocular pressure.

Animals studied: eighty-four non-castrated female dogs of different breeds aged
between 6 months and 10 years.

Procedures: The animals were divided in a double-blind random manner according to
the phase of the estrous cycle, according to vaginal cytology findings and serum
progesterone levels. From then on, four experimental groups were formed: Anestrus
Group - GA (n= 76 eyes) composed of female dogs; Proestrus Group - GP (n= 36
eyes) composed female dogs in proestrus; Estrus Group - GE (n= 28 eyes) composed
of female dogs in estrus; Diestro Group - GD (n= 28 eyes) composed of diestrus female
dogs. All animals underwent the Schirmer tear test type-1 (TLS-1), tear film break-up
time (TRLF) and intraocular pressure (IOP) measurement using rebound tonometry.
Results: No statistical differences were found in the TLS-1, TRFL and IOP tests in both
eyes of bitches in different phases of the estrous cycle (p>0.05), however animals
belonging to the diestrus group presented lower means in TLS-1 in the left eyes and
the lowest TRFL means were found in both eyes of bitches in anestrus. The highest
intraocular pressure values were found in the left eyes of anestrus bitches.
Conclusions: It is concluded that there was no influence of the estrous cycle of healthy
bitches on the quantitative and qualitative tear assessment and on IOP. The
importance of composing studies that unveil the influence or not of sexual hormones
in female dogs on the pathogenesis of dry eye and on the dynamics of IOP as a
predisposing factor to glaucoma is highlighted, given that in veterinary medicine, such

data are scarce.

Keywords: lacrimal system disorders; estrogen; progesterone; glaucoma

pathogenesis; dry keratoconjunctivitis.
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2.3 INTRODUCAO

A cadela apresenta caracteristicas reprodutivas que a difere de outras
espécies, sendo monoéstricas ndo sazonais com ovulacdo espontanea !. Portanto,
durante as fases do ciclo estral ocorrem oscilacbes dos niveis hormonais,

principalmente de estrégeno e progesterona 1234,

A citologia vaginal € um método eficaz para o diagndéstico das fases do ciclo
estral, sendo método simples, de baixo custo e facil execucdo. No entanto, a leitura
da lamina pode ser desafiadora; assim, a associagdao da citologia vaginal com a
andlise das concentracdes séricas ou plasmaticas de progesterona favorece a correta
identificacdo da fase do ciclo estral . A dosagem da progesterona é uma adigdo
valiosa para correta avaliacao clinica do estagio do ciclo estral, se medida de forma

confiavel 7.

Estudos relacionaram a patogénese do olho seco com o desequilibrio dos
hormdnios sexuais (estrégeno/androgeno)?1911 Os andrégenos estimulam os genes
envolvidos na producdo, transporte e secrecdo de lipideos nas glandulas
meibomianas'?. HA evidéncias que a sua deficiéncia tem efeitos prejudiciais na
morfologia da glandula de meibdmio'3, estruturas responsaveis pela producéo lipidica
do filme lacrimal; portanto, a sua disfuncdo resulta em déficit qualitativo do filme
lacrimal 4. No homem, é consenso que farmacos antiandrogénicos estédo associados

a um aumento da prevaléncia da sindrome do olho seco®s.

Os receptores de estrogeno e progesterona sdo encontrados em estruturas da
superficie ocular, como a coOrnea, a conjuntiva, glandulas de meibdmio e glandula
lacrimal principal®®>. No entanto, a influéncia dos estrogénios sobre a dultima é
controversa, havendo relatos de agcao positiva do estradiol sobre a sua anatomia e
fisiologia®. Paradoxalmente, alguns autores sugerem um efeito negativo na producéo
lacrimal, como: indug&o da regresséo glandular, ruptura de células acinares e necrose
glandular. E, ainda, outros autores citam que a auséncia de estrogénio ndo constitui

um fator de risco para o desenvolvimento de inflamacéo na glandula lacrimal?”’.

Na medicina humana ha estudos que correlacionam a menopausa precoce ao

maior risco de desenvolvimento de glaucoma, presumindo-se que a diminuicdo nos
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niveis de estrogeno e progesterona que ocorrem nessa fase, possa desencadear
mecanismos fisiol6gicos influenciados por esses hormonios®. Pois ha receptores de
estrogénio em todo bulbo do olho, em especial na retina, cuja expressao desses

receptores pode ser influenciada pelo género, ciclo menstrual e idade®®.

