Hélio Lauro Soares VVasco Neto

ESTUDO DA CITOLOGIA E MICROBIOTA CONJUNTIVAL FUNGICA DE EGUAS
QUARTO DE MILHA ORIUNDAS DA ZONA DA MATA E AGRESTE
PERNAMBUCANOS

RECIFE
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

Hélio Lauro Soares VVasco Neto

ESTUDO DA CITOLOGIA E MICROBIOTA CONJUNTIVAL FUNGICA DE EGUAS
QUARTO DE MILHA ORIUNDAS DA ZONA DA MATA E AGRESTE
PERNAMBUCANOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em  Biociéncia Animal do
Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, como pré-requisito para obtencéo

do grau de Mestre em Biociéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Fabricio Bezerra de Sa

RECIFE
2016



Hélio Lauro Soares VVasco Neto

ESTUDO DA CITOLOGIA E MICROBIOTA CONJUNTIVAL FUNGICA DE EGUAS
QUARTO DE MILHA ORIUNDAS DA ZONA DA MATA E AGRESTE PERNAMBUCANOQOS

Dissertacdo de Mestrado

Data de aprovagéo: 29/02/2016

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Fabricio Bezerra de Séa - Presidente

(Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — UFRPE)

Prof. Dr. Moacir Bezerra de Andrade
(Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — UFRPE)

Profd. Dr2. Luciana de Oliveira Franco
(Departamento de Biologia — UFRPE)

Prof. Dr. Joaquim Evéncio Neto

(Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — UFRPE)



"A compaixao para com 0s animais € uma das
mais nobres virtudes da natureza humana."

(Charles Darwin)
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RESUMO

Os cavalos, entre as espécies animais, sdo 0s mais predispostos a desenvolver a ceratite flngica,
principalmente devido a conformacdo proeminente do globo ocular e ao grande numero de
microrganismos existentes no ambiente. Mais de 30 géneros de fungos podem causar
ceratomicose nos cavalos, sendo Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium e Fusarium
0s principais. Objetivou-se com o presente trabalho. Isolar e identificar sazonalmente os fungos
localizados na conjuntiva ocular de éguas da raca Quarto de Milha, saudaveis, submetidas aos
tipos de manejo extensivo e intensivo, provenientes da zona da mata e agreste pernambucanos,
realizar avaliacdo citoldgica da conjuntiva ocular das éguas submetidas ao exame microbioldgico,
comparar 0s achados entre as estacfes do ano e os tipos de manejo submetidos e relacionar a
quantidade e tipos celulares com a presenca de fungos. Para tal, avaliou-se a microbiota fungica e
0s aspectos celulares da mucosa do saco conjuntival do olho direito de 64 éguas da raca quarto de
milha, provenientes de propriedades oriundas da Zona da Mata e Agreste Pernambucanos. Os
animais foram submetidos ao exame clinico geral e oftalmico de rotina previamente as coletas.
Para a identificacdo microbioldgica foram coletadas amostras utilizando um Swab seco estéril, as
quais foram semeadas em meio de cultura contendo agar Sabouraud com cloranfenicol. Das
amostras analisadas 36 (56,25%) foram positivas para presenca de fungos. Deste total, 47,5%
apresentaram fungos do género Aspergillus, 10% Fusarium, 10% Penicillium, 10% Curvularia,
10% Alternaria, 7,5% Rhizopus e 5,0% Mucor. A citologia conjuntival revelou um predominio
das células epiteliais, contendo um maior nimero de células da camada intermediaria (80,61%).
Conclui-se que as caracteristicas climéticas do inverno pernambucano proporcionaram melhores
condicBes para o desenvolvimento fangico conjuntival em equinos higidos, independente do tipo
de manejo e regido. O numero e tipo de células do saco conjuntival ndo sdo influenciados pelas
condicdes climaticas, tipo de manejo e regides. Pode-se concluir também que essa presenca de

fungos ndo interfere no nimero e nos tipos de células da conjuntiva.

TERMOS DE INDEXACAO: Oftalmologia, cavalos, micobiota, ceratomicose, citologia

conjuntival.



ABSTRACT

The horses, among animal species are more likely to develop keratitis, mainly due prominent
conformation of the eyeball and the large number of microorganisms existing in the environment.
More than 30 genera of fungi can cause Keratomycosis in horses, being the main ones the
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, and Fusarium. This study aimed to isolate
and seasonally (summer and winter) identify fungal microorganisms located in the ocular
conjunctiva of healthy Quarter Horse mares, under different types of management (extensive and
intensive), from Pernambuco Forest Zone and Agreste area, to conduct cytological assessment of
mares ocular conjunctival submitted to microbiological examination, to compare the findings
between the seasons and the types of subjected management, and to relate the quantity and cell
types with the presence of fungi. To this end, it was evaluated the fungal microbiota and cellular
aspects of the surface layer of the conjunctival sac of the right eye of 64 Quarter Horse mares, all
derived from the properties of Pernambuco Forest Zone and Agreste Area. The animals were
submitted to general and ophthalmic clinic examination before the sampling. To the
microbiological identification, the samples were collected using a dry sterile swab, which was
rolled in a culture medium containing Sabouraud agar with chloramphenicol. Of all analyzed
samples, 36 (56.25%) were positive for the presence of fungi. Of this total, 47,5% were positive
for the presence of fungi of the Aspergillus genus, 10% Fusarium, 10% Penicillium, 10%
Curvularia, 10% Alternaria, 7,5% Rhizopus and 5.0% Mucor. The conjunctival cytology
revealed a predominance of epithelial cells containing a greater number of cells of the
intermediate layer (80.61%). It can be concluded that the climatic characteristics of Pernambuco
winter provide better conditions for fungal conjunctival development in healthy horses regardless
the management type, and that the number and type of conjunctival sac cells are not affected by
weather conditions, management type and regions. It can also be conclude that fungal presence

does not interfere in the number and types of conjunctival cells.

INDEX TERMS: Ophthalmology, horses, micobiota, keratomycosis, conjunctival citologyc.
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1. INTRODUCAO

O cavalo é um dos poucos mamiferos que tolerou as frequentes transformacdes pelas
quais passou 0 planeta. Logo ap6s sua domesticacdo tive um papel importante ao longo das
civilizagdes. Foi primordiail no desenvolvimento da agricultura, nas construcdes de cidades e nas
ofensivas militares (RICCIARDI et al., 2014).

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o primeiro da América
Latina onde, somados aos muares e asininos aproxima-se dos 8 milhOes de cabegas,
movimentando cerca de R$ 7,3 bilhGes anuais. Mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos,
criacdo e destinacdo final, compdem a base desse mercado chamado “Complexo do Agronegocio
do Cavalo”, que € responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos
(MAPA, 2014).

O olho, 6rgéo da visdo, é formado pelo globo ocular e varias estruturas anexas, tais como
musculos, aparelho lacrimal, palpebras, conjuntiva, cristalino, humor aquoso e humor vitreo. A
conjuntiva é uma delgada membrana mucosa, transparente, movel e ricamente vascularizada que
recobre toda superficie interna das palpebras (conjuntiva palpebral), a esclera (conjuntiva bulbar)
e toda a terceira palpebra. O espaco formado entre a conjuntiva palpebral e bulbar é chamada de
saco conjuntival (SANTO, 2012).

