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RESUMO

ZACARIAS JUNIOR, Ademir. Deteccdo de Leptospira spp. e Helicobacter spp. em cées
com glaucoma e neoplasias oculares e Levantamento histopatolégico de enfermidades
oftalmoldgicas caninas. 2015. 75 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

As infecgdes oculares podem estar associadas a doengas sist€émicas, podendo causar
principalmente uveite e glaucoma. Nos caes, a uveite ¢ a causa principal dos glaucomas
secundarios e pode resultar de diversas etiologias bacterianas, como a infec¢ao por Leptospira
interrogans. Nos caes o método diagnostico mais utilizado é a soroaglutinagdo microscopica
(SAM). Nos humanos as bactérias do trato digestério também podem ser desencadeadoras de
oftalmopatias, e o género Helicobacter, potencialmente, pode acarretar uveite, glaucoma e
tumores. Nao foram encontrados estudos avaliando esta condi¢do em caes, tornando a
elucidagcdo dos mecanismos de atuagdo dos agentes infecciosos essenciais para a condugao,
tratamento e prevengdo das doengas oculares. O objetivo deste estudo foi demonstrar a
presenga do DNA de bactérias dos géneros Helicobacter e Leptospira nos fluidos oculares e
tumores de caninos e determinar a significincia estatistica com glaucomas secundarios e
neoplasias oculares. Foram estudados 16 cdes com glaucomas secunddrios e 18 cdes com
neoplasias oculares, que tiveram amostras colhidas para a realizagdo de PCR para
Helicobacter spp. e Leptospira spp., SAM e histopatologia. Na PCR dos pacientes
glaucomatosos foram detectados dois positivos para Helicobacter e nove animais positivos
para Leptospira. Nos tumores foram detectados trés amostras positivas para Leptospira. A
PCR para Leptospira apresentou diferenca significativa para os glaucomas (P=0,01940).
Foram observados nove animais sororreagentes na SAM e neste exame houve a significancia
entre o sexo masculino e a positividade (P=0,02914). Nos diagnosticos histopatoldgicos dos
cdes com glaucoma a pan-oftalmite foi o resultado mais frequente, enquanto nos caes com
tumores a maior prevaléncia foi de adenomas/epiteliomas. Os agentes etioldgicos estudados
foram identificados nas afec¢des oculares e podem estar relacionados a patogénese destas
enfermidades em cdes. O objetivo da segunda pesquisa foi avaliar a prevaléncia de alteragdes
oculares e os dados gerais dos cdes com amostras oculares processadas no laboratério de um
Hospital Veterinario Escola no periodo de janeiro de 1985 a dezembro de 2014. Foram
realizados 30.957 exames, sendo 18.083 provenientes da espécie canina em diversos tecidos.
Desses, 139 (0,77%) corresponderam a exames histopatologicos resultantes de bidpsias de
enfermidades oftalmologicas. Os diagndsticos mais frequentes foram os processos
inflamatorios, adenomas/epiteliomas, carcinomas, tumores melanociticos e processos
hiperplasicos. A andlise dos dados de registros de um centro de referéncia auxilia no
entendimento da rotina das atividades, assim como favorece a compreensdo do
comportamento bioldgico de algumas neoplasias.

Palavras-chave: Leptospirose. Helicobactérias. PCR. SAM. Histopatologia. Tumores
Oculares.



ABSTRACT

ZACARIAS JUNIOR, Ademir. Detection of Leptospira spp. and Helicobacter spp. in dogs
with glaucoma and ocular tumors and Histopathological survey of canine
ophthalmological diseases. 2015. 75 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Eye infections may be associated to systemic diseases, mainly causing uveitis and glaucoma.
Uveitis is the leading cause of secondary glaucoma in dogs caused by several bacteria, and
may result for several bacterial etiology such as Leptospira interrogans. The main diagnostic
method in dogs is the microscopic agglutination test (MAT). In humans, the bacteria of the
digestive tract may also be triggering of eye diseases, and the Helicobacter pylori acts
potentially causing uveitis, glaucoma and tumors. However in dogs have been no studies
evaluating this condition. The elucidation of the role of infectious agents may aid in the
diagnosis, treatment and prevention of ocular diseases. The objective of this study was to
demonstrate the presence of Helicobacter DNA and Leptospira DNA in ocular fluids and
tissues to determine the association with secondary glaucoma and ocular tumors. The samples
from 16 dogs with secondary glaucoma and 18 with ocular tumors were tested with PCR for
Helicobacter spp. e Leptospira spp., SAM and histopathology. The PCR of glaucomatous
patients detected two positive animals for Helicobacter and nine for Leptospira. In tumors
were detected three positive samples for Leptospira. The Leptospira PCR was significantly
associated to glaucoma (P = 0,01940). Nine animals were seropositive in SAM and there was
association between male and positivity (P = 0,02914). Panophthalmitis was the most frequent
diagnosis in glaucomatous dogs, while the most frequent tumors were adenomas/epiteliomas.
The etiologic agents studied were detected in ocular diseases and could cause the
pathogenesis of these diseases in dogs. The aim of the second study was to evaluate the
prevalence of ocular diseases and the general data of dogs with ocular processed samples in
laboratory of a Veterinary Teaching Hospital from january 1985 to december 2014. During
this period, 30,957 clinical reports were reviewed, 18,083 from the tissues of canine species.
139 (0.77%) accounted for histopathological samples derived from biopsies of eye diseases.
Inflammatory processes, adenomas/epiteliomas, carcinomas, melanocytic tumors and
hyperplastic processes were the most common diagnoses. The analysis of the data records of a
reference center supports the understanding of laboratory routine, and promotes
comprehension of the biological behavior of some tumors.

Key words: Leptospirosis. Helicobacteria. PCR. MAT. Histopathology. Ocular Tumors.
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Glancoma canino e a infeccio por Helicobacter spp.:
uma possivel correlacio

Canine glaucoma and Helicobacter spp. infection:
a possible relationship

Ademir Zacarias Junior!*; Francielle Gibson da Silva-Facarias?;
Mauro José Lahm Cardoso®; Ana Paula Frederico Rodrigues Loureiro Bracarense®

Besumo

0 aparelho da visio nos animsis domesticos & bastante complexo e delicado, formado pelo bulbo oculsr &
sens anexos. Distirbios que comprometam o equilibrio entre 3 producio & a drenagem do humor aquoso
podem resultar em variagtes da press3o infra-ponlar & Flamcomsa A sindrome do pacients glmcomatoso
apresents aproximadsmente 0,5% de incidéncia nos cies e & uma dss principais causas de cegmeina,
dor ccular e indicagio de cimargias para enucleacdo. Os glancomss secundarios s80 frequentes & poderm
resultar de quadros de weelte cansadas pela infeccio por bactériss dos géneros Brucella, Leprospin,
Ehriickia, entre outros agentes eticlogicos. Nos bumsnos, as baciérias do pénero Halicobacrer tem
atraido a atengio dos oftslmologistas, pois potencialmente smam ra patogenese de diversos problemss
ocnlares, inchrindo o glmcoma. Em cies, ndo foram realizados estndos que comelacionem a origem dos
glaucomss ou nveites secundarias com bacterias do género Helicobacrer Considerando que a wveite
com cansas diversas nos Cies & mmite fiequente e que, comprovadsments, ha associsgio entre bacteriss
do genere Helicobacter e esta condigSo em humanos, evidencis-se a importancia de estudos que
avaliem esfes aspecios tambem em snimais de companhis, fcilitmdo 3 compreensio da eGopaiogenis
o glaucomss e possivelmante scarmetando na proposicdo de profocelos teTapentcos mais eficazes para
o5 pacienies glancomatosos.

Palavras—chave: Uveite, patogenia, helicobactéria, H. pylors

Abstract

The oolar system in domestic amimals is very complex and delicate, and composed for the eyehall
and orular adnexal Disorders thar affect the balance bemween production and ontfiow of agueous
bumor can result in variations in inrEocculst pressore and plancoma. Syndrome glaucomatons presents
approcamately §.5% incdence in dogs snd 1= a lesding canse of blindness, eye pain and surgeries for
emcleation The secondary plmicomsa are frequent and result of wrettis by bacteria of the peoms Brucella,
Leptospira, Elrlichia, and other eficlogic agenis. In umsans, the baciena of the zenns Helicobacier has
atiracted the attention of ophthalmologisis becsuse potentially operate in the pathogenesis of several
eye problems, inchuding glancoma. In dogs, there are no sindies that comelaie the origin of glancoma or
secondary wveifis to baciena of the genns Helicobacrer. Whereas woeltis with unknown csuse in dogs
i3 very common snd proven association befwesn bacteria of the geons Helicobar fer and this condstion
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in lomans, increases the importance of studies that evaluate thess aspects also in pets, helpmz the
umndersmnding of pathogenssis and resnlting in proposing therspentic profocols most efective for

elauroms patients.

Key words: Uveitis, pathogenesis, helicobactenia, A pyilors

Revisio Bibliografica

O aparelho da wisdo nos ammans domesticos e
bastante complexo e delicado, formado pelo bulbo
ocular & seus anexos. O bulbo pode ser dnadido
em timeas fibrosa (comea e esclera), vaseular
{iris. emrpo ciliar e coroide) e nervosa (retina). Os
anexos oculares tém a fung3o de protecio do bulbo
& sao compostos pela arbita ocular, fascia orbatal,
misculos e pordura extracculares, palpebras e
conjumtiva (SLATTEER, 2005; LAUS, 2009
Internamente o bulbo ocular & dradido em camaras
preenchidas por meios transparenfes dencrminados
bumor aguoso e bumor vitreo. Estes possuem a
fingdo de transmmssdo e refragdo do o hominoso
sobre a refina e fambém da manuteng3o da pressao
interma do globo, mantendo-o distendido (LAUS,
2008,

O Immeor aquoso e produzdo pelo corpo ciliar
e liberado na camara pestenor, sendo responsavel
pelo suporte trofico & remogdo de metabolitos
da cormea e da lente. Tem aspecto mcolor e baixa
viscoadade, pnncipalmente pela alta concentragio
de agua e bamxo teor proteico. Este humor atnge a
camara anterior atraves da pupila e € drenado pelo
angulo mdocormeal e pela via wreoescleral (1a nio
comvencional) para aingzir a coeulagdo sanguinea,
mantendo a pressdo mbaccular (PI0) em noes
fiziolopicamente  aceitavels (SLATTER, 2005;
LAUS, 2009).

O humeor vitreo e composto por 99% de agua
e 1% de colageno e acide haloromico, confenndo
conmistenma gelafinoss & aspecto limpido. Essa
de ceélulas semelhantes a hishocitos, conhecidas
como hialocitos, e alguns fibroblastes. O viteo e
forma do globo ocular & awnlia na mamutencio
da refina em sua posigdo nomal (MWMOGAVTN:

ZACHARY, 2009%. O mecam=mo de produgio e
renovagao do hnmor vitreo n3o esta completamente
elneidado, sendo formado pela secregao das celulas
nio neuronals da retina e do epitelio nao pigmentado
enfermidades que acometem dretamente o humor
vitreo, esta estrufura pode promover a difiusio de
mediadores mflamatones wwealis on refmanos,
aszim como parbicipar da patogénese do glaucoma
(WILCOCK, 20087

Dhstirbios que comprometam o equbibno
entre a produgio e a drenagem do lumor agquoso
podem resulizr em vanagoes da PIO. Em virinde
da falia de evidencias de condigbes patologicas
que promovam o aumento da producdo de humor

aquoso, frequentemente o aumento da FIO &
afnbwdo a distwbios de drenagem que podem
resultar em glancoma nos cies (TINSLEY: BETTS.
1993 SLATTER. 2003).

O glaucoma apresenta aproxmadamente 0,5%
de meidencia nos cdes e @ nma das prncipals Causas
de cepueira, dor ocular e indicagao de courgias para
enucleacao (MARTING; VICENTI LAUS, 2006
STROM et al, 2011a; OLBERTZ; FERLMANN;
MONTIANI-FERREIRA. 2012). Com base em
estudos em humanos, 2 defimigdo de glaucoma
se tormon mails ampla, ndo levando somente em
consideragdo o aumento da FIO), mas tambem as
mamfestagies por vias vascuolares, ciotixicas e
newrals compreendendo 2 Smdrome Glancomatosa.
0 processo resulta na perda progresmva da
sensibilidade e funcio, sepmdo da morte das
cehnlas ganglionares da retina, da perda de axomos
do nervo optico, escavacio da cabeca do nervo
optico, reducio progressiva dos campos visuals e
perda da visao. O aumento da PIO frequentemente
esta assoriado, tormando-se um fator de nisco para o
desenvolvimento da newopata optca (MARTING:
VICENTI; LATUS, 2006).

Semina: Cigndios Agrarios, Londring, «. 35, n. 4, p. 1973-1984, jul fogo. 2014



1

Glowvcomo conino & g infeccio por Heficoboder spp - umo possivel comelocao

0= glaucomas caminos sao classificados de acordo
com a causa (congendo, prmanc ou secundano),
aspecto do angulo de drenagem (aberto, estreato ou
fechado) e estamo da doenca (agudo ou cromco)
(GELATT. 2007). Os glaucomszs congémitos estio
relacionados a anormahdades praves do angulo
indocommeal e coomem muito precocemente (antes
de um ano de vdz). As formas pnmanas ndo estao
associadas a alteragbes oculares prévias, no entanto
alpumas racas sdo predispostas 2o desenvohimento
desta condigdo (STROM et al | 2011a).

Oz glancomas secundanes s30 duoss ou tres
vezes mars frequentes que os primanos e resultam
ou concomentes gue causem obstrugdo fisica
da drepapem do bumor aguese (MAERTING
VICENTL LAUS, 2006; STROM et al, 2011k).
Usnalmente =30 condiges wumilatersis n&Eo-
genetica em algumas ragas, como catarata e hixagao
do cnstalme (GELATT; BROOKS, 199%). Entre
35 pnocipals causas estao a hxagdo do onstalmo,
traumas, corgias infracculares, hifema neoplasias
infracculares & uveites com ehologas diversas
(GELATT: MACEAY 2004; STROM et al,
2011b; OLBERTZ; PERIMANN, MONTIAMI-
FEREEIRA, 2012} Segundo estudo de Strom
et al. (2011b). a: principal: racas canmas qQue
apresenfaram predisposigds ao deservohnmento
do glaucoma secundano foram Carmn Temner, Jack
EFussell Termer e Cocker Spamel.

Mos caes, a uveite & a causa principal dos
glancomas secundanos devido a obstrugio do
angulo de drenapem com fibnna. restos celulares.
celulas inflamatonas e sanguineas (GIONFRIDDC,
19951, As wuveites com etologias
apresenfam  prevaléncias gque varnam enfre os
estudos, sendo 1denhficadas em 44.9%, 23% e 7.1%
dos casos estudades (JOHMSEN; MAGGS; EASS,
2006, STROM et al, 2011b; GELATT; MACEATY,
2004y, 0= processos mmfecciosos destacam-se na
etiologia da wveite canina e podem ser causadas por

diversas

microrgamismes dos generos Bovrelia, Brucella,
Leptospiva, Elrlichia, Leizhmania, Toxoplasma,
Paramyxovirus. entre outres (LAUS, 2005
Emhumanos, asuveites hderam as cansas de grave
perda visual na populagio mais jovem resultando
em allza morbidade & prequzo sociceconimuico
(SUTTORP-SCHULTEN: ROTHOVA, 1996)
As mfecpdes do trato digestono por bactérias des
generos Yersinia, Salmonella, Shigella e Chlanydia
foram sugendas como desencadeadoras de wreites
agudas, através da constante Liberagio de matenal
aphpémco na corculagio por lesdes indestinals
e sstmmlagio persistente de reacio mmme em
orgaos como o olho (OTASEVIC et al, 2043).
Alem dessas bactérias, o genero Helicobacter
tem afraido a atengio dos oftalmologistas, pois
potencialmente a H pylori atua na patogenese de
problemas oculares (ROUNTOURAS et al., 20401).
= olhos e anexos oculares podem ser acometdos
por lesdes gue acammetam blefanfe, conjuntivite
weelte & glaucoma (IZZ0TTI et al.. 2009; SACCA
et al, 2008). Fecentemente. estudos em humanos
demonstraram a possivel assocacio deste agents a
diversas mamfestaches externas ao trato digestono
metabolicas, hepatobihares & hematologicas, alem
das desordens oftzbmologcas (FIGUEA et al.
2010; SUZUEI et al., 2011; BANIC st al, 2012).