O estradiol aumenta os niveis de oxido nitrico endotelial, elevando a atividade
enzimatica do oxido nitrico sintase Ill, que pode reduzir a pressao intraocular,
decorrente de um relaxamento da rede trabecular e do musculo ciliar que impacta na
regulagdo do humor aquoso 2%2%, Além disso, esse hormonio também desencadeia
um efeito vasodilatador que pode influenciar no suprimento sanguineo do nervo

dptico, na circulacdo uveal, retina e coroide 22.

H& evidéncias do efeito antagonista da progesterona aos glicocorticoides 22,
substancias conhecidas por elevarem a pressdo intraocular?*. Em coelhos, a
progesterona pode inibir o efeito hipertensivo ocular dos glicocorticoides endégenos,
competindo pelo sitio de ligacéo ao receptor, encontrado nas células do corpo ciliar 2.

N&o héa relatos que 0 mesmo ocorra em outras espécies.

Em mulheres ap6s a menopausa, ha descricées sobre influéncia da terapia de
reposicao hormonal com estrégenio sobre a presséo intraocular, em que se observa
uma discreta, porém significativa reducéo da presséao intraocular 26. Porém, estudos
em cadelas versando sobre os impactos da variacdo hormonal sobre os valores de
testes que avaliam a saude da superficie ocular e pressao intraocular em cadelas
S80 escassos e merecem, portanto, novas e originais investigacées. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi o de avaliar a influéncia da oscilacdo dos hormdnios
sexuais de diferentes fases do ciclo estral de cadelas higidas na fisiologia lacrimal

guantitativa/qualitativa e sobre a pressao intraocular.

2.4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado com autorizagdo expressa dos tutores/treinadores dos
animais através do termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e do Comité
de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba, campus de Aracatuba (Processo n.
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852/2023). Os cuidados bioéticos foram seguidos de acordo com as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology - ARVO (National Institutes of
Health Publications nimero 85-23: Revised 1985).

2.4.1 Selecao dos animais

Foram avaliadas cadelas de diversas racas, com idades entre 6 meses e 10
anos e de pesos variados provenientes do atendimento do hospital veterinario de
Andradina- Sao Paulo na fundacdo educacional de Andradina (FEA) e no centro de
controle de zoonoses de Buritama- Sao Paulo. O grupo experimental foi composto por
84 animais, divididos de acordo com a fase do ciclo estral em que se encontravam,
baseando-se na andlise da citologia vaginal e na dosagem de progesterona. As
cadelas foram submetidas, de forma aleatdria, a avaliacdo clinica geral através de
exame fisico geral e complementares (sorologia para leishmaniose, hemograma
completo, contagem total de plaquetas e dosagem sérica de ALT, FA, creatinina e
ureia). Cadelas castradas ou que apresentavam outros sinais clinicos sistémicos ou
oftalmicos foram excluidas da pesquisa. Foram constituidos quatro grupos
experimentais: GA (n= 76 olhos) composto por cadelas em anestro; GP (n= 36 olhos)
composto por cadelas em proesto; GE (n= 28 olhos) composto por cadelas em estro
e GD (n= 28 olhos) composto por cadelas em diestro

2.4.2 Procedimentos clinicos oftalmolégicos

Todas as cadelas foram submetidas, em sequéncia, ao teste lacrimal de
Schirmer tipo 1 (TLS-1), tempo de ruptura do filme lacrimal (TRLF) e afericdo de
pressdo intraocular (PIO) pelo método da tonometria de rebote. Também foram
submetidas a coleta de citologia vaginal com auxilio de swab estéril e rolagem em
lamina, seguido de coloracdo com panotico rapido (Instant Prov I, Il, lll, new prov,
Pinhais- Parana) e coleta de sangue por venopuncdo para dosagem sérica de

progesterona. Todas as afericbes oftalmicas foram realizadas no periodo vespertino,
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pois 0 TSL-1 e PIO podem variar de acordo com influéncias do ciclo circadiano 4?7,
O examinador oftalmico ndo tinha ciéncia a qual fase do ciclo estral cada paciente
pertencia, constituindo-se um estudo duplo cego. A leitura da citologia vaginal foi
realizada por um outro colaborador com experiéncia, e avaliadas separadamente aos

exames oftalmolégicos.

Ressalta-se que todas as afericdes foram conduzidas pelo mesmo examinador
e sob condi¢cbes semelhantes de temperatura e periodo do dia. Todo o material
utilizado era do mesmo lote de tiras para o TSL-1 e de colirio de fluoresceina sddica,

com intuito de minimizarem-se inconsisténcias 4.

Todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo de ambos os olhos com
auxilio da biomicroscopia com lampada em fenda (lampada de fenda portétil SLP-Z,
Apramed, SL-15, Sdo Carlos- S&do Paulo) para avaliacdo das pélpebras superiores e
inferiores, terceira palpebra, conjuntivas bulbar e palpebral, cérnea, camara anterior,

iris e lente 28,

2.4.3 Teste lacrimal de Schirmer tipo 1 (TLS-1)

O exame foi realizado mediante a insercao da tira milimetrada (Tear Touch Blu-
Schirmer Strips, Madhu Intruments PVT. LTD importado e distribuido por Ophtalmos®,
india) no saco conjuntival na porcio medial da palpebra inferior em ambos olhos
durante 60 segundos, contados com auxilio de um crondmetro, sendo o resultado

registrado em mm/min 2829,

2.4.4 Tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL)

Apbs a avaliacdo pelo TLS-1, foi realizado o TRFL. Para tanto, foi instilado no
fornice conjuntival inferior o colirio de fluoresceina sobdica 1% (Fludiag,
Oftalmopharma®, Artur Nogueira- Sado Paulo), aguardando-se o animal piscar. Em

seguida, as palpebras eram mantidas abertas e sob iluminagdo com filtro azul de
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cobalto da lampada de fenda. Assim, o tempo entre o Gltimo ato de piscar e o primeiro
ponto seco sem a fluoresceina foi determinado e considerado o tempo de ruptura do

filme lacrimal 0.

2.45 Tonometria de rebote

Cinco minutos apos o teste do TRFL, a pressao intraocular de ambos os olhos
foi mensurada pelo método de rebote com o tondmetro apropriado (Tonovet®, Icare,
Finlandia). A ponteira do equipamento foi posicionada de forma vertical em um &ngulo
de 90° e a uma distancia de 4 a 8 mm da cOrnea, sendo obtidas seis medidas

consecutivas, e finalizada por um aviso sonoro.

2.4.6 Citologia vaginal

ApoOs a realizacdo dos testes oftalmicos foi realizado a coleta de citologia
vaginal. Antes do procedimento, a vagina foi higienizada com solucao fisiologica. A
coleta foi realizada com o auxilio de um swab estéril, inicialmente introduzido pela
vulva no angulo de 45°, e rotacionado 180° no vestibulo vaginal para obtencéo da
amostra em toda vagina. O material obtido foi espalhado em lamina de vidro, fixado,
identificado e corado com corante rapido de Romanowsky 3.

2.4.7 Dosagem de progesterona

A coleta foi realizada sempre no periodo matutino. O sangue foi coletado por
venopuncao da veia cefalica, utilizando-se seringas descartaveis de 5 ml e agulhas
hipodérmicas 25x7 estéreis, sendo posteriormente colocados em tubos sem

anticoagulantes

A amostra foi submetida a centrifugacdo por um periodo de 5 minutos a 1500

gramas. Em seguida, com o auxilio de uma pipetadora as amostras foram
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acondicionadas em tubos de polietileno, tipo Eppenddorf e armazenadas a —20 °C até

as analises serem realizadas.

Para mensuracdo dos valores séricos foi utilizado a técnica de
radioimunoensaio (RIE) com o kit comercial RIA Progesterone em fase sdlida
(BECKMANCOULTER - IMMUNOTECH- CzechRepublic).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para o delineamento experimental, foi considerado como evento fixo a fase do
ciclo estral e a comparacdo com os testes oftdlmicos (TLS-1, TRFL e PIO). Foi
utilizado o pacote estatistico do Software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows
(GraphPad software, San Diego, Califérnia, USA).

As médias, desvio e erro padrdo foram comparados pela andlise visual do
histograma e teste de distribuicdo normal de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.
Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada a analise de
variancia (two-way ANOVA), com aplicacdo do pés-teste de Tukey na comparagao
das médias. Para os dados que ndo se comportaram com distribuicdo normal, seguiu-
se com a analise de variancia (two-way ANOVA), analisados pelo teste Kruskall-Wallis
e pbs-teste de Dunn’s, sendo considerados os valores de p<0,05 para as diferencas

estatisticas.

2.6 RESULTADOS

As médias de idade dos diferentes grupos estudados estdo expressas na
Tabela 1. Embora o grupo amostral tenha sido constituido por animais de diferentes

faixas etarias, observou-se que as médias de idade estiveram proximas.
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Tabela 1- Média e desvio padrao da idade das cadelas em diferentes fases do ciclo

estral.
Grupo Idade (Anos)
GA 2,1+1.4
GP 2,1+£1,7
GE 3,1+3,0
GD 3,5+2,2

Legenda: idade, anos; GA, grupo anestro; GP, grupo proestro; GE, grupo estro; GD grupo diestro.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os testes: TSL-1, TRFL e
P10 de ambos os olhos de cadelas em diferentes fases do ciclo estral (p>0,05) (Tabela
2).

