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RESUMO

Propbs-se comparar as técnicas citoldgicas de abrasdo conjuntival com escova e de
impressdo com transferéncia, em gatos, quanto a facilidade de colheita e confeccéo
das laminas, o resultado final na preservacdo da morfologia e evidenciacdo de
estruturas celulares, a fim de disponibilizar ao clinico veterinario uma alternativa de
baixo custo, facil execucgdo e interpretacdo no auxilio ao diagndstico de desordens da
superficie ocular. ldealizaram-se quatro grupos experimentais com 10 gatos sadios e
10 gatos com conjuntivite. Os grupos controles 1 (G1 — olho direito, método de abraséo
com escova) e 2 (G2 — olho esquerdo, método de impressdo com transferéncia),
compostos pelos mesmos animais, com auséncia de afecgdes oculares ou sistémicas
que promovessem alteracdes oculares secundarias. Da mesma forma, os grupos 3 (G3
— olho direito, método de abrasdo com escova) e 4 (G4 — olho esquerdo, método de
impressdo com transferéncia) foram formados por animais com sinais de conjuntivite
ndo decorrentes de alteracdes anatbmicas em pélpebras ou cilios. O material colhido
foi distribuido sobre laminas para realizacdo dos esfregacos, fixados e corados pelo
método de coloracdo Papanicolaou. Com o método de abrasdo com escova houve
maior prevaléncia celular e melhor avaliagcdo de células de camadas mais profundas,
porém, com acumulo e destruicdo de algumas delas. Este método suscitou maior
desconforto, comparativamente ao meéetodo de impressdo com transferéncia,
principalmente, aqueles com alteragbes conjuntivais. Com o método de impressdo com
transferéncia, observaram-se somente células de camadas superficiais, com melhor
distribuicdo sobre a lamina, propiciando melhor visualizagdo. Este método demonstrou
ser pouco traumatico e de facil coleta, constituindo boa opcéo para gatos higidos e com
lesbes oculares.

PALAVRAS-CHAVE: animais, conjuntiva, exame citolégico, oftalmologia veterinaria
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COMPARATIVE EVALUATION OF TWO METHODS FOR CONJUCTIV AL CYTOLOGY
IN CATS

ABSTRACT

This study proposed comparing the cytological techniques of brush cytology and the
impression cytology with transfer in cats. The study is focused in showing the facilities
for collecting and making blades, the final result on morphological preservation and
cellular structures in evidence. So, it can offer to the clinical veterinarian a low cost
alternative with easy execution and easy interpretation, helping to diagnose the ocular
surface disorders. The animals were divided in four experimental groups and which one
had 10 healthy cats and 10 cats with conjunctivitis. The control groups 1 (G1 — right
eye, brush cytology) and 2 (G2 - left eye, impression cytology with transfer), both
groups containing the same animals, that didn't have any eye infection or systemic
which would cause secondary eye alterations. In the same way, the groups 3 (G3 —
right eye, brush cytology) and 4 (G4 - left eye, impression cytology with transfer) were
formed by animals with conjunctivitis signs that were not caused by anatomic alterations
in eyelids and eyelashes. The collected material was distributed on blades for making
the smears, fixed and stained using Papanicolaou staining method. With the brush
cytology method there was a bigger cellular prevalence and better evaluation of cells in
deeper layer, however, with the accumulation and destruction of some of them. This
method raised more discomfort, comparatively to the impression cytology with transfer
method, especially the ones with conjunctival alterations. With the impression cytology
with transfer method, it was observed only cells from superficial layers, with better
distribution on the blade, providing better view. This method showed to be less
traumatic and easy to collect, been a good option for healthy cats with eye lesion.