0 genero Helicobacter e composto por bacténas
Gram pegativas, espiraladas on em forma de “57,
flageladas. algumas com fibnla: penplasmaticas e
produtoras de urease, descntas pela pnmeira vez
em 1893 & taxonomicamente clazsficadas em 1989
(HEEMANMS etal | 1995; OWEN, 1998; NEIGER:
SIMPSON, 2000). Essas bactéras sao encontradas
especialmente no estomago de lumaneos, caes,
gatos, furdes, smimos, macacos (HERMANNS et
al, 1993), entre outros. Em contraste com as outras
Gram negztrvas que colomizam a mmeosa mieshnal
essas bacténas possuem predilecdo pela mmecosa
gastrica (OTASEVIC, et al. 2003). A espécie H
pylori & considerada a pnmeipal causa de uleeras
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péphicas, gastute, fumores gastneos e lmfoma
gFastneo prmano em bomanoes. Em c3es e gatos s3o
descrtas oufras especies que colomzam o sistema
H. salomoniz, H pylovi, H bilis e H pametensiz
(MEIGER; SIMPSOMN, 20007,

O glawcoma é a sepunda causa mundhal de
cegueira nos humanos, e a prineipal causa de lesoes
aspectos ebologicos e da patopemmdade sdo
desconhecidos (IZZ0TTI et al., 2009). A frequéncia
elevada da mfecgdo gasinca por H pylori enive
pacientes glancomatosos na Grécia foi evidenciada
atraves da identificacdo histologica do agente na
mmeosa gastriea dos avahados. O estudo ndo mdicon
uma relagio causal entre o agente ehologico & a
afeccio ocular, mdicando a necessidade de novas
pesqusas. Us aufores sugerem que a mfeccdo por H
pylori pode aumentar a incidéncia on a gravidade dos
glaucomas pela hberagio de substancias vasoativas
e pro-inflamatémias  {citocinas,
protemas de fase aguda), assim como a ativagido
& agrepacac plagquetana, esimulacdo de calulas
mnflamatorias mononucleares e produgdo de radicals
Incres (KOUNTOURAS et al  2001).

Estudos em seres homiznos demonstraram elevada
frequéncia de infecedo gasmica por A pylori em
pacientes glaucomatosos (ROUNTOURAS et al.,
2001, 2002; HONG et al., 2007). Adicionalments,
gquando os pacientes foram tratados para emadicar
a bacténa, ocomen reducio da PIO e melhora da
visae (ROUNTOUBAS et al, 2002). Entretanto,
em um estudo com amostras de soro a frequéncia de
soropositividade para H. pyleri em pacientes com
glaucoma ndo fou sipmficante em relagio ao grupo
controle {pacientes sem glancoma) (GALTOWAY
et al, 2003). E provavel que as diferengas entre
os mesultados decoma do tamanho das amostras
e dos metodos uhhrados para detecgio do agente
(histopatologia de biopsias gasincas e metodo de
ELISA).

eicosancldes.

Em outro estudo. guando acficorpos (IgGh
especificos para H pylori do bhumor aquoso foram
znalizados, constatou-se elevagio sizmificativa
senca tambem for malor nesses mdividuos. Alem
dizso, as alteragtes da cabeca do nervo optico ao
oftalmologico foram associadas 3 elevagdo
sigmficativa da concentragdo de anhicorpos ant-fA
prlori no humor aguose (KOUNTOURAS ef al.
2003}, Em esmudo posterior, também mensurando a
IgGs ezpecifica para 2 H pylori no Immor aquoso
de pacientes glamcomatoses, ndo fo demonstrada
a relacio da infecedo com o glaucoma de Sngulo
aberto primano. Porém, howve elevada concentracio
de anficorpos no bumor aquoso de pacientes com o
glaucoma pseudoexfohative (RAZEGHINETAD et
al., 2004).

Fm pacientes glancomatoses com PI0 normal,
a anahse sorclogica mdicou maor prevaleéncia
de infectados entre os acometidos do que entre
o5 mdniduos sem alteragtes oculares do grupo
confrole. Sugere-se que a mfecgdo por H pylori
pode estar associada com o aumenfo dos nscos de
desenvolvimento desta afecedo ooular, assim como
a bactéria pode parboipar no desenvolvimento ou
progressdo do glavcoma (KIM etal . 2011; SUZUET
etal 2011).

Recenternente, em um estudo com o objetve
de avaliar a relagio de H. pylori na patogenia dos
glancomas pnmanes realizou-se opaa durante o
tratamento cinrgico com a trabeculectoma, sendo
identificada @ bacténa no tabeculado & na ms dos
pacienfes. Esse achado mdica que a bacténa esta
presenfe nos tecidos oculares e possivelmente esta
ligada de forma direta aos danos causados pelo
glancoma (ZAVOS et al, 2017).

MNa tentativa de elimidacio da patogema do A
pylori no glancoma, diversos autores propuseram
teorias sobre o5 mecanismos que resultam na
newropatia associada ao glaucoma No estomago,
um dos fatores mais caracterisheos da bacténa &
a producdo de wease, capaz de catalisar a wrela &
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propiciar um meto alcalmo (MARSHAITL et al.,
1887). O H pylori pode se aderir 3 nmeosa gastrica,
favorecendo a penetragio de produtos anhpemens
nas cehnlas, drficultands suz elmnacdo e resultando
em Iesposta imune persistente (STABILE: SMITH:
WEEEKS. 2005). Assim, o ma1s provanel 2 gue
o5 mecamsmos findamentas da patogénese do
H pylori pas doengas extragasincas estejam
diretamente relacionados ao efeito bacteriano
direto, além dos sinais sistemicos caunsados pela
liberacio dos mediadores pro-mflamatonos e pela
reacio cruzada enire a bacténa e os anfigenos do
hospedeirs (GASBARRTNI er 2, 2004; [ZZ0OTTI
at al., 2009),

0 globo ocular posswi diversos substratos com
fungdo antceidante gue protegem as celulas e
evitam a morte pelo estresse omidatreo (IZZ0TTI
et al, 2009). Mo humeor aguoso o acido ascorbeo
esta presente altaz conceniracoes (SACCJ.
et al, 2007, HAWASHIMA: MNAMIET 1999
GUAIQUIL.; VERA: GOLDE. 2001), assim
como a glutatona (RICHER: ROSE. 1998) Na
malha trabecular & possivel idennficar as enmimas
ghitationa peromdade e gliabhona redutase, alem
de supercxide dismmutase e catalase, responsavers
por proteger os tecidos oculares guando as
concentracies de H O, estdo elevadas (IZZOTTI
et al, 2009). O trabeculado também é fundamental
parz a hdrodmamica do bumor aguoso, pois o
aumento da PI0 representa o principal fator de nsco
para a neuropana glaucomatosz (SOMMEER et al |
1991},

A elevagdo da press3o pode acarretar morte direta
das célnlas panglionares retmanas pelo blogoeio
do fuxo axoplasmates e remocdo de fatores
newrotroficos, como brain-daived newrorrophic
factor (BNDE) ou merve growth factor (NGE).
Ocorre lnpora dos tecidos e les3o por reperfusao,
como 2 produgdo exacerbada de radicans
Irvres & condo ninco que podem acenfuar a morte
das céhlas retmianas e mterferr com a funcio da
malha trabecular, agravando o aumento da FIO.
Em condigbes normais a parmeabihdade da maltha

trabecular ¢ influenciadz pelo eferto vasoconsintor
da endotelma-1 e balanceado pelo efeito dilatador
no oxide mimico (HAEFLIGER et zl | 1999} Com a
presencaderadicals livres no paciente glancomatoso,
o omdo niinco gera produtos towcoes agravando a
condigio metabobca do frabecnlado, alterando sua
fungdo e motlidade (TAWMM, LUTTEN, 1998).

Um importante slemento para a morte celnlar
& comprometments das celulas do frabeculado @ a
toxmcidade gerada pelo glutamato. Este elemento &
simaphca, no entanto com o glancoma, os radicals
Iivres aumentam as concentragdes de glufamato
extracelnlar, que attva os recepiores N-metl-D-
aspartato (MMDA), wfluxoe de ions caleio, predugao
de oondo nrtnceo, ativacao de caspases e fatores de
transengdo resultando em apoptose & morte celnlar
retmiana (IZZ0TTI ef al., 2009).

A patogema do glancoma pela infecgdo por H
pylori podena resultar da agregacio lencomtana e
plaquetana Além diszo, a mfeccdo favorecena a
liberagao de substancias vasoativas e elementos pro-
mflamatorios como as citocinas (nterlencinas 1, 6,
£ 10, 12, fator de necrose umoral-a e mterferon-v),
{leucomeno: e prostaglandmas)
e proteinzs de fase aguda (Obrinogsmo e
protena C-reativa) (ROUNTOUERAS: ZAVOS;
CHATZOPOULOS, 2004 Adictonzlmente. podena
haver a estumulacdo de celulas mononumcleares para
a mmducio de fatores tecuduans de conversio do
fibrinogemo, complementando o desenvohimento
e de H pylori ¢ a miensa mdugdo de esiresse
oxidative com a circulacio de perdados lipidicos
(IZZ0TTI etal., 2009). O aumento de endotelinz-1
pode causar infensa vasoconsingso dos vasos do
perve opbco, assim como o oxdo minco mmduz a
tomcidade Adicionabmente, o oxdo nitneoe atnando
como potente newrotorming, promove a  morie
celnlar Eszes evento: imffuenciam no processo
de apoptose, acarretando a inducdo ou progressao
da newropatia glancomatosa assocmada a H pdord
(ITZHAKT et al, 2004; EOUNTOURAS; ZAVOS

eicosanoldes
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CHATZOPOULOQS, 2004; FARSHAD: JAPONI:
ATBORZFT, 200%; ZAVOS eral., 2012).

Alem dizso, anticorpos séncos especificos para
podendo atimpr o tecido nerveso pela quebra da
barrerra hemato-encefalica & cansar 3 morte cehalar
de células retmanas contnbundo para as lestes
glancomatosas. Essa quebra tem sido associada aos
mediadores infamatono: e pels estreszse comdatmro
mdunides pela mfecedo (ROUNTOURAS, 2009).
Aparentemente, 05 mesmos mecanismos podeny
ser 1mphcados pa quebra da bamera hemato-
aquosz (ZAVIOS et al, 2012). Adicionalmente. 2
cifotoxma Vach mdumda pela bacténa apresenta
aindade qumictabica para mastocitos provementes
da mednla ossea. Estes, apos a eshmmulacie do
bormomoe estimmlador da corhicotropina, hiberam
histzmina e oufros elementos pro-mfamatonos
e vasoatves gue famlitam a mphora das barremras
bemato-encefalica e aguoza (KOUNTOUERAS,
2009y, Ha o muxo de monocitos possivelmente
mfectados com H pyvlori e tambem de anbcorpos
conmbumde para o desemrolhvimento e progressao
do glancoma (KOUNTOUBRAS etal | 2003; WANG:
WU, LETL 2009

Em cdes, nio foram reabzados estudos que
comelacionem a ongem dos glancomas ou wveltes
secundanas com bacténas do genero Helicobacter,
patolopicos nessas oftalmopahas. Considerando que
3 uveite com causa desconhecida nos cdes & mnuto
frequente (GELATT: MACEAY 2004) e gue ha
assoclagao entre bacténas do género Helicobacrer
e esta condigio bumanes, evidencia-se a
mportaneia de estudos que avaliem estes aspectos
descritas na mucosa gasinca de cdes sao H falis,
H bizozeromii, H zalomonis, H  heilmarmii
(HANNINEN et al. 1996; JATAVA et al., 1997
NEIGEER: SIMPSCON, 20007, & mais recentemente

H gmogastricus (VAN DEN BULCE et al . 2006).
Em camundongos, M felis cauza imflamacio gasmca
cromca que gradualmente progride para tumores
gastricos, estabelecendo um modelo de estmdo para
as doengas gastricas mdumdas pela H pylori em
bumanes (CUT et al., 20047

Inversamente a ftodo o coohecimento da
patogema da mfeccdo por . pidori em bumanos, os
estudos sobre esses mecamismos nas mfeccbes por
espacies ndo-I pylord em cies s3o escassos, apesar
das evidéncizs de que 67 a 100%6 dos cdes possnem
ao menes uma especie de Halicobactsr spp. na
mucosa gastrica (NEIGER: SIMPSON. 20000, A
positividade para Helicobacter spp. no estomago de
caes sadios estudados em diferentes paises wamou
entre 83% 2 96% com o exame de histopatolozia
YAMASAKT: SUEMATSU; TAKATIASHI, 1998,
VAN DEN BULCK et al._ 2005; MOUTINHO et
al , X007
bizzozeromii @ H salomoniz foram encontradas
colonzando o estomago de cles, gatos e com menor
frequencia oz Immanos (VAN DEN BULCE et
al , 2005). As diferentes especies de Helicobacter
que mfectam a mmcosa gasinca dos caes podem
ooorer de forma isolada ou com infecctes mistas
(VAN DEN BULCK et al. 2005). Fecenfemente.
um sstudo com cdes com hstoneco de vomifos
e cdes asmntomahtceos mostrou a presenca de A
Bizzozeronii (37%) e H salomoniz (3790} como
agente mfeccioso Gmoo ou em associacdo com A
heilmarmii efou H. felis. Neste estudo, 28 amoestras
foram positivas para o genero Helicobacter, mas
negaiivas para as especies testadas, mdicando que
outras especies podenam mfectar a mucosa gasinca
dos ammars testades (TAEERURA et al. 20120,
Em outros estudos, H. bizzozeronii tambem havia
sido wdentficads como a especie mais prevalente em
caes e a especie I felis havia sido mais frequente
(CATTOLT et al | 1999; VAN DEN BULCK et al |
2005, CAMARGD et al, 2002). Apos a inoculagdo
inflamacdo na mmeosa gastmez (RANDIN et al.
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1990}, po entanto em cies naturzlmente mfectados
essa especte nao fom encontrada (CAMARGD et al |
2002; CATTOLI et al, 1999; EATON et al., 1996;
TAEFMURA et al., 2012}, Considerando o contato
prommo enfre 05 cdes & os humanos, os dados da
(TAREMURA etal, 2012).

Mo entanto, a relagio entre a presenga das
belicobacténas em cdes e as mamfestactes climcas
ainda ndo estio defimdaz, polz as mezmas 3o
encontradzs tanio em ammars hi@pdos quanto
naqueles com alpum distirbie gasnntestmal O
modo de fransmissio dessa bactéria anda & meerto,
poréem sao mdicadas as possiihidades fecal-oral
e oral-oral (TARFMURA  2007). Um estudo
demonstrou 2 prevaléncia de T1.1% de DMNA da
bacténa na cawvidade oral de wma populacdo camna
na Ialia (RECORDIATT et al., 2007).

0 potencial zoonotico & a mmportancia dos
ANIM3ls COMmO IRSETVALGIos naturals nao  estio
bem ezclarecidos (TAKEMUBA, 2007, poram de
acordo com os resultades de De Groote et al. (2003)
e Van den Bulck et al. (2005} o contato com cdes
pode ser considerado um fator de nsco para os
bumanes gquanto a mfeccdo por Helicobacter nao-
pviori

Em animans, o diagnostico hnstopatologieo e wma
ferramenta importante e frequentemente whhzada
po dizgpostico e na prevencao do glawcoma A
avaliacio de um globo ocolar enucleado pode
auxibar pa confimacio do diagnostico para o©
controle da condigio e deterrminar o progmoshco
para o olbo remanescente. As alterapdes nsualmente
obzervadas 3 microscopla sdo o adelzacamento da
cornea, esclera e coroade devido a bufialma, perda
de comea, atrofia de toda a wea. morte de celulas
ganglionares e atrofia da retina. alem de escavagao
do merve optco (OLBERTZ: PERLMANN:
MONTIANI-FERREIRA, 2012).