A conjuntiva e a cornea tém um eficiente sistema de defesa contra infecgdes. Este sistema
é formado por mecanismos metabdlicos, imunolégicos, antimicrobianos e por uma barreira fisica.
Um desequilibrio de qualquer um destes fatores pode submeter o olho a uma possivel infeccéo
por patdgenos oportunistas, colonizando e infectando o estroma corneano (ANDRADE et al.,
2002; SOUSA et al., 2011).

Desde o seu nascimento, o0 animal apresenta em seu saco conjuntival grande variedade de
microrganismos, tais como virus, bactérias e fungos, os quais formam a microbiota ou flora
conjuntival normal (PISANI et al., 1997). Muitos fatores podem afetar a presenca ou auséncia da
microbiota ocular. Condigdes edafoclimaticas, ambiente e manejo tém sido sugeridos como
variaveis potenciais, afetando carga microbiana em olhos de cavalos normais e doentes
(ANDREW et al., 2003).
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As ceratites fangicas sdo comuns em humanos e, dentre as espécies animais, a equina € a
mais susceptivel, sendo uma das principais alteracfes oftalmoldgicas que acometem esta espécie.
Sua maior predisposicdo é devido a conformacao proeminente do globo ocular e as deficiéncias
imunoprotetoras inatas do filme lacrimal, juntamente com a comumente elevada concentracdo de
fungos nos ambientes de criagdo (NARDONI et al., 2007; WADA et al., 2010).

Estudos demonstram que cerca de 100% dos cavalos higidos podem abrigar fungos no
saco conjuntival (MACHADO et al., 2005). Mais de 30 géneros de fungos causam ceratomicose
nos equinos. O uso de antibidticos topicos e a utilizacdo inadequada de corticosterdides topicos
na terapia das Ulceras de cérnea podem provocar ou agravar os sinais clinicos da ceratite fungica
nos cavalos (ROSA et al., 2003).

O diagndstico baseia-se no exame oftalmoldgico, exame citoldgico e cultura
microbioldgica. O tratamento vai depender da gravidade das lesdes, sendo as intervencdes topica
e cirdrgica as mais comuns, podendo ser recomendado em casos mais graves a ceratectomia
(CAFARCHIA et al., 2013).

A citologia conjuntival consiste em um importante método nao invasivo que auxilia no
diagnostico e no direcionamento terapéutico das patologias oculares superficiais (BARROS et
al., 2001; BRANDAO et al., 2002; CAMARGO et al., 2004). Segundo Dutra et al. (2005) e
Borges et al. (2012), trata-se de um exame simples, rapido e de baixo custo que ndo deve ser

dispensado, principalmente na presenca de conjuntivites, abcessos e nodulagdes conjuntivais.

Considerado o exposto, 0s objetivos desta pesquisa foram: Isolar e identificar
sazonalmente os fungos localizados na conjuntiva ocular de éguas da raca Quarto de Milha,
saudaveis, submetidas aos tipos de manejo extensivo e intensivo, provenientes da zona da mata e
agreste pernambucanos, realizar avaliacdo citoldgica da conjuntiva ocular das éguas submetidas
ao exame microbiologico, comparar 0s achados entre as estacfes do ano e os tipos de manejo

submetidos e relacionar a quantidade e tipos celulares com a presenca de fungos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A origem do cavalo e equideocultura

O cavalo é um dos poucos mamiferos que tolerou, durante milhGes de anos, as frequentes
transformac6es pelas quais passou o0 planeta. Estudos comprovam que a espécie vem evoluindo
h& mais 55 milhdes de anos, passando de animais que mediam cerca de 30 centimetros de altura
até tornarem-se o sofisticado cavalo moderno (RICCIARDI et al., 2014).

Os equinos, ao contrario da maioria das demais espécies, foram domesticados por suas
grandes habilidades de locomocédo e trabalho. Logo, tiveram papel importante ao longo das
civilizagfes. Foram primordiais no desenvolvimento da agricultura, nas construgdes de cidades e
nas ofensivas militares. No Brasil, a equideocultura sempre desempenhou um respeitavel papel e
seu valor pode ser observado desde os tempos do Brasil-Colénia, quando os cavalos participaram
de todos os ciclos extrativistas e agricolas, interferindo diretamente para a formacdo econdmica,
politica e social do pais (ZANINE et al., 2006; SOUSA, 2008).

A partir da segunda metade do século XX, quando os equideos foram sendo substituidos
por motores, a criagdo de equideos comegou a destacar-se no aspecto sociocultural, nas atividades
de esportes e lazer, assim como no tratamento de portadores de dificuldades na area cognitiva e
psicomotora através da equoterapia (ALMEIDA & SILVA, 2010; BRANDAO et al., 2010;
OLIVEIRA, 2014).

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o primeiro da América
Latina, onde somados aos muares e asininos aproxima-se dos 8 milhGes de cabecas,
movimentando cerca de R$ 7,3 bilhGes anuais. Mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos,
criagdo e destinacdo final, compdem a base desse mercado, que ¢ chamado “Complexo do
Agronegocio do Cavalo”, sendo responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e

indiretos (MAPA, 2014).

De acordo com Sebrae (2012), a equideocultura pernambucana vem conquistando
representatividade e expressé@o no ambito nacional. Hoje, detém o décimo quarto maior rebanho
do Brasil, sendo o décimo primeiro em densidade populacional. O estado se destaca tanto em

provas de andamento e morfologia das ragas Campolina e Mangalarga Machador, como também
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nas diversas atividades equestres, tais como o hipismo classico e as provas atléticas do Quarto de
Milha, incluindo a vaquejada.

2.2. Sistema visual dos equinos

As informacdes recebidas do ambiente externo ao organismo séo constantemente enviadas
ao sistema nervoso central através da captacdo dos 6rgdos dos sentidos. O sistema visual é uma
modalidade sensorial de fundamental importancia para realizacdo das atividades basicas dos
mamiferos superiores. Os cavalos, presas naturais, possuem um amplo campo de visdo, que
parece ter evoluido por conta da necessidade de deteccdo dos movimentos de seus predadores.
(HANGGI & INGERSOLL, 2012; LEITE et al, 2013).

Os cavalos sdo ativos em qualquer horario do dia ou da noite e possuem acuidade visual
tanto sob alta ou baixa luminosidade. Sua visdo para cores é dicromatica, apresentam cones de
onda curta e médio-longa, sensiveis ao azul e ao vermelho. Possuem um vasto campo visual
chegando até 178 graus de visdo vertical e 350 graus horizontal, sendo esta Ultima de 55 a 65
graus de sobreposicéo binocular e aproximadamente 146 graus de visao monocular lateral (Figura
1). Com isso, 0s equinos apresentam uma esfera quase completa de visdo em torno do seu corpo.
(PICK et al., 1994; SLATTER, 2005; HAHGGI & INGERSOLL, 2012; SPAAS et al., 2014;
GOLOUBEFF, 2015)

Binocular Uniocular

V' ; NI
65° \ g\ Y\

Figura 1. Campo visual do cavalo. Fonte: Gilger (2005).
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Além destes mecanismos, os cavalos apresentam um nimero de outras adaptacdes que 0s
humanos ndo possuem e que melhoram a visdo em locais com pouca luminosidade. Esses
animais tem um dos maiores olhos entre os vertebrados terrestres e isto permite que mais luz seja
captada pela retina. A entrada de luz para o olho € ainda reforgada por conta do alongamento
horizontal da pupila e pela capacidade de a pupila dilatar, cerca de seis vezes mais do que a de
uma pupila humana (GILGER, 2005).