KEYWORDS: animals, conjunctiva, cytology exam, veterinary ophthalmology

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Dentre as estruturas oculares, a conjuntiva € uma membrana mucosa movel,
abundantemente vascularizada, resistente, delgada, brilhante e semitransparente,
gue recobre a superficie interna das palpebras superiores e inferiores (conjuntiva
palpebral), regido interna e externa da terceira palpebra e porcao anterior do bulbo
ocular (conjuntiva bulbar) (DYCE et al., 1997; WALDE et al., 1998; SAMUELSON,
2007). O espaco ventral delimitado pela conjuntiva, entre as palpebras e o bulbo,
denomina-se saco conjuntival e suas extremidades, férnices conjuntivais. Nesses
altimos, localizam-se as células caliciformes, responsaveis pela producdo de parte
do filme lacrimal (JEGOU & LIOTET, 1991; SLATTER, 2005; STILES &
TOWNSEND, 2007).

A conjuntiva é constituida por epitélio e substancia prépria (estroma)
subjacente que se divide em camada glandular e fibrosa (SLATTER, 2005;
SAMUELSON, 2007). O epitélio é do tipo pavimentoso estratificado nao
queratinizado, composto por diversas camadas celulares: cuboidais, poliédricas ou
intermediarias circulares e outra camada de células colunares superficiais (JEGOU &
LIOTET, 1991; DYCE et al., 1997). Ao longo de todo o epitélio observam-se células
caliciformes que s&do responsaveis pela producdo de mucina (componente
fundamental na composicdo da lagrima) (JEGOU & LIOTET, 1991; SAMUELSON,
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2007). A camada glandular da substancia propria contém inumeros linfocitos que,
guando estimulados por antigenos, formam foliculos ativos, 0s quais estdo presentes
por toda a conjuntiva, particularmente na superficie bulbar da terceira palpebra. A
camada fibrosa compreende um espesso grupo de fibras de colageno entremeadas
por fibras elasticas, que veicula vasos sanguineos, linfaticos e nervos. A inervacéo
da conjuntiva € mediada via nervo trigémeo e a vascularizagédo é originada de ramos
orbitarios com anastomose do nervo facial (MURPHY, 1988; JEGOU & LIOTET, 1991;
SAMUELSON, 2007).

A conjuntiva possui a funcdo de atuar diretamente na dinamica lacrimal,
conferindo protecdo imunolégica ao globo ocular (barreira a invasdo de
microrganismos, corpos estranhos e demais agressores externos), livre
movimentagdo ocular ao promover superficie lisa para o deslizamento palpebral
sobre a cornea, além de auxiliar na cicatrizacado dessa ultima estrutura (WALDE et
al., 1998; SLATTER, 2005; BORGES et al., 2012).

A citologia conjuntival pode auxiliar na diferenciacdo de conjuntivites,
abscessos, Ulceras profundas em progressdo e neoplasias (HENDRIX, 1999;
STRUBBE, 1999). Por outro lado, dependendo do numero de células coletadas,
pode ndo ser conclusiva e ser aconselhavel a associacdo com a histopatologia
(MURPHY, 1988; JEGOU & LIOTET, 1991; SAMUELSON, 2007).

O exame citologico conjuntival pode ser realizado com ou sem anestesia
topica préevia (STRUBBE, 1999), necessitando sempre de boa contencéo do animal
para se evitar qualquer tipo de leséo iatrogénica (MURPHY, 1988; BANKS, 1998;
STILES & TOWNSEND, 2007).

Diversos materiais podem ser empregados para colheita, citam-se: suabes,
escovas, espatulas, laminas de bisturi e papel filtro (BAUER et al., 1996; WILLIS et
al., 1997; OLLIVIER et al., 2007). O uso de suabes permite a obtencdo de células
superficiais da conjuntiva e cérnea, com minima irritacdo ao paciente (EHYA, 1988;
YAGMUR et al.,, 1997; OLLIVIER et al.,, 2007). Por outro lado, a utilizacdo de
escovas, espatulas ou lamina de bisturi fornecem amostras com maior quantidade e
diversidade celular, incluindo células de camadas mais profundas (MALERBA, 1990;
WILLIS et al.,, 1997; OLLIVIER et al., 2007) porém, o comprometimento da
integridade celular e o aglomerado de células com este método de colheita podem
diminuir a qualidade do exame (BAUER et al., 1996; WILLIS et al., 1997). O papel
filtro sobre a conjuntiva permite a obtencdo de amostras com uma a trés camadas
de células epiteliais, preservando as caracteristicas morfoldégicas e relacdes
anatbmicas das mesmas, além de menor desconforto suscitado ao animal
(MALERBA, 1990; ROCHA et al., 2001).