Mute embora avangos nas cmurpias venham

aumentandoas perspectivas nomanejo do glancoma,
a terapia medica manfem-se como componente
importanite no controle da smdrome glaucomatosa
(RIBEIRO; MARTING; LAUS, 2007). A maiona
dimimmr a PIO. 53 clasmificadas. segundo =eu
mecamsmo de agao, em agentes capazes de reduzr a
produgio do humor aguese (agonistas adrendrgices
e mibidorez da amdraze carbomca). agentes gue
aumentam 3 drenagem do humor aquoso (zgentes
cobmerpico: & analogos das prostaglandinazs) e
aqueles que atmam nas duas siuacdes da dindmica
desse flude ocular (antagomistas adrenergicos)
(RIBEIRO; MARTINS, LAUS, 2007, WILLIS,
20047,

Eszpecificamente no:z glaucomas secundanoes
a uverte, alguns faqmacos s3o contramdicados
devido =os potenciars eferfos colaterms mesta
condicio. A pilocarpima provoca guebra da barrera
bemafo-aguesa elevando os niveis de protema do
bumor aguose (WILLIS, 2004) e os analoges das
prostaglandimas dewvado a elevada presenga das
prostaglandinas no bumor agquoso nestes quadros
(RIBEIR.O; MARTING: LAUS, 2007).

Atpalmente, o tratamento do gloucoma cammo
abrange apenaz o controle da PIO, reduzmndo
a dor do paciente & controlando a perda wismal
Progressmvamente a foncdo visual tende a puorar,
pois ndo ha penhuma substinma capaz de mpedir
a apoptose retmana (RIBEIRO:; MARTING:
LAUS, 2007). Esta condigdo torna o glancoma wma
afeccdo com prognostico reservado em longo prazo,
acarretando desconforto e perda visual mmportants,
reforgando 3 mecessidade de conhecimento dos
mecamsmos @ dos agentes ehologicos emvolvades
nos quadres secundanos 3 wwelte.

Consideracoes Finais

Este trzbalho fem como objetive propor a
hpotese de gue os caes possam sofrer com a
patogénese da infecgdo cromea pelas diversas
especies de Helicobacter, e aszim como os lnmanos,
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apresentar sindromes offalmologicas mdumdas pela
mfeccio por helicobactenias. Concloi-se assim que
o desemrohnmento de pesqmisas sera fundamental
para o entendimente da patopemia das mfeccoes
por Helicobacier em animans, a determinagio das
especies envolvidas e o5 sinais apresentados, bem
como podera coninbwr para o estabelecimento
de modelos expenmentais para as  doengas
oftalmologicas em seres humanos. Comprovando-se
esza hapotess, novas pesqmsas poderdo culminar na
proposigas de protocolos terapéuticos mais eficazes
Para o5 pacientes com glaucoma, prncipalments
atmande de forma direta nos potenciais agentes
etiologicos envolndos e estabelecendo medidas
profilaticas  adequadas, resultando em menor
maorbidade e custos para o proprietano.

Referéncias

BAWIC, M; FRANCESCHI F; BAEIC, Z;
GASBARRIMI, A Extragsstric manifessations of
Helicobacter pryiori infecion Helicobacrer, Mew Jersey,
1. 17, . 1, p. 48-35, 2012

CAMARGD, P L; BRACARENSE A. P F B L;
ATFIERI A A HAGIWARA M E H Helicobacter
spp. in dogs and cats from South Brazl In: WOERLD
VETERIMARY COMGEESS, 27, 2002, Tumis
Procesdings. .. Tumis: [5.0], 2002. p. 255

CATTOLL, G.; VAN VUGT, E; ZANOML B G;
SANGUINETTL V; CHIOCCHETIL B ; GUALTIERT
M VANDENBROUCFE-GRAULS C. M., GAASTRA
W; KUSTERS, J. G Ocomrence amd charscierization
of zasmic Helicobacter spp. in nsmmally infected dogs.
Feraringry Aicrobiology, Omford, v. 70, n. 3-4. p. 238-
250, 1999,

CUL G; ROH, T J; CHEN, D; ZHAD, C. M;
TAEAISHI 5; DOCERAY G J; VARRD, A;
ROGERS, A B; FOX, T G; WANG, T. C. Cwver
expression of ghycine-extendsd gasinin mhibifs paristal
cell loss and amophy in the monse stomach Camcer
Rezgarch, Philadelphia v 64, 0 22 p. 81460-B166, 2004

DE GROOTE, D; VAN DOORN, L. I; VAN DEN
BULCE. E; BANADME P VIETH, M; STOLTE, M.;
DEBOMGIIE, I. C.; BURETTE. A.; HAESEEROUCE.
F; DUCATEIIE E Detwecion of pon- pgylorr
Helicobacter species in “Helicobacter heilmammi™-
mfected mans. Helicobacter, Mew Jemey, v. 10, o 5,
p- 3984046, 2005,

EATOM, K. A; DEWHIRST, F. B; PASTER, B.
I; TZELLAS, M COLEMAW. B. E; PADLA T;
SHERDING, B Prevalence and vaneties os Helicobaciar
species m dogs from random sources snd pet dogs:
Climical Microbiology, Washington, v. 34, 0. 12, p. 3143-
3170, 1904,

FARSHAD, 5.;TAPONL A ; ATBORFT A Helycobacter
pwlort and exmadigestive disorders in the past 10 years.
Iramiom Red Crescent Medical Journal, Dubal, v. 11, o
2. p. 123-132, 3008

FIGURA, M; FRAWNCESCHI F; SANTUCCL A
BERMARDIMNIL G.; GASBARRINI, G GASBARRINI
infection Helicobacter, Mew Jersey, v 15. 0 1 p. 60-58.
2010.

GALLOWAY, P H; WARNEF. 5. 1.; MORSHED, M
G; MIEEIBERG. F. 5. Halicobacrer pylori infection
and the risk for open-anzle glsucoma Ophthaimoelozy,
Rochester, v. 110, o 5, p. 9232-025, 2003.

GASBARFIMI A ; CARLONL E.; GASBARRIML, G
CHISHOIM 5. A Helicobacter pylori and extragastric
disesazes — other Helicobacters. Helicobacter MNew
Jerzay. v. 8, 0. 1, p. 57-66, 2004,

GELATT K. Feennary ophihaimelegy. 4 ed
Philadelphia: LeafFehizer, 2007 168G p.

GELATT E. N BROOES D.E. The canine glaucomas.

Inc GELATT, EN. Felermary ophthaimolosy: 3. ed
Mahvery: Lea&Febigar, 1990, p. TO1-T54.

GELATT, K N.; MACEAY E. O. Feemary
Microtology, Cnford, v 735, o 4, p 245-258, 2004,
GIONFRIDDO, 1. B Recognizing and mansging acute
and chromic cases of glmcoma Felerimary Medicing,
COhio. v. 90, p. 265-275, 1885,

GUANJUIL, V. H; VERA, 1. C; GOLDE, D. W.
Mechanizm of vitamin C inhibition of cell death induced
by omidafive stess in glotathione-depleted HL-50 cells.
The Journal af Biological Chemistry, Fockville, v. 276,
o4, p. 4093340961 2001

HAFFLIGER, I D; DETTMANM, E; LIU, R;
MEYER, P; PRUNTE, C: MESSERLL J; FLAMMER.
J. Potencial role of nitnc oxide and endothelin in the
pathogenesis of plancoma Survay g Ophthaimology,
Phymouth v 43, 0 1, p. 551-558, 19049,

HAWNASHIMA C; WAMIET H Pedured visbility
of vascular endothelial cells by hirh concendration
of ascorhic acdd I wvitreous umor Cell Brology
International, Aberdeen. v. 23 n. 4, p. 287-208, 1999

Bemina: Cigndos Agranos, Londring, «. 35, n_ 4, p. 1973-1984, jul fogo. 2014

24



25

Glowcomo conino = o infecco por Helicobocter spp_: umao possivel comelocio

HAWNINEM, M L; HAPPONEM, I; SAART 5
JAT AVA E Culbture and charscteristics of Helicobacter
bizzozeronil, 3 new canine gasiric Helicobacter sp.
Imternational Jourmal of Sysremanic Bacteriology,
London, v 446, n. 3, p. 160-164, 1994

HERMAMMS, W; EKBREGEL, K; BREUER
W.; LECHNER, I Helicobacter-like organisms:
histopathological examination of gastric biopsies from
dogs and cats. Jourmal of Comparmine Pathology
Bristol, v. 112, n. 3, p. 307-318. 1005,

HOMG, Y; ZHANG, C; DUAN, L; WANG W
Felstionship between Helicobacter pylors infection
and open angls glaucoma in China Asiam Jouwrnal of
Cohthalmology, Amsterdam. v. 9, 0. 5, p. 205-20E, 2007,
ITZHAKT B F; WOZNIAK M. A ; APPELT, D. M ;
BATTH B. I Infiliration of the brain by pathorens causes
Alzheimer s disease. Neurobiology of dging. Fochester,
1. 25, n 5, p. 619-627, 2004

TEZOTIL A ; SACCA, 5. C.:BAGHNIS A ;RECUPERD,
5 M. Glsuroma and Helicobacter pylori infection
Gphthalmology, London, v 83, no 11, p. 1420-1427,
2009,

JATAVA K: EAARTINEN. M; UTRIAINEM, M
HAPPONEM, I; HAMNINEM, M. L Halicobactar
salomoniz sp. DoV A camine gastoic Helicobacter
sp. relsted w Helicobocter felic, snd Helicobacter
bzzozaronil.  fwernaional  Jownal of Systematic
Bacteriolegy, London, v. 47, n 4, p. D75-082_ 1997

JOHMSEN, D. A J:; MAGGS D. I; KASS B H
Evaluation of rick factors for development of sacondary
glancoma in dogs: 156 cases (1000-2004). Jourmal of the
Amaerican Medical Azzecigfiion, Chicago, v 229 p 1270
1274, 2004

EIM, J. M ; EDM 5 H; PARK K. H; HAM, 5 Y;
SHIN H. 5. Imvestigstion of the assodafion between
glapcoma.  Fvesfieaive Ophthalmology &  Floual
Science. v 52 _n 2 p 685-6688 2011

EOUNTOURAS, J Helicobacter pylori. sn introder
imvolved i conspiring glancomatons neuropathy. Britsh
Journal of Ophthaimology, London, v 93, 0. 11, p. 1413-
1415, oo 2000

EOUNTOURAS, T; MYLOPOULOS, M_; BOURA P;
BESSAS, C.; CHATZOPOULOS, D; VENIZELOS, T;
ZAVOE, C. Felationship between Helicobacier mylor
infection and glancoma Ophthalmolosy, FRochesier, v
108, n 3, p. 599-604. 2001,

EOUNTOURAS, J:. MYLOPOULOS, N
CHATZOPOULOS, D; ZAVOS, C; BOURA, B;

EKOMNSTAS, 4 G; VENIZELOS, J. Eradicatom of
Hulicobacter pyiors may b2 beneficisl in the mema serment
of chronic open-angle glaocoma. drchiver of Intermal
Madicme, Chicage, v 162, n. 11, p. 1237-1244. 2002,

KOUMNTOURAS, i MYLOPOULOS, N
CHATZOPOULOS, D; ZAVOS C; BOURA P;
KOMNSTAS, & G VEWNIZELOS, I Inbeased levels of
Helicobacter pylort 1gG aniboedies n agueous bumor
of patients with primary open-angle and exfoliation
glawcoms. Gragl drchive for Climical and Experimarnital
Opkthalmology, MNew York, v 241, o 11. p. B84-3890.
2003,

KOUNTOURAS, I; ZAVOS, C; CHATZOPOULOS,
[, Primary open-angle slmcoms: pathophysiclogy and
meament Lancef, London, v, 364, n 9442 p. 1311-
1312, 2004

LAUS, I. L Oftaimologia clintca ¢ ciriretca em cdes @
gados. Sao Panlo: Foca, 2000, 248 p.

MARSHAIT B. J: BARRET L; PRAKASH C;
MoCAITUM R W; GUEE BANT, B L. Sorvival of
Campylobacter pylori sssociated gasoits snd peptic
nlcer disease at acid pH. Gastroenterology, Michizan o
92 _p 1517, 1987.

MARTINS, B. C.; VICENTL F A. M; LAUS, I L
Smdrome slancomatoss em cles —parte 1. Cidncia Rural,
Sania Maria v 3§, 0 4§ p. 1952-1858, nov /dez. 20046,
MCGAVIN, M. D.; ZACHARY, 1. E. Olhos, pilpebras,
conjuntiva & orbit. In: Bares da parslogia veseringria. 4.
ed. Pio de Taneiro: Elseviar 2000 p. 1340-1413.
MOUTINHO, F. ; THOMASSIAN, A : WATANABE,
M. I.; SUZANO, 5. M. C.; SEQUEIRA, J. L. Prevaléncia
de helicobacterias e alteragies ks mucosa gastrica de cles
¢ Zpotecmia, Belo Honzonte. v. 39, o 4. p. 1080-1083.
2007,

MWEIGEF. F.; SIMPSON, EW. Helicobacter infection
m dogs and cats: facts and ficien. Journal gff Fefarimary
Trtermal Medicime, Malden, v 14, n. 2, p. 125-133, 2000,

em cies e gatos. Clinica Fererindria, Sdo Paulo, v 99,
p- G6-76, 2012,

OTASEVIC, L; WALDUCE, A; MEYER, T F;
AFBISCHER, T; HARTMANN, C.; ORLIC, W ;
PLEYER, U. Helicobacter pylori infection in anterior
wveitis. fpfeciion. Heidelberg, v 33, n 2, p. 82-85, 2004,
OWEM, B I Helicobacter-species classifications and
identification. Britich Medical Bullerfn, Crford v 540
1. p 17-30, 1908,

Seminag; Ciéncias Agranas, Londring, v 35, n. 4, p. 19731984, jul.fogo. 2014

1281



1982

Zocarias Junior, A ef al.

FANDIMN, M J; EATON, E A; ERAROWEA,
5; MORGAN, D. B; LEE A; OTTD, G; FOX, I
Helicobacter pylori zasimic infection in znotobiotic
Beagle dogs. Infeciion amnd fmmunity, Washingion v 58,
n 8, p 2606-2611, 1800,

FAFEGHIMNEJAD M F.; KAMATT-SARVESTANLE;
FAFVARDIN, M.; POURHABIBL A Agqueouns levels of
anti- Helicobacter pylori IgG mntibody in patents with
Journal gf Immunology, Shiraz. v. 3.0 1. p. 86-80, 2004,

RECORDATL C.; GUALDL V: TOSL 5.; FACCHINL
B V; PENGO, G.; LUINL M. SIMPSON, E W
SCANFIANT E. Detection of Helicobacier spp. DINA In
the oral cavity of dogs. Feterinary Microbiology, Oxford,
1. 119 p. 346-351, 2007,

RIBEIRO, A P: MARTINS B. C.:LAUS, ] L Sindrome
glaucomatosa em cies — parte 2. Cidncia Rural, Santa
Maria v 37, . 6, p. 1828-1835, 2007.

FICHER. 5. P; ROSE, B C. Water soluble antioxidants
in mammalian squeons bomour mterstion with UV B and
hydromen peroxide Firion Research, Mamchester v 38,
n 19, p 1848-1853, 1998,

SACCA 5 C; [ZZOTTL A; ROSSL P; TRAVERSO,
C. Glancomatouws outflow pathmeay snd omadative siress.
Experimental Eye Research, Philadelphia v 84, p. 389-
3992007

SACCA, 5. C; PASCOTTO, A; VENTURINO, G
M ; PRIGIONE, G; MASTROMARTNG, A ; BALDT
F; BILARDI C; SAVARING, V; BRUSATL C;
FEBORA A Prevalence and trestment of Helicobactar
Fylort in patients with blephanitis. Opkthalmology Fiual
Science, Bockville, v 47, n 2, p. 501-308. 2004
SLATTER D Fundamantoe: de qftaimologia veterindria.
3_ed S50 Paunlo: Roca, 2005.