2.3. Aspectos anatdmicos das estruturas oculares

O olho, 6rgéo da visdo, é formado pelo bulbo ocular e varias estruturas anexas, tais como
masculos, aparelho lacrimal, pélpebras e conjuntiva (Figura 2). O bulbo é composto por trés
tinicas que possuem estrutura e funcdo proprias, a camada mais externa € representada pela
tunica fibrosa (esclera e cdrnea) que sustenta os componentes internos e da a forma ao olho. A
tunica média ou vascular é composta pela Uvea ou trato uveal (iris, corpo ciliar e coroide) e a
terceira tlnica € representada pela tunica nervosa composta pela retina e pelo nervo ético que
captam e transmitem os impulsos nervosos sensoriais ao cérebro. Igualmente, 0 humor aquoso e o
vitreo permitem a difusdo de nutrientes e fatores de crescimento através do bulbo do olho. A
funcdo ocular adequada requer relacdo anatbmica precisa entre as suas varias partes constituintes
(CARASTRO, 2004; SLATTER, 2005).

As pélpebras sdo estruturas formadas por duas pregas de pele fina e flexivel, uma superior
e outra inferior, que surgem nas margens 0sseas da Orbita €, como cortinas, sdo intermitentemente
dirigidas sobre a parte exposta do olho. O espa¢co formado entre elas € chamado de fissura
palpebral. Os cantos mediais e laterais sdo formados a partir do encontro dos bordos livres das
palpebras dorsais e ventrais (GILGER, 2005; LEITE et al., 2013).

De acordo com Gelatt (1999), as palpebras possuem estruturas especializadas como 0s
cilios, glandulas produtoras de muco e conjuntiva. Essas estruturas promovem protecdo
mecanica, limpeza da superficie anterior do globo ocular, regulacdo da entrada de luz e previne a

desidratacdo da cornea através da distribuicdo da secregéo lacrimal.
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Figura 2. Estruturas internas e anexas do bulbo ocular. Fonte: Slatter (2005).

A estrutura e a rigidez da palpebra sdo fornecidas através do tarso, que € uma camada
densa de tecido conjuntivo localizado entre a conjuntiva palpebral e os musculos da palpebrais. O
tarso € maior e mais firme na pélpebra superior, em comparacdo com a da palpebra inferior,
possui as glandulas meibonianas ou tarsais que contribuem para o componente lipidico do filme
lacrimal (GILGER, 2005; SLATTER, 2005).

A terceira palpebra ou membrana nictante é um fino tecido que esta localizado no canto
medial do olho dos equinos. Ela € uma estrutura de protecdo mdvel, posicionada entre a cornea e
a palpebra inferior, no canto nasal da palpebra inferior. Por possuir uma musculatura vestigial, a
sua movimentagdo se d& passivamente quando ocorre a retracdo do bulbo ocular (CUNHA, 2008;
LEITE etal., 2013).

A constituicdo histoldgica das palpebras, da camada externa para a interna, comeca com a
pele formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e derme de tecido conjuntivo,
fibras musculares estriadas, tecido conjuntivo denso formando a placa palpebral, na qual se
encontram as glandulas sebaceas e sudoriparas modificadas e, por fim, constituindo a mucosa tem
um epitélio prismatico estratificado (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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A conjuntiva ¢ uma delgada membrana mucosa, transparente, movel e ricamente
vascularizada que recobre toda superficie interna das palpebras (conjuntiva palpebral), a esclera
(conjuntiva bulbar) e toda a terceira palpebra. O espaco formado entre a conjuntiva palpebral e
bulbar é chamada de saco conjuntival (GELATT, 1999; BROOKS, 2005; SANTO, 2012).

Histologicamente a conjuntiva palpebral é revestida por um epitélio colunar pseudo-
estratificado com presenca de grande quantidade de células caliciformes e um epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado que reveste a conjuntiva bulbar. Além disso, perto do limbo,
existe uma agregacéo de foliculos linfoides e linfaticos, que € parte integrante da resposta imune
ocular (RASKIN & MEYER, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; GILGER, 2005).

A conjuntiva é uma estrutura resistente e altamente regenerativa que desempenha um
papel na dinamica lacrimal, na protecdo imunoldgica do olho, nos movimentos oculares e na
cicatrizacdo da cOrnea, onde é usada com frequéncia para tratar lesdes ulcerativas. (GELATT,
1999; CARASTRO, 2004).

2.4, Citologia conjuntival

A conjuntiva € sede de lesbes de etiologias variadas, onde destacam-se as alteracdes
circulatérias, degenerativas, neoplasicas e inflamatdrias, cujo diagnostico diferencial utilizando-
se apenas 0 exame clinico pode ser incerto (BOLZAN et al., 2005; RITO, 2009; GONCALVES
etal., 2014).

Entre os métodos de diagnostico diferenciais empregados na oftalmologia veterinaria,
pode-se citar a cultura microbioldgica e a citologia, 0s quais sdo de extrema importancia durante
0 exame ocular, principalmente no cavalo por causa da predominancia de enfermidades
infecciosas (GILGER, 2006; LAMAGNA et al., 2015), sendo assim, buscam-se técnicas que
fornecam viaveis condicdes de avaliacdo, com uso de instrumentos que provoguem minimo

trauma e que diminuam as chances de danos iatrogénicos ao olho (VENANCIO et al., 2012).

A citologia, cujo objetivo principal € identificar o processo patogénico existente através
do reconhecimento e qualificacdo das células, independentemente da espécie, pode ser facilmente
realizada pelo clinico veterinario. A avaliacdo € realizada em trés etapas. Primeiro, identifica-se

todos os possiveis tipos celulares. Segundo, procura-se evidéncias morfolégicas do estado

18



funcional dessas células. Terceiro, define-se importancia e quantidade das células (BRANDAO et
al., 2002; GARCIA-NAVARRO, 2005).

A citologia conjuntival consiste em um importante método ndo invasivo que auxilia no
diagnostico e no direcionamento terapéutico das patologias oculares superficiais (BARROS et
al., 2001; BRANDAO et al., 2002; CAMARGO et al., 2004). Segundo Dutra et al. (2005) e
Borges et al. (2012), trata-se de um exame simples, rapido e de baixo custo que ndo deve ser
dispensado, principalmente na presenca de conjuntivites, abcessos e nodulagfes conjuntivais. De
acordo com Abella et al. (2007) as caracteristicas morfoldgicas das células normais presentes na

conjuntiva de equinos sdo semelhantes aos descritos para caes e gatos.