Tabela 2- Comparacdes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk entre as diferentes fases

do ciclo estral em relagdo aos parametros oftalmicos

Parametro oftalmico Valor de P

Schirmer OD 0,6648
Schirmer OE 0,6663
TRFL OD 0,0896
TRFL OE 0,1587
PIO OD 0,7466
PIO OE 0,7841

Legenda: TSL-1, teste lacrimal de Schirmer tipo 1; TRFL, tempo de ruptura do filme lacrimal; P10,
presséo intraocular; OD, olho direito; OE, olho esquerdo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Nas cadelas em anestro, a disperséo dos dados relativos encontra-se na figura
1. As médias do TSL-1 OD e OE foram de 19,6+ 3,8 e 19,5+ 3,3mm/min,
respectivamente. E TRFL no OD e OE foram 17,5+ 3,5 e 17,5+ 3,3 segundos,
respectivamente. As médias da PIO no OD e OE foram de 15,8+ 3,5 e 16,7+ 3,6

mmHg, respectivamente.



38

Figura 1- “Box-plots” de distribuigdo dos valores em OD e OE de: TLS-1 em mm/min,
do TRFL em segundos e da PIO em mmHg, de 76 olhos de cadelas no anestro.

23 1 ‘

IREERE

Anestro

P12 OE PIO DD TRFL OE TRFL OD TLS-1 DE TLS-1 QD

Exames oftalmoldgicos

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

A disperséo dos dados relativos de cadelas em proestro encontra-se na figura
2. As médias do TSL-1 no OD e OE foram de 18,4+ 2,7 e 18,7+ 2,8 mm/min
respectivamente. E do TRFL no OD e OE foram 19,2+ 3,4 e 19+ 3,3 segundos,
respectivamente. As médias da P1O no OD e OE foram de 15,9+ 2 e 16,2+ 1,9 mmHg,

respectivamente.
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Figura 2- “Box-plots” de distribuicdo dos valores em OD e OE de: TLS-1 em
mm/min, do TRFL em segundos e da PIO em mmHg, de 36 olhos de cadelas no

proestro.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

A dispersao dos dados relativos de cadelas no estro encontra-se na figura 3.
As médias do TSL-1 no OD e OE foram de 18,1+ 58 e 18,1+ 56 mm/min
respectivamente. E do TRFL no OD e OE, foram de 18,5+2,5 e 18,5+ 2,7 segundos,
respectivamente. As médias da PIO em OD e OE foram de 16,5+2,7 e 16,5+ 2,8

mmHg, respectivamente.
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Figura 3- “Box-plots” de distribuigdo dos valores em OD e OE de: TLS-1 em

mm/min, do TRFL em segundos e da PIO em mmHg, de 28 olhos de cadelas no estro.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

A disperséo dos dados relativos ao diestro encontra-se na figura 4. As médias
do TSL-1 no OD e OE foram de 18,7+ 4,0 e 17,6 5,7 mm/min respectivamente. E do
TRFL no OD e OE, foram de 17,7+ 1,7 e 17,9+ 1,9 segundos, respectivamente. As
médias da PIO em OD e OE foram de 16,1+ 3,5e 16+ 3,4 mmHg, respectivamente. A
figura 5 apresenta imagens fotogréficas da citologia vaginal de cadelas em diferentes

fases do ciclo estral que foram incluidas no estudo.
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Figura 4- “Box-plots” de distribuicdo dos valores em OD e OE de: TLS-1 em
mm/min, do TRFL em segundos e da PIO em mmHg, de 28 olhos de cadelas no diestro
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.



42

Figura 5- Citologia vaginal. Linha A: Prevaléncia de células parabasais e
intermediarias pequenas (anestro), aumento de 40x; Linha B: Predominio de células
epiteliais parabasais, intermediarias pequenas e grandes, e superficiais. Presenca de
neutrofilos e hemécias (proestro), aumento de 40x; Linha C: Predominio de células
superficiais com nucleos picnéticos ou células nucleadas. Neutrofilos ausentes (estro),
aumento de 80x; Linha D: Presenca de células intermediarias, parabasais e presenca
de neutrdfilos (diestro), aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
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A figura 6 representa os valores da dosagem de progesterona, em ng/ml, das
cadelas em diferentes fases do ciclo estral incluidas no estudo.
Figura 6- Grafico de barras do valor da progesterona em ng/ml de cadelas no

anestro, proestro, estro e diestro

Progesterona (ng/mL)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

2.7 DISCUSSAO

Sabe-se que o fator idade pode influenciar na PIO 27. No entanto, no presente

estudo os valores obtidos das médias das idades das cadelas avaliadas em diferentes
fases do ciclo estral, (tabela 1) eram similares entre 0s grupos.
A identificacéo do olho seco requer a realizacao de testes clinicos oftalmolbgicos, bem
como a observacao de sinais clinicos oculares. Optou-se pela realizacdo do TSL-1 e
TRFL, como testes de triagem para atestar a saude da superficie ocular®? em cadelas
higidas em diferentes fases do ciclo estral, visto que tais dados sdo escassos na
literatura veterinaria.