SOMMER A ; TIELSCH. J. M ; EATZ I QUIGLEY.
H. A; GOTTSCH, I. D; JAVTIT, I; SINGH, K
open angle Flancoms amons white and black Americans.
The Baltimore eye survey. Archives of Ophithalmolog)
Chicagp, v. 109, o 8, p. 1000-1095, 1991

STABIIE B. E; SMITH, B. B; WEEES, D. L
Helicobacter pylort infection snd surgical disease — part
I Currens Problems in Surgery, Philadelphia + 42 n 11,
p. T535-782, 2005.

STROM, A F; HASSIG, M.; IBURG, T. M ; SPIESS,
B. M. Epidemiology of canine glscoms presented
o University of Zurich from 1995 to 2000 Pamr 1:
congenital and primsry glomcoms (4 amd 123 cases).
Feterinary Ophthalmology, alden, v 14, n 2, p. 121-
124, 20118

. Epidemiplogy of canine glmcomsa presented to
Unmeersity of Zurich from 1995 to 2009, Part 2:secondary
glamcoma (217 cazes). Feenary Ophthalmolog),
Malden v 14, m 2. p 127-132, 2011h.

SUTTCRP-SCHULTEN, M 5; ROTHOVA, A The
possible fmpact of weeits in blindmess: a literamme
survey. Brifizh Jowrnal of Opkihaimology, London v 80,
. S4H4-843, 1994,

SUZUKI, H; FREANCESCHI F; NISHIZAWA T:
GASBARRINI, A [Extragasitic manifestafions of
Helicobacter frylori infection. Helicobacser, Mew Jersey,
1. 16, o 1. p. §5-69, 2011.

TAEEMURA L. 5. Helicobacter spp. pdsirico em cies
histologicas e proliferacao celalar 2007. Dissertacso
MMestrado em Senidsde Animal Ciencizs Animsly —
Universidade Estadual de Londring, Tondrins.
TAEEMURA L. 5; LOT, B; CAMARGD P L
SOVA EATFIERT A A BRACARENSE A PFER
L. Helicobacter spp. infection in dogs is not associated
with changes in epithelisl proliferaton or E-cadherin
EXPTESSion in gastric mucoss. Seming: Cidncias 4 grdrias,
Londrina % 33, p. 3211-3222, 2012, Supplement 2.
TAMM E. B ; LUTIEN, D. E Nitnic oxide in the outflow
pathways of the aqueous umour Inc Nioric oxide and
andothelm i the pathogenesis qf glaucoma. MNew York:
Lippincosnt-Baven, 1968 p. 158-1467.

TIMSLEY, D. M ; BETTS, D. M Glancoma: past and
present mansgement techmiques. fowa Siofe Dnivarsigy
Foeterinary Madicing. v, 55, n. 1, p. 3645, 1003,

VAN DEN BULCK, E.; DECOSTERE, 4 ; BAELE,
M ; DRIESSEN, A ; DEBONGHIE, 1. C; BURETTE,
A ; STOLTE, M ; DUCATEIIE B ; HAESEBROUCE,
F. Identfication of non-Helicobacter pylowi spiral
Organisms i gastic samples of omans, dogs and cais.
Jowrnal gf Clinical Microbiology, Washinston, v. 43, o
5, p. 2256-2240, 2005

VAW DEN BULCK, K. DECOSTERE, A ; BAELE,
M.; VANDAMME, P; MAST, J; DUCATEILE R
HAESEBROUCE, F Helicobacer omogastricus
sp. mov., isolated from the canine gastnic muoooss
Infernational Journal qf Systematc and Evelutionary
Microdnolegy, London, v. 56, 0 7, p. 1550-1564, 2004.

WANG, Y. H; WU, I I; LEL H Y. When Heltcobacier
Michizan v 5, n. 4, p. 340-342, 2008,

WILCOCE., B. B Olhe:, palpebrzs, conjuntiva & arbita
I MCOGAVIN, M. D.; ZACHAFY, I. F Bases da
patolagia veterindria. 4. ed Rio de Janeiro: Elsevier.
2000, p. 1349-1413.

Se=mina: Ciencas Agranos, Londring, . 35, n_ 4, p. 1973-1984, jul fogo. 2014

26



Glovcomo conino = o infeccbo por Helicobocher spp_- umo possivel comelacso

WILLIS, D. A Ocular hypotensive dmgs. Fetertnary
Climics qf North America: Small Animal Proctice,
Philadelphia v 34, n. 3, p. T55-776, 2004.
TAMASAKT K.; SUEMATSU. H.: TAKAHASHI T
Comparison of gastic lesions in dogs and cats with and
without Fastric spiral orzanisms. Journal gf dmerican
Fetarinary Medical dszociation, Schaumbuore, « 212 n
4 p. 529-333, 1908

ZANOS5, C; EOUNTOURAS, T; SAEEKIAS G
VENIZELOS, [; DERETZI G; ARAPOGLOL, S
Histolomical presence of Helicobactar pyiort bacteria in
anple glawcoma Ophrhalmic Research, Mew York. v 47,
o 3, p 150-156, 2012

Semina; Cigncios Agrarias, Londring, v. 35, n. 4, p. 1973-1984, jul./ogo. 2014

27

1983



28

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar bactérias dos géneros Helicobacter e Leptospira nos fluidos e

tecidos oculares de caninos com glaucoma e neoplasias oculares.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

» Utilizar a biologia molecular para identificar as bactérias dos géneros

Helicobacter e Leptospira nos olhos ¢ nas neoplasias oculares;

» Caracterizar as lesdes histopatologicas relacionadas a bactérias dos

géneros Helicobacter e Leptospira;

> Realizar o diagndstico sorologico de Leptospira nos cdes com glaucoma

e neoplasias oculares;

» Verificar a relagdo estatistica dos agentes etiologicos com os glaucomas

e neoplasias oculares em caes;

» Realizar o levantamento dos diagndsticos do Laboratorio de Patologia
Veterinaria da UEL referentes as enfermidades oftalmologicas em caninos no periodo de 30

anos;

» Avaliar a prevaléncia das enfermidades oculares e os registros dos caes

que tiveram amostras enviadas ao Laboratorio de Patologia Veterinaria da UEL.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

DETECCAO DE Leptospira spp. E Helicobacter spp. EM CAES COM GLAUCOMA E
NEOPLASIAS OCULARES.

RESUMO

As infec¢Oes oculares podem estar associadas a doengas sistémicas,
podendo causar principalmente uveite e glaucoma. Nos caes, a uveite é a causa principal dos
glaucomas secundérios e pode resultar de diversas etiologias bacterianas, como a infec¢ao por
Leptospira interrogans. Nos cdes o método diagndstico mais utilizado ¢ a soroaglutinagdo
microscopica (SAM). Nos humanos as bactérias do trato digestorio também podem ser
desencadeadoras de oftalmopatias, e o género Helicobacter, potencialmente, pode acarretar
uveite, glaucoma e tumores. Nao foram encontrados estudos avaliando esta condi¢do em caes,
tornando a elucida¢do dos mecanismos de atuacdo dos agentes infecciosos essenciais para a
condugdo, tratamento e prevencdo das doencas oculares. O objetivo deste estudo foi
demonstrar a presenca do DNA de bactérias dos géneros Helicobacter e Leptospira nos
fluidos oculares e tumores de caninos e determinar a significancia estatistica com glaucomas
secundarios e neoplasias oculares. Foram estudados 16 caes com glaucomas secundarios e 18
cdes com neoplasias oculares, que tiveram amostras colhidas para a realizagdo de PCR para
Helicobacter spp. e Leptospira spp., SAM e histopatologia. Na PCR dos pacientes
glaucomatosos foram detectados dois positivos para Helicobacter e nove animais positivos
para Leptospira. Nos tumores foram detectados trés amostras positivas para Leptospira. A
PCR para Leptospira apresentou diferenga significativa para os glaucomas (P=0,01940).
Foram observados nove animais sororreagentes na SAM e neste exame houve a significancia
entre o sexo masculino e a positividade (P=0,02914). Nos diagnoésticos histopatologicos dos
cdes com glaucoma a pan-oftalmite foi o resultado mais frequente, enquanto nos cdes com
tumores a maior prevaléncia foi de adenomas/epiteliomas. Os agentes etiologicos estudados
foram identificados nas afec¢des oculares e podem estar relacionados a patogénese destas
enfermidades em caes.

Palavras-chave: Leptospirose. Helicobactérias. PCR. SAM. Histopatologia. Olho.
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DETECTION OF Leptospira spp. and Helicobacter spp. IN DOGS WITH GLAUCOMA
AND OCULAR TUMORS.

ABSTRACT

Eye infections may be associated to systemic diseases, mainly causing
uveitis and glaucoma. Uveitis is the leading cause of secondary glaucoma in dogs caused by
several bacteria, and may result for several bacterial etiology such as Leptospira interrogans.
The main diagnostic method in dogs is the microscopic agglutination test (MAT). In humans,
the bacteria of the digestive tract may also be triggering of eye diseases, and the Helicobacter
pylori acts potentially causing uveitis, glaucoma and tumors. However in dogs have been no
studies evaluating this condition. The elucidation of the role of infectious agents may aid in
the diagnosis, treatment and prevention of ocular diseases. The objective of this study was to
demonstrate the presence of Helicobacter DNA and Leptospira DNA in ocular fluids and
tissues to determine the association with secondary glaucoma and ocular tumors. The samples
from 16 dogs with secondary glaucoma and 18 with ocular tumors were tested with PCR for
Helicobacter spp. e Leptospira spp., SAM and histopathology. The PCR of glaucomatous
patients detected two positive animals for Helicobacter and nine for Leptospira. In tumors
were detected three positive samples for Leptospira. The Leptospira PCR was significantly
associated to glaucoma (P = 0,01940). Nine animals were seropositive in SAM and there was
association between male and positivity (P = 0,02914). Panophthalmitis was the most frequent
diagnosis in glaucomatous dogs, while the most frequent tumors were adenomas/epiteliomas.
The etiologic agents studied were detected in ocular diseases and could cause the
pathogenesis of these diseases in dogs.

Key words: Leptospirosis. Helicobacteria. PCR. MAT. Histopathology. Eye.
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INTRODUCAO

O sistema ocular nos animais domésticos ¢ bastante complexo e delicado,
sendo formado pelo bulbo ocular e seus anexos. Os diferentes tecidos e compartimentos do
bulbo ocular atuam como barreiras protetoras separando as camadas mais internas do meio
exterior, impedindo o acesso de microrganismos e farmacos (LAUS, 2009). No entanto,
agentes etiologicos podem acessar o tecido uveal por via hematdgena, lesdes penetrantes,
humor aquoso ou humor vitreo (WILCOCK, 2009). Nos caes, a uveite ¢ a causa principal dos
glaucomas secundarios devido a obstru¢do do angulo de drenagem com fibrina, restos
celulares, células inflamatorias e sanguineas (GIONFRIDDO, 1995). Os processos
infecciosos destacam-se na etiologia da uveite e podem ser causadas por microrganismos dos
géneros Leptospira, Borrelia, Brucella, Ehrlichia, Leishmania, Toxoplasma, Paramyxovirus,
entre outros (LAUS, 2009).

A bactéria Leptospira interrogans acarreta a leptospirose, que nos caes
apresenta a forma aguda com lesdes hepaticas, renais e sepse (SESSIONS; GREENE, 2004).
Os sinais oculares sdo caracterizados pela vasculite na fase aguda, ocasionando uveite
associada a intensa hiperemia conjuntival e congestdo episcleral (DZIEZYK, 2000;
McDONOUGH, 2001), resultando em lesdes na retina e glaucoma secundario. O método
diagnostico mais utilizado ¢ a prova de soroaglutinagdo microscopica (SAM), porém esta
metodologia pode apresentar falhas devido a titulos reduzidos a alguns sorovares ou induzidos
pela vacinacdo (TOWNSEND; STILES; KROHNE, 2006).

Nos equinos, a leptospirose ¢ amplamente estudada, pois a uveite recorrente
equina causada pela bactéria ¢ a principal causa de cegueira e significantes perdas econdmicas
(GILGER; MICHAU, 2004). O diagndstico nesta espécie, além da SAM, pode ocorrer com a
identificagdo da bactéria em fluidos oculares pela cultura, PCR e histopatologia.
(WOLLANKE, 2004).

Em humanos, as uveites lideram as causas de grave perda visual na
populacdo mais jovem resultando em alta morbidade e prejuizo socioecondmico (SUTTORP-
SCHULTEN; ROTHOVA, 1996). As infecgdes do trato digestorio por bactérias dos géneros
Yersinia, Salmonella, Shigella ¢ Chlamydia foram sugeridas como desencadeadoras de
uveites agudas, por meio da constante liberagdo de material antigénico na circulagdo e
estimulacdo persistente de reagdo imune em 6rgaos como o olho (OTASEVIC et al., 2005).
Além dessas bactérias, a Helicobacter pylori, potencialmente, atua na patogénese de

enfermidade oculares acarretando blefarite, conjuntivite cronica, calazio, ceratite,



32

coriorretinopatia central, uveite e principalmente glaucoma secundario (KOUNTOURAS et
al., 2001, 2002, 2003; RAZEGHINEJAD et al., 2006; SACCA et al., 2006; HONG et al.,
2007; IZZOTTI et al., 2009; KIM et al., 2011; SUZUKI et al., 2011). Em relagdao aos tumores
oculares, a estimulagdo antigénica cronica pela infec¢ao por H. pylori no estomago, pode ser a
causa do desenvolvimento de processos proliferativos de linfocitos T em outros 6rgaos, como
o linfoma de mucosas em tecidos perioculares (CHAN et al., 2006) e o desenvolvimento do
linfoma conjuntival em humanos (LEE; YANG; KIM, 2008; VELAZQUEZ; PEIX; GOMEZ-
ALONSO, 2011). No entanto a patogenia ndo foi completamente elucidada e had diversas
teorias sobre o processo (ZACARIAS JUNIOR et al., 2014).

Contrariamente a toda investiga¢ao acerca da patogenicidade da infeccao
por H. pylori em humanos, ndo foram encontrados estudos sobre os mecanismos nas infecgdes
oculares por Helicobacter nao-pylori em caes, apesar de aproximadamente 100% dos caes
sadios apresentarem ao menos uma espécie de helicobactéria no estomago (YAMASAKI;
SUEMATSU; TAKAHASHI, 1998; NEIGER; SIMPSON, 2000; VAN DEN BULCK et al.,
2005; MOUTINHO et al., 2007). Considerando que a uveite com causa desconhecida nos
caes ¢ muito frequente (GELATT; MACKAY, 2004), assim como os tumores, a elucida¢ao
dos mecanismos de atuagdo dos agentes infecciosos na inflamacdo e oncogénese podem
favorecer a condugdo, tratamento e prevencao de algumas doengas oculares. Com o estudo
desses processos, o0 uso de antibidticos especificos e vacinas poderd ser incorporado a terapia
das afecgdes oftalmologicas.

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenga do DNA de bactérias do
género Helicobacter e Leptospira nos fluidos e tecidos oculares de caninos com glaucomas
secundarios e neoplasias oculares, assim como avaliar a significancia estatistica com os

glaucomas secundarios e neoplasias oculares.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos Animais

No periodo de outubro de 2011 a abril de 2014, os cdes apresentando
alteragdes oftalmologicas foram atendidos no Ambulatorio de Oftalmologia Veterinaria do
Hospital Veterindrio da Universidade Estadual do Norte do Parana e no Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram submetidos a prévio exame clinico e

avaliacdo oftalmologica para a caracterizagao dos glaucomas, das neoplasias e descartar



33

outras doengas oculares. Foram selecionados para este estudo 16 caes com glaucomas
secundarios graves, unilaterais e irreversiveis, que posteriormente foram encaminhados para o
tratamento cirtrgico de enucleagdo, assim como 18 cdes com tumores oculares que foram
encaminhados para excisdo cirurgica para diagnostico e tratamento. Todos os animais tiveram
amostras colhidas para a detec¢do de bactérias dos géneros Leptospira e Helicobacter. Nos
pacientes com a suspeita clinica de infec¢do por outros agentes etiologicos ou alteragdes
sistémicas, foram realizados os exames complementares pertinentes. Foram excluidos do
estudo os animais com doengas infecciosas concomitantes ou indeterminadas por outros
agentes etiologicos, os pacientes que ndo apresentavam condigdes clinicas para a realizagao
da anestesia, os cdes com glaucoma secundario apds trauma ou com glaucomas primarios ou
congénitos.