Dos diferentes materiais que podem ser utilizados para a coleta de amostras citoldgicas
conjuntivais citam-se: escovas, swabs de algoddo, espatulas, 1dminas de bisturi e papel filtro,
conforme a Figura 3 (HONSHO et al., 2012). A escova citoldgica cervical é o instrumento
considerado mais adequado para coleta, pois fornece uma grande quantidade de material,
formacdo de monocamadas dentro de um campo Unico e boa preservacdo morfoldgica
(VENANCIO et al., 2012; LIMA et al., 2014). Willis et al. (1997) afirmam que a irritagio
causada através da utilizacdo da escova durante a coleta citoldgica é da mesma intensidade de

quando comparado a técnica citoldgica por impressdo ou no emprego de cotonetes de algodao.

FAL
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Figura 3. Diferentes instrumentos para coleta de amostra
citoldgica conjuntival. Da esquerda para a direita: swab
de algoddo, espatula, lamina de bisturi e escova de
citologia. Fonte: Rito (2009).
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Independentemente do tipo de coleta, observa-se que em conjuntivas normais de cavalos a
camada mais profunda contém células redondas ou ovais com nucleo de coloragdo basofilica e
pouquissima quantidade de citoplasma. Sdo menores quando comparadas as células das camadas
superiores e sdo pouco encontradas no exame citologico. As células da camada intermediaria
apresentam um formato mais alongado e um maior citoplasma quando comparadas as células
basais. As células superficiais sdo planas, maiores, com um pequeno nucleo de cromatina frouxa
e maior quantidade de citoplasma (Figura 4). Por vezes, pequenos granulos de melanina negros
sdo observados no citoplasma. Células escamosas apresentam grande citoplasma e um ndcleo
pequeno, apresentando-se por vezes degenerado, picndtico. As células caliciformes sdo grandes,
dilatadas, com um nucleo periférico e grandes vacuolos intracitoplasméticos contendo muco. Sdo
encontradas em maior concentracdo no fornice nasal de algumas espécies (BRANDAO et al.,
2002; COWELL & TYLER, 2002; ABELLA et al., 2007).

Figura 4. Microscopia Optica da citoldgica conjuntival esfoliativa em equinos
higidos. Observa-se diferentes tipos celulares do epitélio conjuntival. Corante
Rosenfeld Fonte: LOE —UFRPE (2015).

Segundo estudos de Abella et al. (2007) a tecnica esfoliativa em equinos higidos revelou

uma maior quantidade de células epiteliais da camada profunda (58,5%) seguida das camadas
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intermediaria (32,4%), superficial (2,2%), linfocitos (3,7%), células caliciformes (1,5%) e
neutrdfilos (0,3%). Em felinos, a técnica esfoliativa revelou células basais (6,25%), epitelial
intermediaria (83,90%), superficiais (9,70%) e queratinizadas (0,15%) (VENANCIO et al.,
2012).

Nas conjuntivites, 0 que determina o seu tipo e o grau é a predominancia celular (Figura
5). Na conjuntivite aguda, associada ou ndo a agentes infecciosos, observa-se um aumento no
numero de neutrofilos e macrdéfagos associado a alteracBes degenerativas nas células epiteliais.
Nos processos cronicos predominam os linfécitos. Ceratoconjuntivite seca visualiza-se um
aumento das células caliciformes. Nos processos alérgicos € comum notar a presenca de
eosindfilos (ROCHA et al., 2001; COWELL & TYLER, 2002; RASKIN & MEYER, 2003;
CAKIR et al., 2014).

Figura 5. Lamina citolégica de um bovino com conjuntivite aguda.
Observa-se a predominancia de neutrofilos. Giemsa 200x. Fonte: Rocha
et al. (2001).

Em estudos realizados por Takano et al. (2004), onde foi realizada a citologia
conjuntival esfoliativa em pacientes humanos diagnosticados com conjuntivite fangica e
diferentes graus de lesGes na cornea, foi observado que apesar de naturalmente ser visualizada
pequena quantidade de neutrofilos nas conjuntivas, existe uma correlagdo positiva entre o grau

de lesdo corneana com o numero de células inflamatdrias conjuntivais.
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2.5. Microbiota fungica conjuntival e a Ceratomicose

O corpo humano possui 10 vezes mais células de origem ndo humanas do que células
humanas. Estas células “ndo-humanas” constituem os microrganismos da microbiota comensal.
Nos individuos saudaveis estes microrganismos sdo encontrados frequentemente habitando
diferentes regides do corpo (SANTOS, 2011).

Desde o seu nascimento, 0s animais apresentam em seu saco conjuntival grande variedade
de microrganismos, tais como virus, bactérias e fungos, que formam a microbiota ou flora
conjuntival normal (PISANI et al., 1997). A identificacdo dessa microbiota normal dos olhos
permite que o clinico tenha conhecimento da presenca de certos organismos na superficie do olho
e, no caso de um trauma, possa dar inicio a um tratamento adequado (TAMARZADEH e
ARAGUI — SOOREH, 2014).

Muitos fatores podem afetar a presenca ou auséncia da microbiota ocular. Condicdes
edafoclimaticas, ambiente e manejo tém sido sugeridos como varidveis potenciais afetando carga

microbiana em olhos de cavalos normais e doentes (ANDREW et al., 2003).

A conjuntiva e a cornea tém um eficiente sistema de defesa contra infec¢des. Este sistema
é formado por mecanismos metabolicos, imunoldgicos, antimicrobianos e por uma barreira fisica
(tecido epitelial). Um desequilibrio de qualquer um destes fatores pode submeter o olho a uma
possivel infeccdo por patdgenos oportunistas, colonizando e infectando o estroma corneano
(PENTLARGE, 1996; ANDREW et al., 2003; ANDRADE et al., 2002).

De acordo com Reichmann et al. (2008), Thangadurai et al. (2010), Gilger (2012),
Kulbrock et al. (2013) e Scantlebury et al. (2013), a prevaléncia de enfermidades oculares nos
equinos pode chegar a 27%. Dentre tais doencas, a ceratomicose se destaca, pois tem sido muitas
vezes diagnosticada (SOUSA et al., 2011). As ceratomicoses sdo comuns em humanos e, dentre
0s animais, 0s equinos sdo os mais susceptiveis devido a conformacdo proeminente e lateralizada
do bulbo ocular e as deficiéncias imunoprotetoras inatas do filme lacrimal. Outro fator que
contribui é a elevada concentracdo de fungos no ambiente onde vivem e consequente alta
concentracdo dos microrganismos no saco conjuntival de cavalos higidos (FORD, 2004;
MACHADO et al., 2005; NARDONI et al., 2007; WADA et al., 2010).
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Trata-se de uma infecgdo fungica do estroma corneano causada principalmente por fungos
comensais presentes na cornea e na conjuntiva. Essas afec¢fes corneais sdo potencialmente
relevantes nos equinos e, nao raro, resultam na perda da visdo (GALERA et al.,, 2012;
CAFARCHIA et al., 2013). Estudos demonstram que cerca de 100% dos cavalos higidos podem
abrigar fungos no saco conjuntival (MACHADO et al., 2005; SGORBINI et al., 2008).