Os valores do TSL-1 encontrados (tabela 2) assemelharam-se aos valores
encontrados na literatura em cédes higidos 3334, assim como a média dos valores do

TRFL de 20 segundos ou mais .
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E descrito na literatura que cies mais velhos tendem a apresentar valores
menores no TLS-1, e maior risco de desenvolvimento de olho seco ?° (a média do
TLS-1 pode diminuir 0,4 mm para cada um ano de aumento da idade *4.) porém, como
no presente trabalho, a idade média das pacientes avaliadas variou de forma discreta
(2,1 a 3,5 anos) entre os grupos estudados, (Tabela 1), ndo foi possivel avaliar a

correlacao desse fator com animais senis.

Ha controvérsias sobre a maior predisposicéo das fémeas em desenvolver olho
seco 1436, Alguns autores destacaram, ainda, sobre a necessidade de mais estudos
envolvendo um maior numero de animais néo castrados em diferentes fases do ciclo
estral, animais gestantes e lactantes, para demonstrar o efeito dos horménios sexuais
na producéao e funcao lacrimal. O presente estudo avaliou 168 olhos de fémeas inteiras
em diferentes fases do ciclo estral, com o intuito de desvendar tais incongruéncias na
literatura®.

Embora sem diferenca estatistica, os animais pertencentes ao GD foram os que
apresentaram menores médias no TSL-1 nos olhos esquerdos e as menores médias
no TRFL foram encontradas em ambos os olhos de cadelas no anestro (figura 1 e 4).
No anestro ocorre um declinio dos niveis dos andrégenos circulantes!, como ocorre
na menopausa em mulheres que apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento de
olho seco . No diestro ha aumento da progesterona e diminuicdo nos niveis de
estrogeno. a coleta foi realizada sempre no periodo matutino. Visto que esse
hormonio?!, pode influenciar de maneira positiva o funcionamento das glandulas
lacrimais, a sua auséncia pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de olho

seco 18,

As menores médias encontradas no TRFL foram no anestro (figura 1), onde se
reconhece que ha decréscimo dos niveis séricos dos andrégenos, que atuam sobre
as glandulas de meibdmio, afetando a producéo lipidica do filme lacrimal 3. No
entanto, os valores encontrados neste teste encontravam-se dentro da faixa de
normalidade. Supde-se que outros fatores possam suprimir os niveis dos hormonios
sexuais durante periodos em que haja decréscimo dos mesmos ou aquiescéncia das
gbnadas sexuais!. Embora, a funcédo primaria da glandula adrenal seja a sintese de
glicocorticoides e mineralocorticoides, essa glandula pode sintetizar todas as classes

de hormdnios esteroidais, incluindo os sexuais 3’.


https://www.google.com/search?sca_esv=581717431&q=aquiesc%C3%AAncia&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjV1Yv02L6CAxV6pZUCHcDlBD8QBSgAegQICBAB
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Ocorrem oscilagdes nas concentracdo de citocinas inflamatorias na lagrima de
mulheres saudaveis em diferentes fases do ciclo menstrual. Os niveis de citocinas
pré-inflamatérias, incluindo as metaloproteinases, encontram-se aumentados na fase
da ovulacdo e Ilitea em comparacdo a fase folicular inicial, evidenciando que a
presenca de citocinas em tecidos responsivos ao estrogénio pode oscilar nas
diferentes fases do ciclo menstrual. Assim, as variagdes nos niveis de estrogénio
podem impactar na gravidade da sindrome do olho seco e na consequente
cicatrizacéo de feridas na cérnea 1. No entanto observou-se, no presente estudo, que
a correlacdo das flutuagcdes hormonais, decorrentes das diferentes fases do ciclo
estral, avaliadas pelo TLS-1 e TRFL, ndo foram estatisticamente significantes.