Quanto a idade, os caes foram agrupados em trés grandes grupos: filhotes
(menos de um ano), adultos (de um a nove anos) e idosos (dez anos ou mais), de acordo com
faixas etarias estabelecidas em outro estudo (FIGHERA et al. 2008).

A pesquisa foi aprovada pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Londrina e da Universidade Estadual do Norte do Paran4.

Amostras

Os olhos enucleados foram submetidos a colheitas de material e
armazenamento para processamento posterior. Foi realizada a aquocentese na cdmara anterior
com seringa de 1 mL e agulha 26G, e a amostra foi aliquotada e congelada a —20°C para
processamento posterior. A vitreocentese foi realizada com seringa de 1 mL e agulha 22G, e a
amostra também foi aliquotada e congelada a -20°C para processamento posterior. As
amostras dos fluidos oculares ndo foram coletadas nos animais que apresentavam condigdes
que impediram o procedimento, como o contetido caseoso nas camaras oculares, luxagcdao do
cristalino com comprometimento das camaras ou mesmo perfuragdes traumaticas devido ao

glaucoma.

PCR

A técnica de extragdo do DNA das amostras dos bulbos oculares e dos
tumores foi realizada de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante (Purelink Genomic

DNA Mini-Kit, Invitrogen® Life Technologies, USA). Todas as amostras foram testadas pela
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nested-PCR para detec¢do do gene 16S RNAr de Leptospira spp. de acordo com Mérien et al.
(1992) utilizando como controle positivo aliquotas do sorovar de referéncia Canicola, assim
como foram testadas pela PCR para deteccdo do gene 16S RNAr de Helicobacter spp. de
acordo com Riley et al. (1996) utilizando como controle positivo uma amostra de
Helicobacter spp. conhecida. Como controle negativo foi utilizada uma aliquota de agua
ultrapura estéril. Os produtos obtidos na PCR foram analisados pela eletroforese em gel de

agarose a 2%, corados com brometo de etidio a 0,3% e visualizados sob luz ultravioleta.

Sorologia

Para a SAM foi realizada a coleta de 5 mL de sangue de cada animal por
venopungao da jugular, em tubos a vacuo, estéreis e sem anticoagulante. Apos a formagao do
coagulo, o soro foi obtido por meio do processo de centrifugacdo a 4 G durante 5 minutos e
armazenado a -20°C até o momento das analises. Os soros foram processados no Laboratorio
de Leptospirose e Doengas Infecciosas do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
(DMVP) da Universidade Estadual de Londrina-UEL. O diagnostico foi realizado pela SAM
com 22 sorovares de Leptospira interrogans (Australis, Bratislava, Autumnalis, Fortbragg,
Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Grippotyphosa,
Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo,
Wolffi, Shermani, Tarassovi e Sentot). Foram consideradas sororreagentes as amostras que
apresentaram pelo menos 50% das leptospiras aglutinadas e obtiveram titulagdo igual ou

superior a 100 (FAINE et al., 1999).

Histopatologia

Os bulbos oculares e os tumores foram dissecados e os fragmentos foram
fixados em solucdo de formalina tamponada a 10%. A dissecacdo do bulbo ocular ocorreu
com a abertura e coleta de fragmento das por¢des uveais, cornea e esclera. As amostras foram
entdo submetidas a desidratagdo em solugdes crescentes de alcoois, diafanizagao em xilol e
inclusdo em parafina. Cortes histoldgicos de Sum de espessura foram corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE) para a caracterizacao das lesdes histologicas. Fragmentos do bulbo

0 1
ocular e dos tumores foram congelados a —20"C para as analises moleculares.
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Andlise estatistica

Os cdes foram divididos em grupos dos animais glaucomatosos e com
neoplasias oculares. Esses grupos foram comparados entre si € com o género, resultados do
PCR e da SAM pelo Qui-quadrado e Teste Exato de Fischer, com 5% como nivel de
significancia, pelo pacote estatistico OpenEpi 3.5.2. (DEAN; SULLIVAN, 2008).

RESULTADOS

Nos 16 pacientes glaucomatosos estudados foram realizados 35 exames de
PCR, correspondendo a 10 amostras de humor aquoso, 9 de humor vitreo e 16 de tecido do
bulbo ocular. Nesses animais foi detectado o DNA de Helicobacter spp. no humor aquoso ¢
tecido ocular de um cdo e no vitreo de outro. Neste Gltimo houve a combinagdo na detec¢do
de agentes com a evidenciagdo de DNA de Leptospira no humor aquoso. Em relagdo a PCR
para Leptospira, foi detectado o DNA bacteriano em um animal nos humores aquoso e vitreo
concomitantemente, em cinco somente no humor aquoso e em trés exclusivamente no tecido
ocular.

Nos 18 caes com neoplasias oculares foram realizados 22 exames de PCR,
com duas amostras de humor aquoso, duas de vitreo e 18 dos tecidos acometidos. As amostras
dos fluidos oculares foram coletadas dos pacientes com tumores bulbares e que necessitaram
do procedimento de enucleagdo terapéutica. Em trés cdes foi detectado DNA de Leptospira
nos tecidos neoplasicos, sendo em um tumor palpebral (adenoma meibomiano) e em dois

bulbares (melanoma e hemangioma) (TABELA 1).
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Tabela 1 - Deteccao do DNA bacteriano pela PCR em amostras de fluidos e tecidos
oculares em pacientes caninos com glaucoma secundario (n=16) e tumores
oculares (n=18). Londrina, 2015.
Humor Aquoso Humor Vitreo Tecido Ocular To
tal
Grupos Testados Positivos Testados Positivos Testados Positivos An
im
ais
Po
siti
VOS
Glaucomas 10 9 16
DNA Helicobacter - 1 - 1 - 1 2
spp-
DNA Leptospira - 6 - 1 - 3 9
spp-
Tumores oculares 2 2 18
DNA Helicobacter - 0 - 0 - 0 0
spp- _
DNA Leptospira - 0 - 0 - 3 3
spp-
TOTAL 12 7 11 2 34 7 14

A propor¢do de positivos para Leptospira na PCR apresentou diferenga

significativa em cdes com glaucoma (P=0,01940), no entanto 0 mesmo ndo ocorreu com a

presenca de tumores, sexo dos animais ou com os resultados da SAM. A PCR para

Helicobacter spp. ndo apresentou significancia estatistica com qualquer variavel estudada.

Dos 34 caes deste estudo, foram coletadas amostras de soro no momento do

procedimento cirtrgico em 9 cdes com glaucoma e em 14 caes com tumores para a realizacao

da soroaglutinagdo microscopica (SAM). Os animais sororreagentes totalizaram nove, sendo

trés pacientes com glaucoma e seis com neoplasias. Os resultados quanto aos sorovares

observados estdo apresentados na Tabela 2. Na andlise estatistica ndo foi observada

significdncia entre a SAM e a presenga dos glaucomas ou dos tumores. Dos animais

sororreagentes, sete eram machos e apresentaram diferenca estatistica entre o sexo masculino

e a positividade na SAM (P=0,02914).
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Tabela2 -  Distribuigdo da frequéncia dos sorovares de Leptospira spp. em nove caes
sororreagentes na SAM com glaucoma (G) ou neoplasias oculares (T) de
acordo com a titulagdo das aglutininas. Londrina, 2015.

Identificacdo do animal

Sorovares Gl G2 G3 T1 T2 T3 T4 T5 T6 TOTA

L
Bratislava - - - - - - 100 - - 1
Butembo - - - - - - - - 400 1
Canicola - - - 100 100 - 800 1600 - 4
Grippotyphosa - 100 100 - - - - - - 2
Copenhageni - 100 - - 100 100 - - - 3
Panama 100 - - - - - - - - 1
Pomona - - - 200 - - - - - 2
Pyrogenes - - - 100 400 - 100 1600 - 4
TOTAL 1 2 1 3 3 1 3 2 1

Observagdo: Todos os animais sororreagentes tiveram amostras testadas pela PCR de Leptospira spp.,
porém somente os cdes G2 e T5 tiveram a detecgdo do DNA bacteriano nas amostras de fluidos e tecidos
oculares.

Dos 16 caes glaucomatosos, todos apresentavam lesdes unilaterais com a
necessidade de enucleacdo de somente um bulbo ocular. Os pacientes apresentavam algumas
variagdes quanto ao diagnostico histopatologico, porém as alteracdes observadas foram
compativeis com glaucoma secundério e pan-oftalmite, sem a possibilidade de diferenciar
entre os agentes etiologicos. Foi possivel caracterizar o adelgacamento da cornea, esclera e
coroide, além da perda da continuidade da membrana de Descemet, indicando a presenca de
buftalmia. Todos os animais apresentaram graus variados de alteragdes corneanas com edema,
infiltrado inflamatério, hiperplasia epitelial, pigmentagdo no epitélio e estroma,
neovascularizagdo, degeneracdo vacuolar e comprometimento das células do endotélio
(epitélio interno) (FIGURA 1). As alteragcdes uveais apresentaram-se como infiltrado
inflamatério, hemorragia, hiperpigmentagao, edema e necrose da iris e corpo ciliar (FIGURA
2).

Nos 18 cdes com tumores, todas as amostras foram processadas e realizado
o exame histopatologico e os diagndsticos foram adenomas/epiteliomas (6/18), seguidos por
tumores endoteliais (5/18), tumores melanociticos (2/18), outros tumores (3/18) e
diagnosticos inconclusivos (2/18). Quanto ao local de acometimento tumoral, nove ocorreram
nas palpebras superior e inferior, cinco na terceira palpebra, trés eram bulbares e um orbital.

Nos animais com glaucoma houve o acometimento em sete (43,75%)
machos e nove (56,25%) fémeas, enquanto em relagdo a idade, ocorreram em 11 (68,75%)

adultos e cinco (31,25%) idosos. Nos pacientes com tumores a apresentacdo quanto ao sexo
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foi superior nos machos com 11 (61,11%) casos e sete (38,89%) fémeas. A prevaléncia dos

tumores foi de nove (50%) em caes adultos e nove (50%) nos idosos.

Figural- Infiltrado inflamatdrio estromal na cornea de cdo glaucomatoso
e com detec¢do de DNA de Leptospira spp. pela PCR no bulbo
ocular (H.E., objetiva de 10x).

Figura2-  A) Infiltrado inflamatdrio na iris de c8o glaucomatoso e com
deteccdo de DNA de Leptospira spp. pela PCR no bulbo ocular
(H.E., 10x). B) Necrose no corpo ciliar de cao glaucomatoso e
com deteccdo de DNA de Leptospira spp. pela PCR no bulbo
ocular (H.E., objetiva de 20x).
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DISCUSSAO

Neste estudo dois animais com glaucoma apresentaram DNA de
Helicobacter spp. nos fluidos e tecido ocular. Este género bacteriano tem atraido a atengdo
dos oftalmologistas humanos, pois potencialmente o H. pylori atua na patogénese de
problemas oculares, além de manifestagdes externas ao trato digestorio, em doencas
cardiovasculares, neuroldgicas e hematologicas (KOUNTOURAS et al., 2001; FIGURA et
al., 2010; SUZUKI et al., 2011; BANIC et al., 2012). O estudo realizado por Kim et al.
(2011), sugere que o H. pylori esteja associado ao risco aumentado e ao desenvolvimento de
glaucoma. Corroborando com essa teoria, um estudo identificou histologicamente a bactéria
no trabeculado e na iris ap6s a biopsia ocular em pacientes com glaucoma. Esse achado indica
que a bactéria esta presente nos tecidos oculares e possivelmente esta ligada de forma direta
aos danos causados pelo desenvolvimento do glaucoma (ZAVOS et al., 2012). De modo
similar, neste estudo detectou-se o DNA da bactéria nos tecidos e fluidos oculares de caes.
Apesar da infecgdo gastrica por helicobactérias ser frequente em caes (TAKEMURA, 2012),
até o momento ndo foram encontrados dados na literatura sobre a presenca da bactéria nos
bulbos oculares caninos. Acredita-se que esse estudo seja o primeiro a detectar a Helicobacter
spp. nos tecidos oculares de caes. Nao houve significancia estatistica no resultado positivo da
PCR para Helicobacter spp. com a ocorréncia de glaucomas, tumores ou sexo dos animais.
S3do necessarios estudos com um numero maior de pacientes, inclusive comparando os
achados oculares com a microbiota da mucosa do trato digestorio, local de tropismo deste
género bacteriano.

Adicionalmente, em nove cdes com glaucoma houve a detecgdo de DNA de
Leptospira spp. pela biologia molecular, comprovando a presen¢a do agente bacteriano no
interior do bulbo ocular e sugerindo o envolvimento com os quadros oftalmologicos. Foi
possivel evidenciar que a SAM mostrou resultados divergentes no auxilio ao diagndstico,
provavelmente pelas limitacdes da técnica que sdo a subjetividade na realizacdo e
interpretacdo, além da variacdo da titulacdo devido ao momento da infecg¢do e soroconversao.
Deste modo, a biologia molecular mostrou-se um método sensivel para a deteccdo do agente
etiologico da leptospirose e na correlagdo com a doenca oftalmoldgica neste estudo. No
entanto, a PCR pode apresentar resultados insatisfatorios devido a ndo determinagdo do
sorovar infectante, a impossibilidade de realizagao pelo pequeno volume de material colhido e

a possibilidade do nimero reduzido de bactérias no momento da colheita. O limiar de
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deteccao pode variar de 10 a 100 leptospiras/mL para o resultado positivo (PICARDEAU,
2013).

O isolamento constitui o método definitivo para o diagnostico de
leptospirose, porém ¢ comprometido pelo crescimento lento da bactéria (até 13 semanas) e as
especificidades no estabelecimento do teste de rotina para os pacientes (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010; GOLDSTEIN, 2010). No entanto, essa técnica nao foi utilizada
no presente estudo pelo reduzido volume dos fluidos coletados e a opgdo pela realizacdao de
outras provas diagnosticas.

O olho ¢ considerado um o6rgao imunologicamente privilegiado, pois a
busca por variados agentes etioldgicos tem se mostrado insatisfatorias (FABER et al., 2000).
Porém, apods a infec¢do a Leptospira pode se replicar nos olhos e em outros 6rgaos como o
figado e os rins (GREENE; MILLER; BROWN, 1998). Sobre a patogénese da afeccio,
hipoteses foram propostas em estudos com a uveite equina, espécie amplamente estudada, e
que poderiam explicar o glaucoma secundario a uveite canina. Uma teoria ¢ que a bactéria
tenha efeito direto sobre a tivea pela liberacao de enzimas e toxinas, como LPS e hemolisina,
causando ruptura das membranas celulares endoteliais (HINES, 2014 apud POLLE et al.,
2014). Outra hipotese € que a presenca da bactéria na uvea ative a resposta inflamatoria e
ocorra reacdo cruzada entre o agente etioldgico e autoantigenos, resultando em doenca
autoimune (LUCCHESI; PARMA, 1999; VERMA et al., 2005).

No grupo dos cdes com tumores foram obtidas trés amostras positivas na
PCR para Leptospira a partir do tecido neoplasico. Um dos pacientes apresentou um
melanoma intraocular e SAM com titulagcdo de 1600 para os sorovares Canicola e Pyrogenes.
Neste paciente os resultados dos exames sugerem a leptospirose como infec¢do concomitante
com a neoplasia. Este estudo comprovou que a bactéria pode ser encontrada nas cadmaras e
fluidos oculares durante a infec¢do, podendo ter infectado o tumor. Nos outros dois animais
os tumores eram superficiais € com envolvimento conjuntival, podendo refletir a
contamina¢do hematdgena na ocasido da leptospiremia. Neste estudo ndo foram encontrados
dados que correlacionassem o agente infeccioso aos tumores oculares. A PCR para Leptospira
ndo apresentou associagdo significativa a presenca de tumores.