Mais de 30 géneros de fungos podem causar ceratomicose nos cavalos, sendo 0s
principais os Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium e Fusarium (BLOMME et al.,
1998; MACHADO et al., 2005; JOHNS et al., 2011; SOUSA et al., 2011; GALERA et al.,
2012). No Brasil sdo escassos os dados sobre a prevaléncia de ceratomicoses nos equideos, no
entanto, sabe-se que ela acontece e é comum, principalmente devido as condicGes climaticas

guentes e umidas, o que favorece o seu desenvolvimento (SOUSA et al., 2011).

Os principais sinais clinicos observados sdo blefarospasmo, quemose, epifora, secrecao
purulenta, hifema e hipdpio. Nas infeccbes mais graves a uveite secundaria, prolapso da iris e
edema corneano também podem ser visualizados (CAFARCHIA et al., 2013). O uso de
antibidticos topicos e a utilizacdo inadequada de corticosteroides topicos na terapia das Ulceras de
cornea podem provocar ou agravar os sinais clinicos da ceratite fungica nos cavalos (ROSA et
al., 2003).

O diagndstico baseia-se no exame fisico geral, exame oftalmico, exame citoldgico e
isolamento microbiologico. O tratamento vai depender da gravidade das lesbes, sendo as
intervencdes tdpica e cirdrgica as mais comuns, podendo ser recomendado em casos mais graves
a ceratectomia (CAFARCHIA et al., 2013).
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4. ARTIGO |

CITOLOGIA E MICROBIOTA CONJUNTIVAL FUNGICA DE EGUAS HIGIDAS DA
ZONA DA MATA E AGRESTE PERNAMBUCANOS

CYTOLOGY AND FUNGICAL CONJUNCTIVAL MICROBIOTA OF HEALTHY
MARES FROM PERNAMBUCO FOREST ZONE AND AGRESTE AREA

Helio L. S. Vasco Neto?, Fabricio B. S§2*
RESUMO

Os cavalos, entre as espécies animais, sdo 0s mais predispostos a desenvolver a ceratite fungica,
principalmente devido a conformacdo proeminente do globo ocular e ao grande numero de
microrganismos existentes no ambiente. Mais de 30 géneros de fungos podem causar
ceratomicose nos cavalos, sendo os Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium e
Fusarium os principais. O presente trabalho teve como objetivos isolar e identificar sazonalmente
0s microrganismos flngicos localizados na conjuntiva ocular de éguas da raca Quarto de Milha,
saudaveis, submetidas aos tipos de manejo extensivo e intensivo, provenientes da zona da mata e
agreste pernambucanos, realizar avaliacdo citoldgica da conjuntiva ocular das éguas submetidas
ao exame microbioldgico, comparar 0s achados entre as estacfes do ano e os tipos de manejo
submetidos e relacionar a quantidade e tipos celulares com a presenca de fungos. Para tal,
avaliou-se a microbiota flngica e os aspectos celulares da mucosa do saco conjuntival do olho
direito de 64 éguas da raca quarto de milha, provenientes de propriedades oriundas da Zona da
Mata e Agreste Pernambucanos. Anteriormente as coletas, os animais foram submetidos ao
exame clinico geral e oftdlmico de rotina. Para a identificacdo microbioldgica foram coletadas
amostras utilizando um Swab seco estéril, as quais foram semeadas em meio de cultura contendo
agar Sabouraud com cloranfenicol. De todas as amostras analisadas 36 (56,25%) foram positivas
para presenca de fungos. Deste total, 47,5% apresentaram fungos do género Aspergillus, 10%
Fusarium, 10% Penicillium, 10% Curvularia, 10% Alternaria, 7,5% Rhizopus, e 5,0% Mucor. A
citologia conjuntival revelou um predominio das células epiteliais, contendo um maior numero de

células da camada intermediaria (80,61%) ndo apresentando citologia inflamatdria, podendo-se
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afirmar que os fungos encontrados fazem parte da microbiota dos animais estudados. Conclui-se
que as caracteristicas climéaticas do inverno pernambucano proporcionam melhores condi¢des
para o desenvolvimento fngico conjuntival em equinos higidos, independente do tipo de manejo,
e que o0 namero e tipo de células do saco conjuntival ndo sdo influenciados pelas condicdes
climéticas, tipo de manejo e regides. Pode-se concluir também que a presenca fungica néao

interfere no nimero e nos tipos de células da conjuntiva.

TERMOS DE INDEXACAO: Oftalmologia, cavalos, micobiota, ceratomicose, citologia

conjuntival.
ABSTRACT

The horses, among animal species are more likely to develop keratitis, mainly due prominent
conformation of the eyeball and the large number of microorganisms existing in the environment.
More than 30 genera of fungi can cause Keratomycosis in horses, being the main ones the
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, and Fusarium. This study aimed to isolate
and seasonally (summer and winter) identify fungal microorganisms located in the ocular
conjunctiva of healthy Quarter Horse mares, under different types of management (extensive and
intensive), from Pernambuco Forest Zone and Agreste area, to conduct cytological assessment of
mares ocular conjunctival submitted to microbiological examination, to compare the findings
between the seasons and the types of subjected management, and to relate the quantity and cell
types with the presence of fungi. To this end, it was evaluated the fungal microbiota and cellular
aspects of the surface layer of the conjunctival sac of the right eye of 64 Quarter Horse mares, all
derived from the properties of Pernambuco Forest Zone and Agreste Area. The animals were
submitted to general and ophthalmic clinic examination before the sampling. To the
microbiological identification, the samples were collected using a dry sterile swab, which was
rolled in a culture medium containing Sabouraud agar with chloramphenicol. Of all analyzed
samples, 36 (56.25%) were positive for the presence of fungi. Of this total, 47,5% were positive
for the presence of fungi of the Aspergillus genus, 10% Fusarium, 10% Penicillium, 10%
Curvularia, 10% Alternaria, 7,5% Rizopus and 5.0% Mucor. The conjunctival cytology revealed
a predominance of epithelial cells containing a greater number of cells of the intermediate layer
(80.61%). It can be concluded that the climatic characteristics of Pernambuco winter provide
better conditions for fungal conjunctival development in healthy horses regardless the
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management type, and that the number and type of conjunctival sac cells are not affected by
weather conditions, management type and regions. It can also be conclude that fungal presence

does not interfere in the number and types of conjunctival cells.
INDEX TERMS: Ophthalmology, horses, micobiota, keratomycosis, conjunctival citology.
INTRODUCAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o primeiro da América
Latina, onde somados aos muares e asininos aproxima-se dos 8 milhGes de cabecas,
movimentando cerca de R$ 7,3 bilhGes anuais. Mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos,
criagdo e destinacdo final, compdem a base desse mercado, que ¢ chamado “Complexo do
Agronegocio do Cavalo”, sendo responsavel pela geragdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e

indiretos (MAPA, 2014).

O olho, 6rgéo da visdo, é formado pelo globo ocular e varias estruturas anexas, tais como
musculos, aparelho lacrimal, palpebras, conjuntiva, cristalino, humor aquoso e humor vitreo. A
conjuntiva é uma delgada membrana mucosa, transparente, movel e ricamente vascularizada que
recobre toda superficie interna das palpebras (conjuntiva palpebral), a esclera (conjuntiva bulbar)
e toda a terceira palpebra. O espaco formado entre a conjuntiva palpebral e bulbar é chamada de
saco conjuntival (SANTO, 2012).