Apés a castracao de coelhos, ha atrofia das células epiteliais da glandula
lacrimal, regressdo das vesiculas de muco das células acinares e diminuicdo de
células caliciformes da conjuntiva 8. Portanto, a realizacédo de estudos que avaliem a
producdo lacrimal quantitativa e qualitativa em cadelas castradas pode demonstrar
resultados estatisticamente significantes em relacdo a influéncia dos hormdnios
sexuais na patogénese do olho seco. Neste sentido, em um estudo foram observados,
baixos niveis de testosterona e estradiol circulantes em cadelas castradas e sendo
observadas alteracdes quali/quantitativas do filme lacrimal, independentemente do
tempo de castracdo 2. Paralelamente, foram avaliados, os niveis de testosterona em
mulheres no pds-menopausa e sua correlagcdo com o risco de desenvolver olho seco
40 e os autores observaram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa.
No presente trabalho, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante, no
periodo de aquiescéncia das gbnadas sexuais da cadela com os testes realizados,
achado em que se contrapde ao que se espera com menores niveis de andrégenos
circulantes. Assim, destaca-se a necessidade de novos estudos clinicos para melhor
esclarecer a relacdo dos niveis séricos dos androgénios em cées que desenvolvem

de olho seco.

Na medicina humana ha divergéncias em relacdo ao efeito da terapia de
reposicdo hormonal (TRH) em mulheres no pds-menopausa. Em alguns estudos
destaca-se a importancia dos andrégenos na producao da fracdo aquosa do filme
lacrimal pela glandula lacrimal, bem como a secrec¢éo lipidica do filme lacrimal, por
acao nos receptores de androgenos nas glandulas de meibdmio. Porém, Schellini, et

al. (2004) % realizaram um estudo em que néo foram observadas diferencas entre os
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valores do TSL-1 e TRFL em mulheres apdés a TRH com estradiol e
medroxiprogesterona. No entanto, outros autores apontaram que a medicacéo oral
sisttmica em mulheres na menopausa influencia, de maneira positiva, 0

funcionamento da glandula lacrimal 42,

Os valores médios da PIO no presente estudo, encontraram-se proxXimos aos
valores ja estabelecidos como dentro da normalidade variando de 15 a 25 mmHg 2.
Destaca-se que as afericdes foram realizadas no mesmo horario pela manha, levando-
se em consideracao a interferéncia circadiana sobre este parametro. Nas espécies de
habitos diurnos como, cdes, macacos e humanos, a PIO eleva-se durante o dia ?’.
Porém, ha trabalhos em que os autores citam que o ciclo circadiano nao influencia a

P1O em cadelas saudaveis 43.

A espessura corneana influencia na afericdo da P10, sendo que corneas mais
espessas tendem a superestimar os valores da tonometria 44. Na mulher, a superficie
ocular sofre alteragces de acordo com as variagdes ciclicas dos niveis circulantes dos
horménios estrogénio e progesterona, sendo que a cérnea se torna-se mais espessa
no final do ciclo menstrual devido aos receptores de estrogénio presentes nela 4°,

demonstrando assim a influéncia dos hormoénios sexuais na presséo intraocular.

No presente trabalho embora, estatisticamente insignificante, e dentro de
valores de referéncia, 3342 a maior média observada de PIO foi nos olhos esquerdos
das cadelas em anestro, onde os niveis de estrégeno estédo diminuidos ! (figura 1).
Assim, esse achado corrobora o que ocorre em algumas mulheres no periodo da
menopausa /. Ressalta-se, que esse estudo é pioneiro na avaliacdo da PIO de
cadelas em diferentes fases do ciclo estral, o que permite pressupor que os hormoénios
femininos ndo apresentam correlacdo com patogénese do glaucoma em cadelas,

assim como relatado em humanos “5.

Na mulher, condi¢des que cursam com uma diminuic&o no nivel de estrogénio
como a idade do inicio da menarca, pacientes submetidas a ooforectomia bilateral e
idade de inicio precoce da menopausa aumentam os riscos do desenvolvimento de
glaucoma. Em contrapartida, situacdes que levem a um estado de hiperestrogenismo,
como a gravidez, conferem menores riscos para o desenvolvimento do glaucoma 4’.
No presente estudo, embora estatisticamente insignificante, o periodo em que se

observou a maior média da PIO foi no anestro. Assim, pode-se concluir que, para 0s
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casos de elevacdo de PIO em cadelas em fase de anestro, uma possivel alternativa
terapéutica para a prevencao glaucoma, seria a suplementagéo com 17beta-estradiol.
Esse farmaco hormonal previne a perda de CGR (células ganglionares da retina)
induzida quando ha aumento agudo da PIO %, com efeito neuroprotetor ao nervo
optico 4. Em mulheres gravidas, sob influéncia da progesterona, encontrou-se
diminuicdo nos valores médios de PIO 4. Em coelhos é reconhecida que ha a
presenca de receptores de progesterona no corpo ciliar, cuja ligacdo deste hormonio
pode inibir o efeito hipertensivo ocular dos glicocorticoides enddégenos, competindo

pelo sitio de ligacdo ao receptor 0.