A SAM ¢ o método para o diagnéstico da leptospirose mais utilizado e
estima o titulo de anticorpos anti-leptospiras presentes no soro (VAN DE MAELE et al.,
2008). Com a titulacdo elevada no teste acompanhada de alteragdes clinicas e laboratoriais, o
diagnoéstico de leptospirose ¢ muito sugestivo, porém um exame com titulagdo baixa ou

negativa ¢ insuficiente para descartar a leptospirose nos estagios iniciais da doenga (BURR;
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LUNN; YAM, 2009). Da mesma forma, titulos baixos podem ser resultantes de infecgao
cronica, de exposi¢dao ao antigeno ou vacinagao (VAN DE MAELE et al., 2008; SYKES et
al., 2011). O niimero de animais sororreagentes foi maior no grupo dos tumores, porém nao
houve diferenca estatistica, corroborando com a falta de estudos que impliquem a bactéria
como agente causal dessas afec¢des caninas. Provavelmente esta condig¢do se justifique pela
exposi¢do prévia dos cdes a Leptospira ou a vacinagdo, considerando que no momento do
atendimento clinico os animais estavam em boas condigdes e o atendimento ocorreu pela
busca do tratamento para as neoplasias oculares.

Nao foram observadas estatisticamente a correlagdo do resultado positivo na
SAM com os casos de glaucomas ou tumores oculares. No entanto, os machos apresentaram
associacdo com a positividade no exame, assim como em outros estudos (AGUIAR et al.,
2007; KIKUTI et al., 2012; LANGONI et al., 2013). De maneira geral os machos possuem
acesso facilitado a rua e tém maiores chances de se infectarem, pois este habito pode propiciar
iniimeras possibilidades de infecg¢do pelo contato direto ou indireto com animais acometidos
ou pelo acesso a areas alagadicas.

Embora o diagnostico clinico dos glaucomas seja evidenciado pelo exame
oftalmolégico completo e com a mensuragdo da pressdo intraocular (PIO), a origem do
problema pode ndo ser elucidado na rotina clinica. Os exames histopatoldgicos podem definir
se a doenca ¢ primaria ou secundaria (OLBERTZ; PERLMANN; MONTIANI-FERREIRA,
2012). No caso de glaucomas primarios os quadros sdo bilaterais, tendendo a assimetria
quanto aos sinais clinicos (WOERDT, 2001; WILKIE, 2008), enquanto os casos secundarios
sao condigdes unilaterais ndo hereditarias por causas diversas (MARTINS; VICENTI; LAUS,
2006). No presente estudo, os animais estudados apresentavam glaucomas secundarios
unilaterais sem etiologia definida e com aparente preservagdo do bulbo ocular contralateral. E
fundamental o estudo histopatologico do olho enucleado para o diagnostico definitivo,
inclusive de alteragdes sistémicas causadas por doengas infecciosas ou tumores (GELATT;
BROOKS, 1999).

Os resultados quanto a localizagdo das neoplasias demonstram a maior
prevaléncia dos tumores palpebrais em relagdo as demais localizagdes. Essa condi¢dao se
justifica pela elevada frequéncia de tumores benignos na margem palpebral. Resultados
semelhantes foram observados em outros estudos (WERNER et al., 1998; OLBERTZ, 2012;
SILVA, 2013) e podem resultar da facilidade dos proprietarios em reconhecer a alteragdo e

procurar o servigo médico veterinario.
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Nos tumores diagnosticados, os mais frequentes foram os adenomas e
epiteliomas que representam o acometimento das glandulas de Meibomio presentes na
margem palpebral. Essas neoplasias sdo muito frequentes, representando de 44 a 70% dos
tumores palpebrais caninos (ROBERTS; SEVERIN; LAVACH, 1986; PEIFFER, 2001;
WILCOCK, 2007). Apesar das sutis diferencas, critérios objetivos para a diferenciacdo destes
tumores nao foram bem estabelecidos (LABELLE; LABELLE, 2013), levando alguns autores
a sequer diferenciarem adenomas de epiteliomas de Meibomio (WILCOCK, 2007). Outro
grupo de neoplasias muito prevalentes foram as endoteliais representadas pelos hemangiomas
e hemangiossarcomas. Ocorrem em epitélio ndo pigmentado na terceira palpebra e conjuntiva
bulbar, e podem ser tratados com a excisdo cirtrgica. Podem estar associados a exposicao a
radiagdo ultravioleta e sdo mais frequentes em caes de ragcas que permanecem maior tempo ao
sol por suas atividades (CONCEICAO et al., 2010; DUBIELZIG, 2012b).

Nos caes estudados, ndo houve diferenga estatistica entre as idades dos
animais acometidos pelo glaucoma secundario. Outros estudos indicam a maior ocorréncia
entre os adultos proximo aos sete anos de idade (GELATT; MACKAY, 2004; STROM et al.,
2011). Todos os tumores oculares ocorreram em animais adultos ou idosos, corroborando com
outra pesquisa. Segundo Dubielzig (2011a), os tumores apresentam uma distribuicdo etaria
tipica, acometendo animais adultos e idosos, com média de 9,2 anos. Essa condi¢ao decorre
provavelmente da maior prevaléncia da maioria dos tumores em animais nestas faixas etarias,

com fatores predisponentes ou alteracdes concomitantes.

CONCLUSOES

Foi demonstrada a presenga do DNA de Helicobacter spp. em fluidos e
tecidos oculares de pacientes glaucomatosos, além do DNA de Leptospira spp. em fluidos ¢
tecidos oculares de caes com glaucoma e tumores. Esta foi a primeira deteccdo molecular do
género Helicobacter em alteragdes oftalmologicas caninas, evento que pode favorecer novos
estudos, inclusive nas enfermidades em humanos. A biologia molecular mostrou-se um
método eficaz para a detec¢do de Leptospira spp. nos olhos e evidenciou a significancia
estatistica entre o resultado positivo e os glaucomas. Sao necessarios estudos adicionais para a
completa compreensdo da patogénese das infec¢des bacterianas oculares pelos agentes

estudados.
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

LEVANTAMENTO HISTOPATOLOGICO DE ENFERMIDADES
OFTALMOLOGICAS CANINAS EM UM HOSPITAL VETERINARIO ESCOLA
(1985-2014)

HISTOPATHOLOGICAL SURVEY OF CANINE OPHTHALMOLOGICAL
DISEASES IN A VETERINARY TEACHING HOSPITAL (1985-2014)

RESUMO

O aparelho da visdo nos animais domésticos ¢ formado pelo bulbo ocular e
seus anexos. Todos os tecidos oculares estio sujeitos a ocorréncia enfermidades ou neoplasias
causando perda ou reducdo da funcdo visual, desconforto, destrui¢do dos tecidos ou
metastases. Embora os tumores oculares apresentem baixa prevaléncia em caes, podem
acarretar sérias complicagdes na auséncia do diagndstico preciso e terapéutica adequada. O
objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia das alteragdes oculares e os dados gerais dos
cdes com amostras oculares processadas de um Hospital Veterindrio Escola no periodo de
janeiro de 1985 a dezembro de 2014. Foram realizados 30.957 exames, sendo 18.083
provenientes da espécie canina em diversos tecidos. Desses, 139 (0,77%) corresponderam a
exames histopatologicos resultantes de biopsias de enfermidades oftalmologicas. Os
diagnosticos mais frequentes foram os processos inflamatorios, adenomas/epiteliomas,
carcinomas, tumores melanociticos e processos hiperplasicos. A analise dos dados de registros
de um centro de referéncia auxilia no entendimento da rotina das atividades, assim como
favorece a compreensdo do comportamento bioldgico de algumas neoplasias.

Palavras-chave: Oftalmopatias, histopatologia, caes, olho

ABSTRACT

The ocular system in domestic animals is composed of the eyeball and
ocular adnexal. All ocular tissues can develop diseases or tumors causing loss or reduction of
visual function, discomfort, tissue destruction or metastasis. Although ocular tumors have low
prevalence in dogs, can cause serious complications in the absence of accurate diagnosis and
appropriate therapy. The aim of this study was to evaluate the prevalence of ocular diseases
and the general data of dogs with ocular processed samples in a Veterinary Teaching Hospital
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from January 1985 to December 2014. During this period, 30,957 clinical reports were
reviewed, 18,083 from the tissues of canine species. 139 (0.77%) accounted for
histopathological samples derived from biopsies of eye diseases. Inflammatory processes,
adenomas/epiteliomas, carcinomas, melanocytic tumors and hyperplastic processes were the
most common diagnoses. The analysis of the data records of a reference center supports the
understanding of laboratory routine, and promotes comprehension of the biological behavior
of some tumors.

Key-words: Ophthalmopathies, histopathology, dogs, eye

INTRODUCAO

O aparelho da visdao nos animais domésticos ¢ bastante complexo e
delicado, formado pelo bulbo ocular e seus anexos. O bulbo pode ser dividido em tinicas
fibrosa (cornea e esclera), vascular (iris, corpo ciliar e coroide) e nervosa (retina). Os anexos
oculares tém a func¢ao de protecao do bulbo e sdo compostos pela orbita ocular, fascia orbital,
musculos e gordura extraoculares, palpebras e conjuntiva (MAGGS; MILLER; OFRI, 2008).
Todos os tecidos oculares estdo sujeitos a ocorréncia de neoplasias (WILLIS; WILKIE, 2001)
e estas podem causar perda ou reducdo da funcdo visual, desconforto, destrui¢do dos tecidos
ou metastases. O dano nas estruturas e fungdo do bulbo ocular, assim como as opg¢des
terapéuticas e prognostico variam com a localizagdo anatomica da neoplasia (LABELLE;
LABELLE, 2013).

Embora os tumores oculares sejam raros, com prevaléncia de apenas 0,87%
em caes, acredita-se que a real frequéncia seja maior, pois os tumores presumidamente
benignos ndo sdo histologicamente avaliados (MILLER; DUBIELZIG, 2007). No entanto,
mesmo as neoformacgdes benignas sao localmente invasivas, acarretando sérias complicagdes
como cegueira ou perda do olho. Estas podem mimetizar doengas inflamatorias, reforcando a
importancia do diagnostico preciso (WILLIS; WILKIE, 2001; MILLER; DUBIELZIG, 2007;
GOULD, 2010). A correta conduta diagnoéstica e terapéutica pode variar com a localizagao
anatomica, tipo de tumor, espécie acometida, idade do paciente e forma primaria ou
metastatica (WILLIS; WILKIE, 2001; LASCELLES; DAVIDSON, 2012).

Segundo um estudo de Dubielzig (2011), das neoplasias oculares caninas
primarias, 47% afetam o bulbo ocular, 25,3% comprometem a conjuntiva, 23,1% ocorrem nas
palpebras e 4,6% na Orbita. Nao foi observada correlagdo com o sexo do paciente em
nenhuma neoplasia estudada. A maioria dos tumores apresentou distribuicdo etdria tipica,

acometendo cdes de meia-idade e idosos, com média de 9,2 anos (DUBIELZIG, 2011). Em
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outra pesquisa realizada no estado do Parand, as neoplasias oculares caninas representaram
1,86% (18/970) dos exames histopatologicos realizados no periodo de 22 anos. Na avalia¢do
dessas neoformacgdes, 55,56% (10/18) foram consideradas malignas e 44,44% (8/18)
benignas. Nas amostras de tumores malignos, o sitio mais acometido foi o bulbo ocular
(60%), seguido pelas neoplasias palpebrais (30%) e conjuntivais (10%) (WERNER et al.,
1998).

Dados no Brasil sobre a ocorréncia de neoplasias oculares abrangendo
longos periodos de avaliagao sdo escassos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a
prevaléncia de alteragdes oculares e os dados gerais dos cdes com amostras oculares

processadas no laboratorio de um hospital veterindrio escola em um periodo de 30 anos.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo descritivo com a analise dos arquivos
de resultados de exames em cdes encaminhados ao Laboratorio de Patologia Animal da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) referentes ao periodo de janeiro de 1985 a
dezembro de 2014. Fizeram parte do estudo apenas as amostras relacionadas as alteragdes
oftalmologicas. Nao foram consideradas as procedéncias das amostras, uma vez que o
laboratdrio recebe pedidos de exames provenientes da propria rotina hospitalar e também de
clinicas veterindrias do municipio e da regido. Em todos os casos, foram considerados os
diagnésticos morfoldgicos que constavam nos resultados e estes ndo foram revisados. As
frequéncias de processos neopléasicos € ndo neoplasicos também foram determinadas. Para
fins comparativos, também foi avaliado o total de exames realizados em todas as espécies
animais no laboratorio dentro do periodo.

As informagdes quanto a localizacdo das alteragdes oculares e o sexo dos
animais foram extraidas dos registros dos arquivos. Conforme a localizagdo, as alteragdes
oftalmoldgicas foram divididas em anexos oculares (palpebras e terceira palpebra), bulbares,

orbitais (periocular e adjacéncias) e indeterminados (ndo constavam nos registros).

RESULTADOS

Durante o periodo de janeiro de 1985 a dezembro de 2014 foram realizados
30.957 exames citopatologicos e histopatologicos em diversas espécies animais. Desses,

18.083 (58,41%) exames foram provenientes da espécie canina em diversos tecidos, sendo
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139 (0,77%) exames histopatologicos resultantes de bidpsias de enfermidades oftalmologicas
na espécie canina. Em virtude do amplo periodo estudado e das particularidades quanto a
localizag@o das enfermidades e dos diagnosticos obtidos, as coletas de dados e anélises foram
divididas em Periodo 1 (1985-1994), Periodo 2 (1995-2004) ¢ Periodo 3 (2005-2014).

Das 139 amostras enviadas para o exame histopatolégico em todo o periodo
do levantamento, 120 apresentaram diferentes diagnosticos, com 77 (55,40%) classificados
como processos neoplasicos e 43 (30,94%) como ndo neoplésicos, além de 19 (13,66%)
amostras que tiveram os resultados considerados inconclusivos ou ndo estavam registrados
nos arquivos. Nas amostras caracterizadas como neoplasias, 40 (51,95%) eram malignas e 37
(48,05%) benignas. Apesar da elevada prevaléncia de tumores, os diagndsticos mais
frequentes foram os processos inflamatdrios (22,30%), seguido por adenomas/epiteliomas
(15,83%), carcinomas (12,95%), tumores melanociticos (9,35%) e processos hiperplasicos
(8,63%) (Quadro 1).

Quanto a descrigdo do local de acometimento oftalmolégico para o envio
das amostras, 90 (64,75%) ocorreram nos anexos oculares, sendo 55 (39,57%) nas palpebras e
35 (25,18%) na terceira palpebra, enquanto 42 (30,22%) eram bulbares, 6 (4,32%) orbitais e
em 1 (0,72%) amostra ndo havia a descri¢dao da regido (Quadro 2). Nos registros analisados,
43,17% (60/139) dos caes eram machos, 51,80% (72/139) fémeas e em 5,03% (7/139) dos

registros o sexo nao foi informado.

DISCUSSAO

Ao considerar-se o nimero total de exames realizados pelo Laboratorio de
Patologia Animal-UEL no periodo do levantamento, a frequéncia de exames realizados
provenientes da espécie canina foi de 58,41% (18.083/30.957), representando a maioria da
rotina deste servigo veterinario. Isso se deve, provavelmente, ao acentuado niimero de caes
atendidos na rotina deste Hospital, a prestacdo de servigo as clinicas particulares da regido,
além da conduta dos médicos veterindrios voltada ao diagnostico das neoformacgdes e
enfermidades dos animais da espécie canina.