As amostras podem ser obtidas pelo método de abraséo, impressao,
aspiracdo ou esfoliagdo (BARROS et al., 2001; BRANDAO et al., 2002; BOLZAN et
al., 2005; GODOY-ESTEVES, 2005). A abrasdo conjuntival com escova é uma
técnica nova, de qualidade e facil execucéo (BAUER et al., 1996; YAGMUR et al.,
1997; OLLIVIER et al., 2007), que permite a obtencdo de grande variedade de
células (incluindo camadas mais profundas) (BAUER et al., 1996; WILLIS et al.,
1997; BOLZAN et al., 2005). O tamanho da escova, porém, pode em alguns casos,
tornar-se uma desvantagem e demandar anestesia topica (YAGMUR et al., 1997,
GODOY-ESTEVES, 2005; OLLIVIER et al., 2007; BORGES et al., 2012).

A citologia de impressdo pode ser utilizada para quantificar células
caliciformes e estudar sua distribuicio em animais normais ou com
ceratoconjuntivite seca (BAUER et al., 1996; ROCHA et al., 2001; BOLZAN et al.,
2005). Ainda, por tratar-se de técnica que permite obter riqueza de detalhes, demonstra
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ser ferramenta util na identificacdo de doencas oculares, na quantificacdo de células
globosas e para analise da morfologia celular como nos casos de neoplasia (BARROS
et al., 2001; ROCHA et al., 2001; BRANDAO et al., 2002). Essa técnica consiste na
colocacdo do papel filtro sobre a conjuntiva, porém a coloracdo do papel de filtro
apresenta maior complexidade, conferindo-lhe desvantagem em relacdo a outras
técnicas, as quais métodos simples de coloracdo podem ser empregados (YAGMUR et
al., 1997). Neste sentido, LUZEAU et al. (1988) e CARLIER et al. (1991a) utilizaram
uma forma simplificada, na qual o material colhido é transferido para uma lamina de
vidro pressionando-se o papel filtro contra a mesma, com o auxilio do dedo. Com
iSs0o, preservaram-se as vantagens da citologia de impressao, reduzindo-se, porém,
0 custo e a complexidade com relacédo a coloracdo do papel (LUZEAU et al., 1988;
CARLIER et al., 1991a; CARLIER et al., 1991b).

Ha varios tipos de corantes e combinacfes disponiveis para citologia
(BANKS, 1998; COWELL et al., 2009). As coloragcbes do tipo Romanowsky, que
incluem os corantes de Wright, Giemsa e Diff-Quik (pandtico rapido) e o
Papanicolaou, com suas variacdes, sdo as mais preconizadas (JORUNDSSON et al.,
1999; RASKIN & MEYER, 2003; COWELL et al., 2009). Em medicina veterinaria, a
escolha do tipo Romanowsky fundamenta-se, principalmente no baixo custo,
praticidade e facilidade de execucao aliados a qualidade dos resultados.

Conjuntivite € a desordem oftdlmica mais comum que acomete os felinos e
sua etiologia pode ser de dificil determinacdo, principalmente em casos cronicos
(STILES; TOWNSEND, 2007). Assim, a citologia conjuntival, que compreende um
meétodo de diagndstico pouco empregado no Brasil, na veterinaria, mediante aos
bons resultados exibidos, pode auxiliar no diagndéstico etiolégico desta desordem.