Desde o seu nascimento, 0 animal apresenta em seu saco conjuntival grande variedade de
microrganismos, tais como virus, bactérias e fungos, os quais formam a microbiota ou flora
conjuntival normal (PISANI, 1997). Muitos fatores podem afetar a presenca ou auséncia da
microbiota ocular. Condi¢cdes edafoclimaticas, ambiente e manejo tém sido sugeridos como
variaveis potenciais, afetando carga microbiana em olhos de cavalo normais e doentes
(ANDREW et al., 2003).

Fungos sao frequentemente encontrados fazendo parte da microbiota conjuntival de varias
espécies. Entre elas, estudos mostram que 0s equideos apresentam uma maior prevaléncia (73% a
95%). Essa susceptibilidade pode ser explicada devido a constante exposicdo a organismos
fangicos existentes no ambiente e alimentos (SAMUELSON et al., 1984; ANDREW et al., 1998;
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ROSA et al., 2003; ANDREW et al., 2003; FORD, 2004; MACHADO et al., 2005; NARDON!I
et al., 2007; SGORBINI et al., 2008; WADA et al., 2010; SOUSA et al., 2011).

A conjuntiva e a cornea tém um eficiente sistema de defesa contra infeccdes, formado por
mecanismos metabdlicos, imunologicos, antimicrobianos e por uma barreira fisica (tecido
epitelial). Um desequilibrio de qualquer um destes fatores pode submeter o olho a uma possivel
infecgdo por patdgenos oportunistas, colonizando e infectando o estroma corneano e/ou tecido
conjuntival (ANDRADE et al., 2002; SOUSA et al., 2011).

De acordo com, Reichmann et al. (2008), Thangadurai et al. (2010), Gilger (2012),
Kulbrock et al. (2013) e Scantlebury et al. (2013), a prevaléncia de enfermidades oculares nos
equinos pode chegar a 27%. Dentre tais doencas, a ceratite fungica se destaca devido a
conformacdo proeminente e lateralizada do bulbo ocular e as deficiéncias imunoprotetoras inatas

do filme lacrimal que predispBe seu surgimento.

Mais de 30 géneros de fungos causam ceratomicose nos cavalos, sendo os Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Cladosporium e Fusarium os principais (BLOMME et al., 1998;
MACHADO et al., 2005; JOHNS et al., 2011; SOUSA et al., 2011; GALERA et al., 2012). No
Brasil sdo escassos 0s dados sobre a prevaléncia da ceratite fungica nos equideos, mas sabe-se
que ela acontece em grande namero, principalmente devido as condic¢des climaticas brasileira que

favorecem o seu desenvolvimento (SOUSA et al., 2011).

O diagnoéstico baseia-se no exame fisico, oftalmoldgico, citolégico e isolamento
microbioldgico. O tratamento vai depender da gravidade das lesdes, sendo a intervencdo tdpica a
mais comum, podendo ser recomendado em casos mais graves a ceratectomia (CAFARCHIA et
al., 2013).

A citologia conjuntival consiste em um importante método ndo invasivo que auxilia no
diagnostico e no direcionamento terapéutico das patologias oculares superficiais (BARROS et
al., 2001; BRANDAO et al., 2002; CAMARGO et al., 2004). Segundo Dutra et al., (2005) e
Borges et al., (2012), trata-se de um exame simples, rapido e de baixo custo que ndo deve ser

dispensado, principalmente na presenca de conjuntivites, abcessos e nodulagdes conjuntivais.
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O presente trabalho teve como objetivos isolar e identificar sazonalmente os
microrganismos fungicos localizados na conjuntiva ocular de éguas da raga Quarto de Milha,
saudaveis, submetidas aos tipos de manejo extensivo e intensivo, provenientes da zona da mata e
agreste pernambucano, realizar avaliacao citologica da conjuntiva ocular das eguas submetidas ao
exame microbiolégico, comparar os achados entre as estacfes do ano e os tipos de manejo

submetidos e relacionar a quantidade e tipos celulares com a presenca de fungos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, Brasil, sob o protocolo de
licenca 066/15. O experimento foi organizado em arranjo fatorial 2x2x2, sendo duas regides
(Zona da Mata e Agreste), duas estacBes climaticas (Inverno e Verdo) e dois sistemas de criacao

(Intensivo e Extensivo).

Amostras

Para o presente trabalho foram coletadas amostras do saco conjuntival do olho direito de
64 éguas da raca quarto de milha, sendo 32 provenientes de propriedades oriundas da Zona da
Mata e 32 do Agreste Pernambucano. A idade variou entre 3 a 26 anos (idade média de 9.7 anos).
As coletas foram realizadas em animais igualmente distribuidos em relacéo ao periodo, de 21 de
dezembro a 20 de marco (verdo) e de 20 de junho a 22 de agosto (inverno), e ao tipo de manejo
submetidos (intensivo e extensivo). Dados climatologicos para os referidos periodos foram
utilizados de acordo com APAC — PE (Tabela 1).

Tabela 1. Temperatura e umidade média da Zona da mata e Agreste
Pernambucano nas estacdes de inverno e verdo durante a realizagéo
das coletas (Fonte: APAC, 2015).

EstagOes
Regides Inverno Verdo
T 24°C 27°C
Zona da Mata

u: 83% 76%

Aerest T 20°C 24°C

reste
g u: 81% 73%

Temperatura (T) e Umidade relativa do ar (%).
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Coleta de Material

Ap0s contencdo fisica, todos os animais foram submetidos ao exame clinico geral e
oftdlmico de rotina (exame do segmento anterior, reflexos pupilares, teste de ameaca,
ofuscamento, oftalmoscopia direta e indireta) e posteriormente foram coletadas duas amostras do

saco conjuntival do olho direito de cada animal.

A primeira coleta foi realizada utilizando um swab de algod&o estéril seco (Absorve®,
Swab em tubo sem meio de cultura), que foi posicionado suavemente contra o saco conjuntival e
cuidadosamente rodado, com total atencdo para ndo fazer contato com a pele, cilios e palpebras
do animal. Os swabs foram, imediatamente apds a coleta, imersos em tubos de ensaio contendo 2
mL de caldo glicosado, rotulados, armazenados a temperatura ambiente e enviados para

processamento laboratorial.