Do total de exames na espécie canina, 139 (0,77%) foram exames
histopatologicos de amostras provenientes de enfermidades oftalmologicas, sendo que destas,
77 (0,43%) tratavam-se comprovadamente de neoplasias envolvendo o aparelho visual. As
outras 62 amostras indicaram processos inflamatorios, hiperplasicos, resultados inconclusivos

ou nao estavam registrados nos arquivos (Quadro 1). Segundo Miller e Dubielzig (2007), os
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tumores oculares representam 0,87% das neoplasias caninas, resultado superior ao observado
neste levantamento. Outro levantamento obteve a proporcao de 0,75% das amostras enviadas
provenientes de neoplasias oculares em caes (SILVA, 2013). No entanto, para o presente
estudo foram desconsiderados os resultados dos exames citopatologicos para o diagnostico de
enfermidades oftalmologicas nos registros do Laboratério. Apesar da citopatologia ser um
exame rapido (GUEDES; NOGUEIRA; TUDURY, 1997), simples, com baixo custo, pouco
invasivo (BRACARENSE; REIS, 1997; CARVALHO et al., 2012) e podendo ser realizado
sem sedagdo (LAVALLE et al., 2003; ROCHA, 2008), mostra-se limitado em demonstrar a
arquitetura do tecido ou 6rgdo alterado, impedindo o estudo da forma, estrutura e relagdo das
lesdes (STIRTZINGER, 1988; WELLMAN, 1990). Para o resultado inferior da prevaléncia
neste estudo, também deve ser considerado o numero reduzido de amostras encaminhadas
para o diagnostico durante o Periodo 1 (1985-1994) e Periodo 2 (1995-2004). Este numero
provavelmente reflete a falha no envio das amostras oculares para a realizacdo do diagnostico
definitivo, além da falta de médicos veterindrios treinados para reconhecer os animais
suspeitos ou portadores de neoplasias oculares. Isso se torna evidente no Periodo 3 (2005-
2014), com o aumento marcante de exames realizados. Esses resultados sugerem que o
treinamento em oftalmologia veterindria e a capacitacdo para a realizagdo de técnicas
operatorias mais precisas facilitaram a identificagdo das alteragdes oftalmoldgicas e colheita
das amostras pelas biopsias oculares.

Durante o periodo do levantamento, 77 (55,40%) amostras foram
classificadas como provenientes de processos neoplasicos, sendo 40 (51,95%) classificadas
como malignas e 37 (48,05%) como benignas. As neoplasias oculares podem ser primarias ou
secundarias a metastases ou processos multicéntricos. A forma primadria ¢ a mais frequente e o
impacto na estrutura e fung¢do do globo, assim como as opgdes terapéuticas e prognostico
variam com o diagnostico e localizagdo anatomica (WERNER et al., 1998; CONCEICAO et
al., 2010; LABELLE; LABELLE, 2013). Mesmo as neoformagdes benignas apresentam
potencial de invasdo local, promovendo cegueira, perda do olho ou mimetizando doencas
inflamatérias (WILLIS; WILKIE, 2001; MILLER; DUBIELZIG, 2007; GOULD, 2010).

Segundo estudo de Silva (2013), foi verificado que nas neoplasias oculares
caninas 72,4% comprometem os anexos (conjuntiva e palpebras), 21,9% afetam o bulbo
ocular e 5,7% a orbita. No presente estudo, que ndo avaliou somente os processos oculares
neoplésicos, os resultados mostram o acometimento dos anexos oculares (palpebras e terceira

palpebra) com 64,75% das amostras, 30,22% de alteracdes no bulbo ocular e 4,32% na orbita.
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O crescimento observado no envio de amostras provenientes de material
palpebral entre o Periodo 2 (1995-2004) e Periodo 3 (2005-2014) pode denotar uma mudanga
dos tipos tumorais, dos padrdes raciais predominantes nos periodos, na capacidade de
reconhecimento das alteragdes oculares pelos médicos veterinarios e principalmente pela
evolucdo das técnicas operatdrias e reconhecimento que a ressec¢do da glandula da terceira
palpebra pode resultar em quadros correlacionados ao déficit lacrimal (SLATTER, 2005). Foi
possivel evidenciar o aumento no envio de amostras provenientes de afec¢des bulbares ao
longo dos periodos estudados, provavelmente resultando do expressivo envio de globos
oculares para o diagnostico dos glaucomas secundarios a uveite com necessidade de exérese
do bulbo, principalmente durante o Periodo 3 (2005-2014). Este fenomeno resultou no
aumento dos diagnosticos de processos inflamatérios sem diagnostico definitivo.

Em todo o periodo estudado, diferentes diagnodsticos foram apresentados,
sendo a maior prevaléncia de processos inflamatorios (31/22,30%), seguidos por
adenomas/epiteliomas (22/15,83%), carcinomas (18/12,95%) e tumores melanociticos
(13/9,35%). Como em outros orgaos, as neoplasias podem ser primdrias, surgindo a partir do
tecido afetado ou metastaticas (LABELLE; LABELLE, 2013). Nao foi considerada a
classificagdo entre neoplasias primdrias e secundarias neste estudo, no entanto, as neoplasias
primarias sdao mais frequentes, exceto as intraoculares que usualmente sao secundéarias
(DUBIELZIG, 1990).

Os adenomas e epiteliomas observados neste estudo representaram o
acometimento das glandulas de Meibomio presentes na margem palpebral. Essas neoplasias
sdo muito frequentes, representando de 44 a 70% dos tumores palpebrais caninos (ROBERTS;
SEVERIN; LAVACH, 1986, PEIFFER, 2001; WILCOCK, 2007). Apesar das sutis
diferengas, critérios objetivos para a diferenciacdo destes tumores ndo foram bem
estabelecidos (LABELLE; LABELLE, 2013), levando alguns autores a sequer diferenciarem
adenomas de epiteliomas da glandula de Meibomio (WILCOCK; 2007). Ambas as neoplasias
podem causar irritacdo corneana pelo contato ou representar apenas o acometimento estético
(MAGGS, 2008), principalmente nas palpebras superiores (OLBERTZ, 2012). A maioria das
neoplasias palpebrais (75 a 90%) tem comportamento benigno (MILLER; DUBIELZIG,
2007; WILCOCK, 2007) e os prognosticos para a saude geral e para o globo sdo excelentes
apods a remogao cirargica completa (LABELLE; LABELLE, 2013).

O consideravel nimero de diagnosticos de carcinoma pode ter ocorrido
devido a possibilidade deste tipo de neoplasia acometer diversos tecidos. Na margem

palpebral, apesar de raro, pode surgir a partir da glandula de Meibémio e, ocasionalmente,
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pode infiltrar na conjuntiva palpebral (CONCEICAO et al., 2010; DUBIELZIG, 2011a;
LABELLE; LABELLE, 2013). Na glandula da terceira palpebra (adenocarcinoma) pode
ocasionar protrusdo, exoftalmia, enoftalmia ou estrabismo, que clinicamente pode ser
confundido com os adenomas, no entanto, a remog¢do cirurgica ¢ o tratamento de elei¢ao
(WILCOCK; PEIFFER, 1988; CONCEICAO et al, 2010; DUBIELZIG, 2011b). O
carcinoma de células escamosas na cornea pode ocorrer em animais com ceratites cronicas ou
apds a administracdo de imunomoduladores topicos (WARD; LATIMER; ASKREN, 1992;
BERNAYS; FLEMMING; PEIFFER, 1999; TAKIYAMA; TERASAKI; UECHI, 2010;
DREYFUS; SCHOBERT; DUBIELZIG, 2011; DUBIELZIG, 2011a). Este mesmo tumor
também pode acometer a conjuntiva, esclera e limbo devido a outros fatores como
ceratoconjuntivite seca, radiagdo solar e lesdes traumaticas (MILLER; DUBIELZIG, 2007;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2008). O progndstico para o bulbo ocular pode variar,
dependendo da infiltragdo, detec¢do precoce e intervencdo cirirgica, no entanto para o
paciente o prognoéstico ¢ bom (LABELLE; LABELLE, 2013). O adenocarcinoma do corpo
ciliar origina-se do epitélio e pode atingir a iris e esclera. O prognodstico para o paciente
usualmente ¢ favoravel, embora a enucleacdo seja o tratamento de escolha (LABELLE;
LABELLE, 2013).

Assim como o carcinoma, o melanoma pode acometer diversos tecidos
oculares. O melanoma frequentemente acomete a terceira palpebra e a conjuntiva palpebral
superior, além de acometer, também, a regido do limbo (COLLINS et al., 1993, BERNAYS;
FLEMMING; PEIFFER, 1999; MILLER; DUBIELZIG, 2007; CONCEICAO et al., 2010). O
melanoma conjuntival ¢ pobremente circunscrito e pode apresentar invasdo estromal,
apresentando pigmentacdo variada, inclusive na forma amelanocitica (DUBIELZIG, 2011a).
O prognostico para essa neoplasia ¢ reservado, pois as metastases podem ocorrer em 33,3%
dos casos (COLLINS et al., 1993), assim como a recorréncia local, mesmo com intervengdes
cirtrgicas agressivas (DUBIELZIG 2011b; LABELLE; LABELLE, 2013). Nos registros
analisados foram descritos em trés animais ocorrendo nas palpebras sem o acometimento
conjuntival e envolvendo a pélpebra inferior. Foram relatados 3 casos de melanomas
intraoculares, sendo que em dois pacientes o glaucoma e deslocamento de retina estavam
presentes. A forma intraocular desta neoplasia ¢ mais comum na uvea anterior que na coroide
(3% das neoformagdes) (ESSON et al., 2007, DUBIELZIG 2011a, LABELLE; LABELLE,
2013). Os sinais clinicos evidenciados sdo hemorragias intraoculares e glaucoma, além de

descolamento de retina quando o tumor atinge a coroide. O prognoéstico ¢ reservado e a
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enucleacdo ¢ frequentemente indicada, principalmente nos pacientes com glaucoma
(DUBIELZIG, 2011a; LABELLE; LABELLE, 2013).

Os melanocitomas podem acometer a conjuntiva, porém sao benignos e bem
circunscritos. Quando ocorrem na regido limbica tem o prognostico excelente, inclusive com
a preservacao do bulbo ocular (DUBIELZIG, 2011b; LABELLE; LABELLE, 2013). Quando
acometem a por¢ao intraocular, usualmente envolvem a iris € o corpo ciliar de forma conjunta
(LABELLE; LABELLE, 2013). Os melanocitomas sdo aproximadamente quatro vezes mais
comuns que os melanomas uveais (DUBIELZIG, 2011a). Esta condi¢do prontamente obstrui
o angulo iridocorneal podendo acarretar alteragdes secundarias. O prognoéstico € considerado
bom, embora a enucleacdo deva ser realizada nos pacientes que desenvolvem glaucoma
secundario (DUBIELZIG, 2011a; LABELLE; LABELLE, 2013). No presente estudo o
predominio dos diagnosticos de melanocitomas ocorreu em seis casos da forma palpebral e
sem envolvimento do globo, resultando em melhor prognostico para a visdo. No entanto, um
paciente apresentou a forma intraocular, necessitando de enucleagdo para a terapéutica e
diagnostico definitivo.

Durante o periodo estudado a frequéncia de alteragdes oculares foi
discretamente superior nas fémeas (51,80%) em relagdo aos machos (43,17%), enquanto em
5,03% dos prontudrios ndo havia a indicagdo do sexo. Em relagdo as neoplasias, quando sdo
estudadas considerando o sexo, ndo ha padrdo estabelecido nos caninos (DUBIELZIG,

2011a).

CONCLUSOES

No periodo estudado foram realizados 30.957 exames citopatologicos e
histopatologicos no Laboratorio de Patologia Animal da UEL, com o predominio na espécie
canina. Os diagnoésticos oftalmoldgicos foram realizados em 139 exames histopatoldgicos,
envolvendo principalmente os anexos oculares e com a maior frequéncia de processos
inflamatorios e tumores como adenomas/epiteliomas, carcinomas e outros. A analise dos
dados de registros de um centro de referéncia auxilia no entendimento da rotina das
atividades, assim como favorece a compreensdo do comportamento biologico de algumas

neoplasias e acarreta o diagnostico correto e precoce.
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#
Quadro 1 - Frequéncia dos diagnosticos nas amostras de alteragdes oftalmoldgicas caninas
enviadas para o exame histopatologico no Laboratério de Patologia Animal-
UEL, no periodo de 1985-2014.

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo
Completo
Classificacéo (1984- (1995-2004) (2005-2014) (1985-2014)
histopatoldgica 1994)
Ndamero % Namero % Numero % NUmero %
Adenoma/ 0 0 1 0,72 21 15,11 22 15,83
Epitelioma
Carcinoma 1 0,72 7 5,04 10 7,19 18 12,95
Hemangioma 0 0 1 0,72 3 2,16 4 2,88
Hemangiossarcoma 0 0 0 0 9 6,47 9 6,47
Melanocitoma 0 0 0 0 7 5,04 7 5,04
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Melanoma 0 0 1 0,72 5 3,60 6 4,32
Outras neoplasias 1 0,72 2 1,44 8 5,76 11 7,91
Processos 0 0 2 1,44 10 7,19 12 8,63
hiperplasicos
Processos 1 0,72 7 5,04 23 16,54 31 22,30
inflamatorios
Inconclusivo/ sem 2 1,44 7 5,04 10 7,19 19 13,67
diagndstico
TOTAL 5 3,60 28 20,16 106 76,25 139 100

#

#

#

#

#

#

#

#

#

Quadro 2 - Grafico da localizagdo anatomica das amostras de alteragdes oftalmologicas
caninas enviadas para o exame histopatologico no Laboratorio de Patologia
Animal- UEL, no periodo de 1985-2014.
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5 CONCLUSOES

» Em pacientes glaucomatosos foi realizada a deteccdo do DNA de
Helicobacter spp. através da PCR em fluidos e tecidos oculares, enquanto o DNA de
Leptospira spp. foi detectado em fluidos e tecidos oculares em glaucomas e tumores caninos

pela mesma técnica;

» Pela primeira vez foi realizada a detec¢do molecular de Helicobacter

spp. em casos de glaucomas caninos;

» Nao foi observada a relagdo estatistica entre o género Helicobacter ¢ a
presenca de neoplasias oculares, no entanto foi possivel observar a significancia entre a PCR

de Leptospira spp. e os glaucomas nos animais estudados;
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» A biologia molecular mostrou-se um método sensivel para a detecgao
do agente etioldgico da leptospirose nos pacientes com glaucoma e na correlacdio com a

doenca oftalmolégica;

» As alteragdes histopatologicas dos animais com glaucoma foram
compativeis com o diagnostico de pan-oftalmite, enquanto os tumores mais frequentes foram

os adenomas/epiteliomas;

» No periodo de 30 anos foram realizados mais de 30.000 exames no
Laboratorio de Patologia Animal-UEL, com o predominio da espécie canina. Os diagnosticos
oftalmologicos envolveram principalmente os anexos oculares, com a maior frequéncia de

processos inflamatorios e tumores como adenomas e epiteliomas.

6 PERSPECTIVAS

» Contribuir para o estudo das doengas oculares causadas por

Helicobacter spp. e Leptospira spp. através da comprovagido do acometimento ocular;

» Identificar as espécies de Helicobacter detectadas nos cédes deste

estudo;
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» Favorecer a compreensdo da patogénese das uveites e glaucomas

secundarios a partir da identificagao dos agentes etioldgicos em caes;

» Ampliar e aprofundar os estudos de doencas oculares que resultem em

glaucoma causadas por diversos agentes etiologicos.

ANEXOS
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ANEXO A — Aprovagdo no comité de ética no uso de animais

; EEE UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE DO PARANA - UENP
% 4 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
b =1

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto SECAPEE n°® 1874 intitulado PESQUISA DE
BACTERIAS DOS GENEROS CHLAMYDOPHILA, HELICOBACTER E
LEPTOSPIRA NO BULBO OCULAR E EM NEOPLASIAS DOS ANEXOS
OCULARES sob a responsabilidade do Prof ADEMIR ZACARIAS JUNIOR
esti de acordo com os PRINCIPIOS ETICOS DE EXPERIMENTACAO
ANIMATL vigentes na legislacdo Brasileira e foi aprovado pela Comissdo de
€tica no uso de apimais da wmiversidade Estadual do Norte do Parana em
reunido de 10 06 2011,

{We certify that the research 10/06/2011 agrees with Brazilian ethical pnnciples in animal
research and was approved by the ETHICAL COMISSION OF UNIVERSIDADE

ESTADUAL DO NORTE DO PARANA during 10 06 2011 meeting )

Bandeirantez, 10 06 2011

Coordenacio CEUA - UENP

CINA — UTHF - Pag 3-1
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Experienced Users’ Mini Kit Procedure

Introduction

This quick reference sheet is included for experienced users of the PureLink®
Cenomic DMA Mini Kit. For more details, refer to this manual.