Dessa forma, ressalta-se que estudos que avaliem a PIO de cadelas
gestantes e/ou castradas, seriam validos para melhor elucidar a relacdo dos
horménios sexuais na patogénese do glaucoma, visto que a diminui¢cao do estrégeno
circulante incita um maior risco para ocorréncia de glaucoma, outrossim, situagdes

clinicas que levem ao hiperestrogenismo, podem reduzir a PIO 46.

Tendo em vista que na mulher prioriza-se a importancia do conhecimento dos
niveis hormonais normais em diferentes fases do seu ciclo reprodutivo no auxilio para
rastreamento do glaucoma °%, julga- se ser pertinente a identificacdo oscilagées da
PIO em cadelas nas diferentes fases do ciclo estral.

2.8 CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve influéncia do ciclo estral de cadelas higidas na
avaliacdo lacrimal quantitativa e qualitativa e na P10. Destaca-se a importancia de se
comporem estudos que desvendem a influéncia ou ndo dos hormoénios sexuais de
cadelas na patogénese do olho seco e na dindmica da PIO como fator predisponente

ao glaucoma, visto que na medicina veterinaria, tais dados sao escassos.

Conflitos de interesse

Nenhum dos autores possui conflito de interesse.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Na medicina veterinaria os estudos sobre a influéncia do ciclo estral de cadelas
higidas, na andlise quantitativa e qualitativa do filme lacrimal, bem como da presséo
intraocular sdo escassos. O presente trabalho foi pioneiro na avaliacdo dessa
correlacdo, mas entende-se que mais estudos sao necessario para melhor elucidar a
influéncia dos hormoénios sexuais na cadela e sua influéncia da producgéo lacrimal

guantitativa e qualitativa e na dindmica da pressao intraocular.
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Wiley Online Library. Authors will never be required to indude thelr pronouns; it will alwarys be optionasd for
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proper of improper nouns), are currently not supported.

ORCID
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anonymized peer review process, authors are regured to provide an anomymized main text file upon initial
submission. The anonymized version should have no obvious references or hints &% 1o the authors’ country or
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separate fies (see below).

Reference Style

This journal uses AMA reference style, Review your reference style guldelines prior to submissian, As
Veterinary Opithaimology offers Free Format submission, bowever, this is for information ondy and you do nat
need to format the references in your article. This will instesd be taken care of by the typesetter,

Figures and Supporting Information

Flgures, supporting information, and appendices should be supplied & separate fles. You should review the
basic figure requirements for manuscripts for peer review, as wedl as the more detailed post-ascceptance
figure requirements. View Wiley's FAQs on supporting information.

Embedded Rich Media

Vetzyinary Ophthaimology has the opton for suthors to embed rich media {Le. video and audio) within their
final artidle. These files should be submitted with the manuscript files online, using ether the *Embedded
Video® or “Embedded Audio” file designation. if the video/sudio indudes dialogue, 2 transcript should be
induded as & separate file. Maximum file size s 300 MB, and the combined manuscript files, including
video, audio, tables, figures, and text must not exceed 350 MB. For full guidance on accepted file types
and resolution please see here.

Ensure each file i numbered (eg. Video 3, Video 2, etc.) Lagends for the rich media fies should be placed at
the end of the article.
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The content of the video should not dsplay overt product advertising. Educational presentstions are
encouraged.

Any narration should be in English, if possible. A typed transcript of any speech within the video/audio should
be provided. An English translation of any non-English speech should be provided in the trarscript.
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not sufficent. Please ensure that a consent form (https://authorservices wiley.com/author-
resources/Journal-Authors/licensing/licensing-info-faqs.html) is provided for esch participant.

Peer Review

This journal operates under a double-anonymized peer review model. Except where atherwise stated,
manuscrpts are peer reviewed by at least two anonymous redewers and an Editorial Board Member. Papers

will only be sent to review if the Editor an-Chief determinegs that the paper meets the appropriate quality and
redevance requirements.

Authors may sugiiest potential reviewers that have expertize in the fisld and can provide an unbiased
evsiuation, Previous or current mentors, mentees, collaborators, colleagues, or personal relstions are not
suttable recommendations, Authors can also oppase reviewers who would have a conflict of intersst In
reviewing thelr manusaripts.