Para a segunda coleta, realizada imediatamente ap0s a primeira, foram previamente
instiladas algumas gotas de colirio anestésico a base de cloridrato de proximetacaina 0,5%
(Anestal-con®, Alcon Laboratoérios do Brasil Ltda) no saco conjuntival e apds alguns segundos
(com dessensibilizacdo da regido) foi coletado material utilizando uma escova citolégica cervical
(Escova cervical modelo regular estéril, Kolplast Cia Ltda) em um movimento rotatorio completo
sobre a conjuntiva. Em seguida, o conteldo coletado foi transferido para superficie de uma
lamina de vidro (Invicta, Barrio Cia Ltda), por movimentos em sentido contrario, e
posteriormente, identificados, armazenado em tubos porta laminas, lacrados e enviados para

processamento laboratorial.
Processamento microbiolégico - isolamento e identificacéo

Para o isolamento e identificacdo dos fungos, no laboratério de micologia médica e
veterinaria do departamento de micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
inicialmente foi realizado o exame direto, com a finalidade de identificar estruturas caracteristicas
dos fungos em geral: hifas, pseudohifas, blastomidios, astromidios e filamentos. Em seguida, as
amostras foram semeadas sobre a superficie de placas de Petri contendo Agar Sabouraud com
clorafenicol a uma concentragdo de 50 mg/L, posteriormente enumeradas e incubadas durante 21

dias a uma temperatura de + 28°C. No quinto dia ap6s a incubacdo, para as amostras que ja
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apresentavam formacdo de colbnias, foi realizada uma classificagdo inicial pela andlise
morfolégica das colbnias, separando-as segundo apresentacdo de hifas, parte germinativa e
conidios, para identificacdo de filamentosos e leveduras. As coldnias foram transferidas para
tubos de ensaio contendo Agar Sabouraud com cloranfenicol (50 mg/L) e mantidas a temperatura
de £ 28°C durante 7 dias para posterior identificacdo. A identificagdo ocorreu através da
avaliacdo das macro e micro caracteristicas morfoldgicas, de acordo com a metodologia utilizada
por Lacaz et al. (2002). As amostras foram qualitativamente divididas em géneros. Apos 21 dias,

ndo havendo crescimento fangico, as amostras foram consideradas negativas.
Processamento citoldgico - coloracdo e montagem

No Laboratério de Oftalmologia Experimental (LOE) do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) as laminas
foram fixadas durante 1 minuto em Alcool Metilico P.A. e coradas pelo método de Rosenfeld
(Metanol, Giemsa, May-Greunwald), utilizando a mesma metodologia descrita por Almeida Neto
(2003). Apds secagem a temperatura ambiente, as laminas foram mergulhadas em solugdo
contendo xilol por 3 segundos e ainda Umidas montadas com resina sintética (Entellan - Merck) e

cobertas com uma laminula de vidro (Invicta, Barrio Cia Ltda).
Avaliacgdo Citoldgica

As laminas foram avaliadas por meio de microscopia 6ptica direta (Microscopio Optico
Olympus Bx41 — Olympus Optical Co., LTDA - Japan), utilizando as objetivas de 10x, 40x e
100x. Realizou-se a leitura das amostras seguindo a metodologia descrita por Almeida Neto
(2003), onde dez campos foram percorridos, dois em cada faixa de microscopia, em Zig-Zag,
contando dez células em cada campo até a somatoria de um total de cem células integras. Foram
analisados os tipos celulares, os aspectos morfoldgicos e a quantidade das seguintes células:
células epiteliais, polimorfonucleadas, mononucleadas, eritrocitos e células caliciformes,

presenca de granulos de melanina e coloragéo celular.
Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para as

amostras que possuiam uma distribuicdo normal o teste utilizado foi ANOVA one-way e para as
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de distribuicdo ndo normais foi utilizado o teste Kruskal-wallis, onde foram considerados
significativos os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Do total das amostras analisadas, 36 (56,25%) foram positivas para presenca de fungos.
Deste total, 40 isolados foram obtidos dos quais 45,0% apresentaram fungos do género
Aspergillus sp (Tabela 1), 04 amostras apresentaram crescimento associado de dois diferentes
géneros. Os resultados das amostras coletadas estdo expressos nas tabelas 2, 3 e 4, onde observa-
se 0s géneros dos fungos isolados na Zona da Mata e Agreste, durante o inverno e verdo e nos

diferentes tipos de manejo.

Tabela 2. Fungos isolados das conjuntivas de cavalos oriundos da Zona da Mata e Agreste
Pernambucano, submetidos ao manejo extensivo e intenso durante os periodos de inverno e
verao.

Fungo Amostras Conjuntivais (+) % dos positivost
Aspergillus sp 19 47,50
Fusarium sp 4 10,00
Penicillium sp 4 10,00
Curvularia sp 4 10,00
Mucor sp 2 5,00
Alternaria sp 4 10,00
Rhizopus sp 3 7,50

1, Percentual do total de amostras positivas para fungos.

Tabela 3. Fungos isolados das amostras oriundas da Zona da Mata — PE, de animais submetidos
ao manejo intensivo e extensivo no periodo do inverno e verao.

FUnao Inverno Verao
g Intensivo Extensivo Intensivo Extensivo
Aspergillus sp 3 1 2 2
Fusarium sp 1 1 1
Penicillium sp 1 1 - 1
Curvularia sp 1 - 2 -
Mucor sp - - 1 -
Alternaria sp 1 1 - 1
Rhizopus sp - 2 - -
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Tabela 4. Fungos isolados das amostras oriundas do Agreste — PE, de animais submetidos ao
manejo intensivo e extensivo no periodo do inverno e veréo.

Fungo . Inverno . ' Verao .
Intensivo Extensivo Intensivo Extensivo
Aspergillus sp 4 5 1 1
Fusarium sp - - 1 -
Penicillium sp - 1 - -
Curvularia sp - - 1 -
Mucor sp - - - 1
Alternaria sp - - - 1
Rizopus sp 1 - - -

O Zona da Mata
B Agreste

N de amostras positivas

Inverno Inverno Verao Verao
(Int.) (Ext.) (Int.) (Ext.)

Estacio (Tipo de manejo)

Figura 1. Numero de amostras positivas para a presenca de fungos no saco
conjuntival em éguas da raca Quarto de Milha saudaveis de diferentes regides e
submetidas a distintos tipos de manejo e esta¢des climaticas. Int. (Intensivo) e Ext.
(Extensivo).

A idade dos animais utilizados nesse estudo variou entre 3 a 26 anos, apresentando uma
média de 9.7 anos. Cerca de 66,67% de todos o0s animais positivos para fungos apresentavam

idade inferior & idade média.

Na avaliacdo citologica, foi observado a presenca de células epiteliais em todas as laminas

analisadas. Houve uma predominancia de células da camada intermediaria, seguida da camada
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superficial e basal. Em poucas laminas foram encontrados neutrofilos e linfocitos (Figura 2).
Eosindfilos e eritrocitos ndo foram visualizados (Tabela 5).

Figura 2. Microscopia Optica da citolégica conjuntival, pelo
método esfoliativo, em equinos higidos. Diferentes tipos celulares
do epitélio conjuntival, corante Rosenfeld. Fonte: LOE — UFRPE
(2015).

Tabela 5. Nimero de células conjuntivais coletadas no inverno e verdo do olho direito de 64
éguas saudaveis, oriundas da Zona da Mata e Agreste Pernambucano.