Como os felinos, de modo geral, demandam cuidados na manipulacéo a fim
de se minimizar o estresse, principalmente, durante sua contencg&o, optou-se por
comparar a citologia conjuntival pelos métodos de colheita por abrasdo com escova
e por impressdo com transferéncia, quanto a facilidade de colheita e confeccao das
laminas, o resultado final na preservacdo da morfologia e na evidenciagcdo de
estruturas celulares, em animais higidos e naqueles com sinais de conjuntivite.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada obedecendo-se aos critérios da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (2007) e sob a anuéncia e vigilancia da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de Franca, sob o
protocolo 023/09-A, aprovado em 26 de julho de 2009.

Neste estudo, foram utilizados vinte felinos, sete machos e 13 fémeas,
adultos. Foram propostos quatro grupos experimentais (G1, G2, G3 e G4); no Gl e
G2, grupos controles, foram incluidos dez felinos com auséncia de afeccdes
oculares ou sistémicas, sendo que o olho direito compds o G1 e o esquerdo o0 G2. O
G3 e 0 G4 foram formados por dez gatos que apresentavam sinais clinicos de
conjuntivite, como quemose, epifora e/ou blefarospasmo, nédo decorrentes de
alteracb6es anatbmicas em palpebras ou cilios. O olho direito representou o0 G3 e 0
esquerdo, o G4.

De acordo com as técnicas de colheita das amostras citoldgicas conjuntivais,
os grupos foram classificados da seguinte forma: G1 - pelo método de abrasdo com
escova; G2 - impressdo com transferéncia; G3 - abrasdo com escova e G4 -
impressao com transferéncia.
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A técnica de abrasdo com escova foi realizada utilizando-se escovas coletoras de
células endocervicais estéreis e descartaveis’. Previamente & colheita das amostras,
instilou-se colirio anestésico local a base de cloridrato de proximetacaina a 0,5%
para dessensibilizagdo da superficie ocular. Ap6s um minuto da instilagdo do colirio,
a conjuntiva foi seca com cotonete e a escova introduzida no saco conjuntival inferior
(Figura 1), sendo atritada sobre a conjuntiva, girando-a, por seis vezes
consecutivas (BORGES et al., 2012). Posteriormente, as amostras coletadas de todos
os animais do G1 e G3 foram transferidas para laminas de vidro.

Para o método de citologia de impressdo com transferéncia, utilizaram-se
tiras de papel filtro®> com poros de 0,22 pm, recortadas em formato retangular de 5 por 20
mm de comprimento, utilizando-se luvas de procedimento para o manipulador. A tira
foi colocada na conjuntiva palpebral inferior (Figura 2) de cada gato e pressionada
durante 15 segundos, com o auxilio do dedo indicador, apds dessensibilizacdo
ocular. Em seguida, as amostras coletadas do G2 e G4 foram transferidas dos papéis
filtros para laminas de vidro, por consecutivas pressoes digitais (BORGES et al., 2012).

Figura 1 — Imagem fotografica demonstrando escova
(coletora de células  endocervicais)
introduzida no saco conjuntival de felino
para coleta de amostra citolégica pelo
método de abraséo.

! Endobrush - Alamar Tecno Cientifica Ltda.

2 Anestalcon - Alcon Laboratérios do Brasil Ltda.
* Papel filtro HAWP04700 - Millipore
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de papel filtro introduzida no saco
conjuntival de felino para coleta
citologica pelo método de impressao.

Ato continuo, procedeu-se a fixacdo de todas as laminas dos quatro grupos,
imergindo-as em alcool etilico a 92,8% e a coloracéo foi feita conforme indica¢des do
fabricante do kit para a coloragéo Papanicolaou®.