Step

Procedure

Preparing

ly=ates

Prepare the lysate using an appropriate sample preparation protocol as follows:
Zample Amount Fageno.
Mammalian cells, tissues 5 x 10° calls, <25 mg tissue (<10 mg splean), 16
and mouse tail 0.5-1 om tail

Blood <] mL non-nucleated blood (need 17

additional reagenis, see page 17)
5-10 pL. nucleated blood

Bacteria <2 x 10° cells 18
‘Yaast calls <5 x 107 calls 19
Buccal swab Human buccal swab 19
FFPE tissue 1-8 sections of 5-15 pm thick of about 20

20-50 mm?® area

Gragm'le" preserved saliva <] mL n

Binding DINA

L
2

Remove a Purelink® Spin Column in a Collection Tube from the package.

Load the lysate (640 pl} with Lysis/Binding Buffer and ethanol prepared as
described on pages 16-21 to the PureLink® Spin Column.

Centrifuge the column at 10,000 = g for 1 minute at room temperature.
Discard the collection tube and place the spin column into a new collaction tube.
Proceed to Washing DNA.

Washing DNA

[l U]

oy

Wash the column with 500 pl. Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 23).

Centrifuge the column at 10,000 x g for 1 minute at room temperature. Discard the
collection tube and place column into a new collection tube.

Wash the column with 500 pl. Wash Buffer 2 prepared with ethanol (page 23).

Centrifuge the column at maximum spead for 3 minutes at room temperature.
Discard the collecion tube.

Proceed to Eluting DNA.

Eluting DNA

. Flace the spin column in a sterile 1.5-mL microcentrifugs tube.
. Elute the DNA with 25-200 pL. of PureLink® Genomic Elution Buffer. See Elution

Parameters (page 12) to choose a suitable elution volume for your neads.

. Incubate the column at room temperature for 1 minoke.
. Centrifuge the column at macdmum speed for 1 mimete at room temperature.

The tube contains purified DNA.

. If desired, perform a second elution to increase recovery which lowers the overall

concentration. The fube comnfains merfied DNA. Remove and discard the column.

. Use the purified gDINA for the desired downstream application. Store the purified

EDMNA at 4°C for short-tarm or —20°C for long-term storags.
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Preparing Lysates—Mini Kit

Introduction

Important

Materials Needed

Instructions for preparing lysates from mammalian cells and tissues, mouse tail,
buccal swabs, blood, bacteria, yeast, FFPE tissues, and Cragene™ preserved saliva
are described i the following sections.

To obtain high-quality genomic DMNA, follow the puidelines recommended on
page 1L

Make sure there is no precipitate visible in PureLink® Genomic Digestion Buffar
or PureLink® Cenomic Lysis/Binding Buffer. If any precipitate is visible in the
buffiers, warm the buffers at 37°C for 3-5 minutes and mix well to dissolve the
precipitate bafore use.

Cowmmponenis supplied by the user
»  O95-100% ethanol

» Sample for DMNA isolation (see page 12 for recommended starting amoumnt)
» Fhosphate Buffered Saline (PBS) for mammalian cell lysate (page 43)

s Lysozyme and Lysozyme Digestion Buffer (25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2.5 mM
EDTA, 1% Trton X-100) for bacterial cell lysate

¢ Zymolase Buffer (1 M sorbitol, 10 mM sodium EDTA, 14 mM
f-mercaptoethanol) and Zymolase (Iyticase) enzyme for yeast lysate

»  CitriSolv™ Clearing Agent (Fisher cat. no. 22-143-975) or xylene for FFPE
tissue

* 3M sodium acetate (pH 5-5.5) and 2.8 mL isopropanol for Oragena”™
samples

*  Seerile, DNase—free microcentrifuge tubes
& Water baths or haat blocks

Components supplied with the Kit

*  PureLink® Genomic Lysis/ Binding Buffer
*  PureLink® Genomic Digestion Buffer

* Froteinace K (20 mg,/mL}

* FNase A (20 mg/mL}
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Preparing Lysates—Mini Kit, continued

Mammalian Cells
Lysate

Mammalian
Tizsue and
Mouse/Rat Tail
Lysate

1s

Use thi following protocol to prepare lysate from mammalian cells.
1. Setawater bath or heat block at 55°C.

2. For adherent cells (s5 = 10° cells), remove the growth medium from the
culture plate and harvest cells by trypisinization or a method of chodce.

For suspension calls (<5 » 10° calls), harvest calls and centrifuge the cells at
250} » g for 5 minutes ko pellet cells. Remove the growih medium.

3. Eesuspend the cells from Step 2 in 200 pL. PBS.

4. Add 20 pl. Proteinase K (supplied with the kit) to the sample.

3. Add 20 pl. ENase A (supplied with the kit) to the sample, mix well by brief
wortexing, and incubate at room temperature for 2 minutes.

6. Add 200 pL. PureLink® Genomic Lysis /Binding Buffer and mix wall by
wortexing to obtain a homogenous solution.

. Incubate at 55°C for 10 minutes to promote proten digestion.

8. Add 200 pl 9%6-100% ethanol to the lysate. Mix well by vortexing for
5 saconds to yield a homogenous solution.

9. Proceed immediately to Binding DNA (page 23).

Use the following protocol to prepare lysate from mammalian tissues and

mowse / rat tails.

1. Setawater bath or heat block at 55°C.

2. Place the following amount of mammalian tisswe or tail into a sterile
microcenirifuge tube:

* <35 mg of minced mammalian tHssue
# 210 mg minced spleen tissus
* 1 cmmouse or 0.5 om rat tail clip

3. Add 180 pL PureLink® Genomic Digestion Buffer and 20 pL. Proteinase K
(suppliad with tha kit) to the tube. Ensure the tissue is completely immersed in
the buffer mix.

Note: When processing multiple samples, prepare a master Digestion Buffer
Mix by mixing 180 pL. Digestion Buffer and 20 pl. Proteinase K for each sample.

4. Incubate at 55°C with occasional vortexing until lysis is completa (1-4 hours).
For mouse tails or larger tissue pieces, you may perform overnight digestion.

5. To remove any particulate materials, centrifuge the lysate at maximum speed
for 3 minutes at room temperature. Transfer supernatant to a new, sterile
microcenirifuge tube.

6. Add 20 pl. RNase A (supplied in the kit) to the lysate, mix well by brief
wortexing, and incubate at room temperature for 2 minutes.

7. Add 200 pL PureLink® Genomic Lysis/ Binding Buffer and mix well by
wortexing.

8. Add 200 pL. %-100% ethanol to the lysate. Mix well by vortexing for 5 seconds.
Note: When processing multiple samples, prepare a master Buffer /ethanol Mix
by mixing 200 pl. Lysis/ Binding Buffer and 200 plL. 96-100% ethanol per sample.

9. Procesd immediately to Binding DNA (page 23).
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Preparing Lysates—Mini Kit, continued

Blood Lysate Use the following protocol to prepare lysate from blood samples (nucleated or

nonnucleated).

Mote: If you are processing >200 pL blood sample, you need to purchase

additional PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer and Proteinase K

{page 43).

1. Setawater bath or heat block at 55°C.

2 To asterile microcentrifuge tube, add <200 pl. fresh or frozen blood sample (i
using <K pl. Mood sample, adjust the sample volums to 38 pL. using PBS).
For processing blood samples =200 pl. and <1 mL, scale up all reagent
wolumes accordingly.

3. Add 20 pl. Proteinase K {supplied with the kit) to the sample.

4. Add 20 pl. ENase A (supplied with the kit) to the sample, mix well by brief
worexing, and incubate at room temperature for 2 minutes.

5. Add 200 pL PureLink® Genomic Lysis, Binding Buffer and mix well by
wornexing to obtain a homogenous solution.

6. Incubate at 55°C for 10 minutes t0 promote protein digestion.

7. Add 200 pL %-100% ethanol ko the lysate. Mix well by vortexing for
5 seconds to yield a homogenous solution.

8. Proceed immediately to Binding DNA (page 23).

Blood Spots Use the following protocol to prepare lysate from dried blood spots.

1. Setawater bath or heat block at 55°C.

2. Place 2-5 punches of dried blood spot (2-3 mm in size) in a sterile
microcentrifuge tube.

3. Add 180 pL PureLink® Genomic Digestion Buffer and 20 pl. Proteinase K
{suppliad with the kit) to the tube. Mix well by vortexing. Ensure the pieces are
completely immersed in buffer.

4. Incubate at 55°C with cocasional vortexing for 30 minutes.

5. Centrifuge the sample at maximum speed for 2-3 minutes at room
temperature o pellet paper fibers. Transfer the sample to a dean, sterile
microcentrifuge tube.

6. Add 20 pl. ENase A (supplied in the kit) to the lysate, mix well by brief
wortexing, and incubate at room temperature for 2 minutes.

7. Add 200 pl. PureLink® Genomic Lysis /Binding Buffer and mix wall by
wvorexing to obtain a homogenous solution.

8. Add 200 pL. %-100% ethanol to the lysate. Mix well by vortexing for 5 seconds
to yield a homogenous solution.

Note: When processing multipls samples, you may prepare a master Buffer/
ethanol Mix by mixing 200 pL. Lysis/ Binding Buffer and 200 pl. $%&-100%
ethanol for each sample.

9. Proceed immediately to Binding DNA (page 23).
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Purification Procedure Using Spin Columns

Introduction

Materials Needed

!
En, -

-q,Efrj_‘I':-'_'_

Ao

Before Starting

Binding DNA

The purification procedure is designed for purifying genomic DNA using a spin
column-based centrifugation procedure in a total ime of 10-15 minutes.

Componenis supplied Fy the user

Lysates prepared as described on pages 16-21

Sterile, DMNase-free 1.5-ml microcentrifuge tubes for elution
Microcentrifuge capable of centrifuging >10,000 = g

Optional: sterile water, pH 7.0-8.5, if you are using water for elution

Components supplied with the Kit

PureLink® Genomic Wash Buffers 1 and 2
PureLink® Cenomic Elution Buffer
PureLink® Spin Columns in Collection Tubes
PureLink® Collection Tubes

Follow the recommendations below to obtain the best resulis:

Parform all centrifugation steps at room temperature

Review Elution Parameters on page 13 to determine the suitable efution
volume for your requirements

Parform a 1 minute incubation stap with PureLink® Genomic Elntion Buffer
Be sure t0 parform the recommended wash steps to obtain the besk resules
If you are using water for elution, always use sterile water, pH 7.0-8.5

Add 96-100% ethanol to PureLink® Genomic Wash Buffer 1 and PureLink®
Genomic Wash Buffer 2 according to instructions on each label. Mix well. Mark
on the labels that ethanol is added. Store both wash buffers with ethanol at room
temperatiore.

Eemove a P‘I.I.I'ELi'.‘I'lkESPi.I'I Column in a Collection Tube from the package.
Add the lysate (640 pL) preparad with PureLink® Cenomic Lysis/Binding
Buffer and ethanal to the PureLink® Spin Column.

Centrifuge the column at 10,000 « g for 1 minute at room temperature.

Note: If you are processing >200 pl. starting material such as blood, buccal
swabs, or Oragene™ preserved saliva, you need to perform multiple loading
of the lysate by transferring any remaining lysate to the same Purelink® Spin
Column {above) and centrifuge at 10,000 = g for 1 minute.

Dhiscard the collection tube and place the spin column inko a clean PureLink®
Collection Tube supplied with the kit

Procesd to Washing DNA, page 24.
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Purification Procedure Using Spin Columns, confinued

Washing DHNA

Eluting DNA

Storing DNA

24

—_

Add 500 pl. Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 23) to the column.
Centrifuge column at room temperature at 10,000 « g for 1 minute.

Discard the collection tube and place the span column into a clean PureLink®
collection tube supplied with the kit.

Add 500 pL. Wash Buffer 2 prepared with ethanol {page 23) to the column.

Centrifuge the column at maximum spesd for 3 minutes at room
temperature. Discard collection tube.

Proceed to Eluting DNA.

Flace the spin column in a sterile 1.5-ml microcentrifuge tube.

Add 25-200 pL of PureLink® Genomic Elution Buffer to the column. See
Elution Parameters (page 13) to choose the suitable elution volume for your
neads.

Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column at
maximum speed for 1 minute at room temperature. The fube contains purified
gemonmic DNA.

To recover more DMA, perform a second elution step using the same efution
buffer volume as first elution in another sterile, 1.5-mL microcentrifuge tube.
Centrifuge the column at maximum speed for 1.5 minutes ak room
temperature.

The tube comtains purified DNA. Remove and discard the columin.

Store the purified DNA at-20°C or use DNA for the desired downstream
application.

For long-term storage, store the purified DM A in PureLink® Genomic Elution
Buffer at -20°C as DNA stored in water is subject to acid hydrolysis.

To avoid repeated freexing and thawing of DNA, store the purified DMNA at
4°C for immediate use or aliquot the DENA and store at -20°C for long-term
stoTage.
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ANEXO D — Protocolo de técnicas

e Primers

Helicobacter spp. (forward): 5° AAC GAT GAA GCT TCT AGC TTG CTA 3’
Helicobacter spp. (reverse): 5> GTG CTT ATT CST NAG ATACCGTCA T 3’
Fragmentos: Género Helicobacter 399 pb

e PCR-MIX (para uma reacéo)

Buffer 10x [Tris-HC1 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM]: 2,5 uLb
MgCl, (50 mM): 1,5 pL

dNTP (0,1 mM): 4,0 uL

primer forward (20 pmol): 0,5 uL

primer reverse (20 pmol): 0,5 uL

Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/uL): 0,25 uL

Agua estéril q.s.p. 24 uL

Amostra: 1 L

e PCR

- Género Helicobacter: ciclo inicial de desnatura¢ao de 95°C por 5 min, 40 ciclos de 1 min a
95°C (desnaturacao), 65°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de extensdo final de 72°C
por 10 min, repouso a 4°C.

e Eletroforese (Gel de agarose a 2%o)

- 1 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4
- 30 uL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Amostra: 7,0 uL do amplicom e 3,0 pL tampao de amostra

Corrida por aproximadamente 45 minutos a 100 V e 80 A

Visualizacdo em transiluminador de luz ultravioleta
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e Primers

Leptospira 16S RNAr (forward): 5> GGCGGCGCGTCTITAAACATG 3’
Leptospira 16S RNAr (reverse): 5> TTCCCCCCATTGAGCAAGATT 3’
Fragmentos: 330 pb entre as posigdes 38 e 368

Leptospira 16S RNAr (forward2): 5 CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA 3’
Leptospira 16S RNAr (reversel): 5> CTTAACCTGCTGCCTCCCGTA 3’
Fragmentos: 289 pb da primeira amplificagao

e PCR-MIX (para uma reacao)

Buffer 10x [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KC1 500 mM]: 2,5 pL
MgCly: 2,5 mmol/L

dNTP: 0,2 mmol/L

primer forward: 150 ng

primer reverse: 150 ng

Platinum® Tag DNA Polymerase (5 U/uL): 0,20 uL

Agua estéril q.s.p. 25 uL

Amostra: 10 uL (PCR)

Amostra: 1 pL (n-PCR)

e PCRen-PCR

- Leptospira spp.: ciclo inicial de desnaturagdo de 94°C por 5 min, 32 ciclos de 1 min a 94°C
(desnaturagdo), 55°C (anelamento) e 72°C (extensdo), ciclo de extensdo final de 72°C por 7
min, repouso a 4°C.

o Eletroforese (Gel de agarose a 2%0)

- 1 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4
- 30 puL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Amostra: 7,0 uL do amplicom e 3,0 uL tampao de amostra

Corrida por aproximadamente 45 minutos a 100 V e 80 A

Visualiza¢gdo em transiluminador de luz ultravioleta