Células Inverno Veréo Total
No % No % No %
Epiteliais: Profunda (Basal) 296 52,76 265 47,24 561 8,77
Intermediéria 2555 49,53 2604 50,47 5159 80,61
Superficial 302 51,89 280 48,11 582 9,09
Escamosa (Queratinizada) 30 44,12 38 55,88 68 1,06
Leucdcitos: Neutrofilo 10 62,5 06 37,5 16 0,25
Linfécito 06 60 04 40 10 0.16
Eosinofilo 0 0 0 0 0 0
Cel. Caliciformes 01 25 03 75 04 0,06
Eritrécitos 0 0 0 0 0 0

Namero total (No) e Percentual de células (%).
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DISCUSSAO

A prevaléncia de fungos nesse estudo foi de 56,25%, inferior aos dados reportados para
cavalos em alguns trabalhos (ANDREW et al., 2003; ROSA et al., 2003; JOHNS et al., 2011;
VOELTER-RATSON et al., 2013). Esse valor pode ser explicado devido ao fato da coleta ter
sido realizada apenas no saco conjuntival direito. Entretanto, se considerarmos apenas o valor
encontrado em uma amostra, ou seja, apenas um olho, o valor para amostras positivas néo diferiu
dos resultados encontrados por Sousa et al. (2011), que analisando amostras coletadas do saco
conjuntival direito de cavalos da cavalaria da policia militar do estado de Alagoas, observaram

que 56% das amostras apresentaram crescimento fangico.

Como pode ser observado na Tabela 2, 3 e 4, os principais géneros isolados foram
Aspergillus sp (45%), Penicillium sp (10%), Fusarium sp (10%), Alternaria (10%) e Curvularia
sp (10%). Corroborando com os achados de Sousa et al. (2011) e Rosa et al. (2003), que também
encontraram maior predominancia de fungos do género Aspergillus, e diferindo dos achados de
Andrew et al. (2003) que, apesar de observarem presenca deste género, a maior predominancia
foi do Crisosporum sp., sequido do Cladosparium sp. Essa diferenca entre os achados pode ser
explicada devido ao fato dos géneros de fungos isolados da conjuntiva de equinos higidos
poderem variar de acordo com os fatores ambientais, localizagdo geogréfica, tipo de manejo,
idade e sexo (SAMUELSON et al., 1984).

Né&o foi observada diferenca significativa no niUmero de amostras positivas para o0s tipos
de manejo intensivo e extensivo. Resultados semelhantes em bovinos foram encontrados por
Sgorbini et al. (2010), enquanto que Pisani et al. (1997) mostraram que houve diferenca entre os
tipos de manejo em equinos. No entanto, foi observada diferenca significativa entre as estagdes
climaticas, apresentando crescimento fungico em 68,75% das amostras coletadas no inverno e
43,75% das amostras coletadas no verdo (Figura 1), corroborando com os estudos realizados no
Brasil por Pisani et al. (1997) e nos EUA por Moore et al. (1988), onde mostraram que a
microbiota conjuntival normal de equinos também variou em relacdo as estacdes. Estes achados
diferem dos encontrados por Andrew et al. (2003) avaliando éguas no estado da Flérida, os quais
observaram que ndo houve diferenca na prevaléncia de fungos conjuntivais entre as estacoes

climéticas.
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A afirmativa de Akinyele et al. (2005), de que o crescimento de fungos filamentosos é
diretamente influenciado por uma variedade de fatores ambientais, reforga os achados do presente
estudo. Segundo Dantigny et al. (2005), a temperatura e umidade, por exemplo, sdo as mais
importantes variaveis para determinar a habilidade dos fungos crescerem. Diante dos valores
apresentados para temperatura e umidade relativa nas diferentes estacGes climaticas e regifes
(Tabela 1), pode ser observado que a maior umidade relativa e uma menor temperatura foram
mais favoraveis para o crescimento fangico, uma vez que o inverno apresentou maior nimero de
amostras positivas em comparagdo ao verdo (Figura 1). Os achados do presente estudo estdo
dentro da faixa encontrada por Gock et al. (2003), que observaram que a temperatura e
umidade 6timas para a germinagdo da maioria dos fungos é de 25 a 37° C e 82 a 92%,

respectivamente.

A idade média dos animais utilizados nesse estudo foi de 9,7 anos. Cerca de 66,67% das
amostras positivas foram coletas de éguas que apresentavam idade inferior a média. Dados
semelhantes foram encontrados por Andrew et al. (2003), onde afirmam que 0s animais mais
jovens tiveram uma maior incidéncia de isolados que os animais mais velhos. Esses autores
acreditam que esse aumento pode ser devido a variabilidade nos mecanismos de defesa da

superficie ocular dos animais mais jovens.

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) quanto a presenca de células epiteliais e/ou
polimorfonucleares e mononucleares entre os animais. Na citologia conjuntival, puderam ser
observadas células epiteliais da camada profunda (8,77%), células da camada intermediaria
(80,61%), células da camada superficial (9,09%), células escamosas (1,06%), linfocitos (0,16%),
células caliciformes (0,16%) e neutrofilos (0, 25%), como pode ser observado na Tabela 5.
Trabalhos utilizando a mesma metodologia em equinos séo escassos, e algumas vezes apresentam
particularidades metodoldgicas que fazem com que os dados sejam diferentes dos encontrados no
presente trabalho, como é o caso dos achados de Abella et al. (2007) estudando equinos higidos,
que, apesar de semelhante metodologia, ndo consideraram células escamosas. Estes autores
encontraram uma quantidade superior de células epiteliais da camada profunda (58,5%), seguida
das camadas intermediaria (32,4%), linfocitos (3,7%), superficial (2,2%), células caliciformes
(1,5%) e neutrofilos (0,3%).
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Mesmo com proporcdes celulares diferentes, tanto os achados do presente estudo quanto
os achados de Abella et al. (2003) ndo apresentaram alteragdes condizentes a um processo
inflamatdrio/infeccioso, o qual é caracterizado pela predominancia do tipo celular, sendo
observada na conjuntivite aguda uma predominancia de neutréfilos e macrdéfagos associados a
alteracOes degenerativas das células (ROCHA et al., 2001; COWELL & TYLER, 2002; RASKIN
& MEYER, 2003; CAKIR et al., 2014).

A auséncia de alteraces oftalmicas (blefarospasmo, epifora e quemose), associada aos
achados citoldgicos caracterizam auséncia de um processo inflamatorio/infeccioso, o que
comprova que os fungos presentes na conjuntiva ocular de equinos higidos se comportam como
parte integrante da microbiota comensal, ndo causando patologias se o epitélio da conjuntiva e
cornea estiverem intactos. No entanto, quando uma lesdo epitelial ocorre, os fungos podem
infiltrar-se no estroma corneal resultando em uma ceratite fungica (ANDREW et al., 2003;
VOELTER-RATSON et al., 2013).

CONCLUSAO

Conclui-se que as caracteristicas climaticas do inverno pernambucano proporcionam
melhores condi¢cGes para o desenvolvimento flngico conjuntival em equinos higidos,
independentemente do tipo de manejo empregado, e que o numero e tipo de células do saco
conjuntival ndo sdo influenciados pelas condic¢des climaticas, tipo de manejo e regides. Pode-se
concluir também que essa presenca fungica ndo interfere no nimero e nos tipos de células da

conjuntiva.
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trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com animais, deve constar a aprovagao
do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados obtidos. Quadros devem
ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de varias
repeticoes. E conveniente, as vezes, expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés
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desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versdo impressa,
somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacbes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com independéncia do texto) e serao
apresentadas no final do trabalho.5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e
colocados no final do texto. Cada um terd seu titulo completo e sera caracterizado por dois
tracos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos
podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os
sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando, se possivel, com "a" em cada
Quadro; as notas serao langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por
um trago curto a esquerda.
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