O processamento e leitura das laminas foram realizados no Laboratério de
Histotecnologia da Universidade de Franca. A avaliagdo foi feita por microscopia
Optica direta, em objetiva de 40x. Observou-se a preservacao da morfologia celular,
evidenciacao de estruturas celulares, quantidade de material colhido, facilidade de coleta
e, comparando-se posteriormente o0s resultados dos diferentes grupos. Para cada
lamina foram contados dez campos microscopicos e as células diferenciadas em
superficiais queratinizadas sem nucleo (QS/Nuc.); superficiais queratinizadas com
nucleo (QC/Nuc.); superficiais; intermediarias e caliciformes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas laminas do G1 e G3 observaram-se presenca de quase todos os tipos
celulares, predominando as intermediarias; o que corroborou com as afirmacdes de
MALERBA (1990) e BORGES et al. (2012), de que pelo método de colheita por
abrasdo com escova, obtém-se células conjuntivais de camadas mais profundas
(Tabela 1).

4 Conjunto para coloracéo de Papanicolaou - NewproduRos para Laboratério Ltda.
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TABELA 1 - Porcentagem de células superficiais queratinizadas sem nucleo

(QS/Nuc.), superficiais queratinizadas com nucleo (QC/Nuc.),
superficiais, intermediarias e caliciformes, por grupo:
Grupos QS/Nuc  QC/Nuc. Superficiais Intermediarias Caliciformes Total
Gl 0,55 7,46 6,17 85,82 0 100
G2 37,87 29,79 9,28 229 0,15 100
G3 4,08 7,17 10,63 78,10 0 100
G4 41,30 48,43 6,86 3,38 0 100

Apesar da riqueza celular obtida, a maioria estava aglomerada e destruida,
dificultando a contagem e caracterizacado (Figura 3), o que ndo é preconizado para uma
amostra conjuntival ideal, a qual deve conter uma Unica camada celular, com alta
densidade, arquitetura preservada (THATCHER et al., 1977) e, paralelamente,
produzir minima irritacdo ao paciente (WILLIS et al., 1997).

SILVA et al. (1985) também utilizaram o método de abrasdo com escova para
citologia conjuntival em cédes e gatos e relataram dificuldade na colheita, apesar do uso
prévio de anestésico topico; em contrapartida, MALERBA (1990) obteve resultados
satisfatorios durante o procedimento. No presente estudo, houve dificuldade durante a
colheita do G1 e G3, o que pode ser atribuido, principalmente, ao temperamento dos
animais e caracteristica da espécie em questao.
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Figura 3 — Imagens microscoépicas de citologias conjuntivais de
felino obtidas pelo método de abrasdo com escova: A)
seta 1 - células intermediérias; B) setas 2 -
intermediarias destruidas (Papanicolaou, 400x).

Seguindo indica¢des de BORGES et al. (2012), utilizou-se papel filtro de 0,22
gm durante a coleta conjuntival dos animais do G2 e G4, e ndo de maior porosidade,
na tentativa de captar maior nimero de células. Coincidindo também com as
afirmacdoes desses autores, nas laminas do G2 e G4 notou-se maior quantidade de
células superficiais queratinizadas com e sem nucleo (Figura 4), sugerindo que o
método de colheita utilizado ndo esfoliou o tecido conjuntival e somente células
superficiais e em processo de eliminacdo (queratinizadas) foram adquiridas, o que
facilitou a leitura e avaliagdo detalhada de cada célula. Como o método de
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impressdo com transferéncia é considerado menos traumatico ao tecido conjuntival
(BRANDAO et al., 2002), observou-se facilidade na coleta dos animais do G2 e G4,
0 que permitiu a obtencdo de amostras com maior rapidez, minimizando o estresse
dos felinos.
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Figura 4 — Imagens microscopicas de citologias conjuntivais de
felinos obtidas pelo método de impressdao com
transferéncia: A) células superficiais queratinizadas
com nucleo; B) células superficiais queratinizadas
sem nucleo (Papanicolaou, 400x).

BRANDAO et al. (2002) obtiveram grande riqueza de material com a
impressao com transferéncia, diferente do observado inicialmente neste trabalho. Os
autores ndo descreveram o tipo de papel filtro utilizado, o qual pode ter beneficiado
na quantidade e transferéncia celular. Com isso, no presente estudo optou-se por
uma adaptacao na técnica, aumentando o numero de pressoées (cinco) do papel filtro
sobre a lamina de vidro, permitindo a obtencéo suficiente de amostra para analise.