The reviewers' comments are réviewed by an Editorial Board Member who makes a recommendation on the
suttability of the report for publication to the Editar-in-Chief, who makes the final decision, The editors reserve
the right to seek consultation on appropristeness of study design, survey instruments, and methods used for
statistical analysis of data,

Manuscripts that report studies that are otherwise sdentifically sound may be rejected bafore or after paer
review because they lack breadth of appeal, impact, or are outside the interest ares of the journal Likewise,
studies that are simply additive to the literature and do not provide subistantial discovery, mechanistic insight,
challenge dogma, or highlight novel understanding are not likely to be considered sultsble for publication.,

Manuscripts that are poorly prepared or written or do not follow sthical guidelines will be returned without
peer review, it 5 the authors’ responsibiity te submit manuscripts that are written in a style that enhances
readability (dear, direct, concise, with appropriate grammar and speliing). Authars with limited expenience in
solentific witng in English are encouraged to seek assistance from professional editing services.

in-house submissions, Le. popers authored by Editors or Editoriol Soard members of the title, will be sent to Editors
unoffiicted with the author or insttution and monitored carefully to ensure there is no peer review bios.

Wiley's policy on the confidentisity of the revew process s avallable here,
Appeals and Complaints

Authors may sppeasl an editorial decision If they feel that the decision to reject was based on ether 3
significant misunderstanding of a core aspect of the manusript, a failure to understand how the manuscript
advances the iterature or cancerns regarding the manuscript-handiing process. Differences in opinson

regarding the novelty or significance of the reported findings are not considered as grounds for appeal. To
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rafte an appeal, please contact the journal by email, quoting your manuscrigt 1D number and explaining your
rationale for the appeal. The adttor's dedision following an appeal consideration s final.

To rawse a cornglaint regarding editorisl staff] policy or process pleass contact the journal in the first instance.
If you believe further support cutside the journal’s management is necessary, plesse refer to Wiley's Best
Practice Guidelines on Research Integr ity and Publishing Ethics.

Refer and Transfer Program

Wiley believes that no valuable research should go unshared. Veterinary Ophthaimology participates n Wikey's
Refer & Transfer program. If your manuscript s nat accepted, you may receive a recommendation to transfer
your manuscript to another suitable Wiley journal, esther through a refersal from the journal’s editor o
through our Transfer Desk Assistant.

Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles

Veterinary Opisthaimology requires that you Include in the manuscript detals of ethical review board approvals,
ethical treatment of human and animsl research participants, and gathering of informed consent, &
appropriate. You will be expected to declare all conflicts of interest, or none, on submission. Please review
Wileys policies surrounding human studies, animal studies, dinical trisl registration, biosecurity, and
resesrch reporting guidelines.

This journal follows the core practices of the Committee on Publication Ethics (COPE) and handles cases of
research and publication misconduct accordingly (httpss/publicationethics.org/core-practices)

This journad uses IThenticate's CrossCheck software 1o detect instances of overlapping and sirmifas text in
submatted manuscripts. Read Wiley's Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors and Wiley's Publication
Ethics Guidelines.

Guidelines for Ethical Research in Veterinary Ophthaimology (GERVO)

The Journal reserves the right to dedline to publish manuscripts that do not comply with the Guidelines for
Ethical Research in Veterinary Ophthalmolagy (GERVO), such as the appropriate regulstory approval Is not
reparted, the journal has concerns about the we¥are of treatment of animals used in the study, there &
reason to believe that animals have been Subjected to unnecessary or avoldable pain or distress ar the
Journal has concerrs sbout involvement of people in the study.

The Journal is not obliged to reveal the bass for such a decision.

The journal may request further information about care and use of ansmals, or involvement of people,
induding evidence of regulatory approval or compliance with local regulations.

Ethical Approval Statement

We requare that authors indicate during submission of their manuscript If the study required institutional of
governmental approval in the jurtsdiction in which It was conducted, and whether such approval was granted.

To confirm adherence to the joarnals ethical poliGes, including compilance with the Guidelines for Ethical
Research in Veterinary Ophthalmology (GERVO), authors must provide an Ethical Approval Statement. Please
select {and edit accordingly) the most sultable Ethical Approval Staternent from our templated statements
avsdable here: Templates for Ethical Approval Statements, The finalized statement should be induded in the
Title Page.
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indluded in the Titke Page). Aty interest or relationship, financial or otherwise, that might be perceved as
Influencing an author’s objectivity is considered a potentisl source of conflict of interest. These must be
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does not preclude publication in this journal. if the authors have no conflict of interest to declare, they
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author to review this policy with ol authors and collectively to list in the manuscript, and in the online
submission system ALL pertinent commercial and other relstionships.
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