Nas laminas dos animais sem sintomatologia oftalmica aparente (G1 e G2)
nao foram evidenciadas células inflamatorias, em consoante ao descrito por
MALERBA (1990) e LAVACH et al. (1977).

Os neutréfilos raramente sdo numerosos na conjuntiva (LAVACH et al., 1977;
MCGAVIN & ZACHARY, 2009) e, quando presentes, encontram-se migrando por
meio do epitélio em direcdo ao saco conjuntival, para combater o agente infeccioso
que possa estar presente na condicdo de oportunista (MCGAVIN & ZACHARY,
2009); justificando, assim, a grande quantidade dessas células nas laminas dos
animais do G3 e G4 (Figura 5). Os neutrdéfilos também sdo comumente encontrados
quando ha infeccbes bacterianas (agudas ou crbnicas), fangicas, parasitarias
(MURPHY, 1988) ou, ainda, em casos de irritagdo conjuntival de origem fisica,
mecanica ou quimica (JEGOU & LIOTET, 1991).
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Figura 5 — Imagens microscopicas de
citologias conjuntivais de felinos:
setas 1 demonstrando infiltrado
de células inflamatorias com
prevaléncia  de neutréfilos
(Papanicolaou 400x).

Pequena quantidade de macréfagos também foi verificada em algumas
laminas do G3 e G4, assim como de linfocitos, corroborando com os relatos de
JEGOU e LIOTET (1991), de que essas células sdo comuns em infecgdes oculares
virais. Por outro lado, notou-se auséncia de eosindfilos, ja que esse tipo celular é
comumente encontrado em infecgBes alérgicas (LAVACH et al., 1977).

A maioria dos gatos pertencentes ao G3 e ao G4 estava com suspeita de
portar doencas associadas ao complexo respiratorio felino, sendo entdo esperada
uma resposta conjuntival inflamatoria, com predominio de células mononucleares, a
qgual normalmente acompanha infec¢des causadas por Chlamydophila, herpesvirus e
Micoplasma (MURPHY, 1988; MALERBA, 1990). Porém, sabe-se que as lesbes
microscoépicas ocasionadas por esses microrganismos ndo sao especificas, exceto
quando observados os corpusculos de inclusdo, cuja presenca limita-se aos
primeiros dias da doenca, tornando dificil encontra-los em exames cito e histoldgicos
(MCGAVIN & ZACHARY, 2009). Neste estudo, ndo foram evidenciados tais
corpusculos, portanto o diagnostico presuntivo de infecgdo por herpervirus felino
baseou-se nos sinais clinicos da doenca conjuntival.

A reduzida celularidade caliciforme visualizada em todos o0s grupos
experimentais pode ser justificada pelo fato dessas células serem encontradas em
maior concentragdo no fornice inferior e ndo na conjuntiva (JEGOU & LIOTET,
1991).

Em algumas laminas do G3 e G4, notou-se a presenca de bactérias
extracelulares, porém devido a minima quantidade, pressupés—se que tenham sido
oriundas da microflora conjuntival e ndo de contaminagao (COWELL et al., 2009).

CONCLUSOES

Da forma como este estudo fora conduzido, péde-se concluir que apesar da
maior riqueza de células nas laminas obtidas pelo método de abrasdo por escova, a

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer, Goidnia, v.8, n.15; p. 2624 2012



qualidade das mesmas néao foi satisfatoria, além da colheita ter sido mais traumatica,
principalmente, para os animais com sinais de conjuntivite. O método de impressao
com transferéncia, apdés a adaptacdo realizada, demonstrou-se eficaz,
proporcionando laminas com boa qualidade e quantidade celular, sendo uma opcao
para auxiliar no diagndstico de animais sadios e com sinais de lesdes oculares.
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