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RESUMO

Objetivou-se descrever o Teste de Cristalizagao da lagrimas (TCL) em cées da
ragca Shih Tzu, utilizando-se o programa STEPanizer © stereology tool version
1.8 como método de classificagdo complementar para o teste. Foram incluidos
neste estudo 75 caes (150 olhos), 45 fémeas e 30 machos, com idades entre 7
meses e 10 anos, considerados saudaveis e livres de afecgdes oculares pelos
seus tutores. A lagrima foi coletada com auxilio de tubo microcapilar, a partir do
menisco lateral inferior de ambos os olhos. O conteudo do tubo microcapilar foi
cuidadosamente depositado em uma lamina de vidro com auxilio de uma
seringa agulhada de trés milimetros, deixando-a secar a temperatura ambiente.
Observou-se que 39% (59 olhos) das amostras coletadas apresentaram
classificacao tipo Il, 34% apresentaram classificagao tipo Ill (51 olhos), 17%
apresentaram classificagao tipo | (25 olhos) e 10% apresentaram classificacao
tipo IV (15 olhos). Embora a maioria (55%) dos animais tenha apresentado
classificacdo considerada normal, uma quantidade expressiva dos caes (44%)
recebeu classificacéo tipo Ill e IV condizente com ceratoconjuntivite seca, no
ser humano. A associagao da classificagcdo por Rolando com a classificagéo
pelo STEPanizer reduz a subjetividade do TCL. Verificou-se que caes da raga
Shih Tzu podem apresentar alteracdo qualitativa da lagrima ao TCL, mesmo

apresentando valores de Teste lacrimal de Schirmer dentro da normalidade.

Palavras-chave: Shih Tzu, sindrome ocular braquicefalica, alteragées

oftalmicas.



ABSTRACT

The aim of this study was to describe the Ferning Test (FT) in Shih Tzu dogs,
with the STEPanizer © stereology tool version 1.8 program as a complementary
method for the test. Seventy-five dogs were included in the study (150 eyes), 45
females and 30 males, aged between 7 months and 10 years, healthy and
considered without eye disease by their tutors. Tears were collected with a
microcapillary tube, from the inferior lateral meniscus of both eyes. The
contents of the microcapillary tube were carefully deposited on a glass slide
with the a three millimeters needle syringe, allowed to dry at room temperature.
It was observed that 39% (59 eyes) of the samples presented type I, 34% type
[l (51 eyes), 17% type | (25 eyes) and 10% presented type IV classification (15
eyes). Although the majority (55%) of the animals received a normal TF
classification, an expressive amount of dogs (45%) was classified with type IlI
and type |V, according to dry eye in humans. The association of both tests
reduce the subjetctivity of the TCL. It was concluded that the Shih Tzu breed
can present a poor TF classification, even presenting normal Schirmer tear test

values.

Keywords: Shih Tzu, brachycephalic ocular syndrome, ophthalmic alterations.



1. INTRODUGAO

Os caes da raga Shih Tzu tém apresentado popularidade crescente em todo
mundo, inclusive no Brasil. Trata-se de uma raca de pequeno porte e temperamento
docil, com caracteristicas tipicas de uma raga braquicefalica (LIMA, 2008;
CONFEDERACAO BRASILEIRA DE CINOFILIA, 2015), como o cranio curto, largo e
fortemente convexo. Tais caracteristicas despertam a simpatia de criadores, porém,
podem causar prejuizos a saude e bem estar destes animais (LIMA, 2008; KOCH et
al., 2003; OROZCO & GOMEZ, 2003). A frequéncia das enfermidades oftalmicas e
alteragdes morfolégicas nos anexos oculares em Shih tzus é relevante, e influenciam
diretamente na qualidade da lagrima. Destacam-se alteracbes como a
ceratoconjuntivite seca, ulceras corneais, ceratites, entropio de canto medial e
triquiase nasal (LIMA, 2008).

Os Shih Tzus apresentam caracteristicas anatdmicas que contribuem para uma
distribuicdo inadequada do filme lacrimal sobre a superficie ocular, dentre elas uma
orbita rasa e ampla fissura palpebral, promovendo a exoftalmia e lagoftalmia nesses
animais (SLATTER, 2005; LIMA, 2008). Tais alteragbes levam a evaporacao precoce
do filme lacrimal e aumento da exposi¢ao corneana ao meio ambiente, favorecendo a
desidratacdo e o desenvolvimento de lesées na cérnea (CARRINGTON et al., 1989;
MOORE, 1999; WOERDT, 2004; LIMA, 2008). A integridade da superficie ocular é
dependente de um filme lacrimal pré corneano (FLPC) estavel. Portanto, modificagcbes
do FLPC possuem efeitos diretos no conforto ocular e visual, bem como refletem a
higidez da superficie ocular (LIMA, 2008).

Dentre os varios testes empregados na avaliagdo da superficie ocular elencam-
se o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), que mensura a por¢éo aquosa do FLPC; o
Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (TRFL), que verifica a estabilidade do filme
lacrimal e pode indicar deficiéncia indireta de mucina; e o Teste de Cristalizagado da
Lagrima (TCL), que permite a mensuracédo indireta da osmolaridade do FLPC,
considerada padrao-ouro no diagnéstico da sindrome do olho seco (BARABINO et al.,
2004; JOHNSON & MURPHYA 2004). O TCL, embora utilizado na rotina oftalmica de
humanos, apenas recentemente foi descrito na semiotécnica da oftalmologia
veterinaria (MOTA 2014, SILVA et al, 2015), mas n&do ha relatos em racgas
especificas. Uma vez que a classificagdo proposta por Rolando (1984) é considerada
subjetiva por alguns autores (MASMALI, MURPHY & PURSLOW 2014), propde-se
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associa-la ao programa STEPanizer® stereology tool que permite uma avaliagdo mais
objetiva da formacéao dos cristais.

O STEPanizer pode ser encontrado através do site www.STEPanizer.com,

tendo acesso livre para download. E um software utilizado como ferramenta para
avaliagao estereoldgica de imagens digitais e possibilita a classificagdo mais precisa
da ramificagao dos cristais (MOTA, 2014).

2. OBJETIVOS
Dada a predisposicdo de caes Shih Tzu as alteragdes da superficie ocular,
objetivou-se descrever o Teste de Cristalizagdo da Lagrima (Rolando, 1984) nesta

raga, associando-o ao programa STEPanizer © stereology tool.

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Brasilia (UnB.doc.143391/2015), atendendo as normas para
experimentacdo animal da Association for Research in Vision and Ophthalmology
(ARVO). O estudo foi divulgado em redes sociais (anexo A), com o objetivo de atrair
tutores de caes da raga Shih Tzu, para participagdo voluntaria no projeto. Foram
incluidos no estudo animais considerados saudaveis pelo tutor, sem alteracbes
oculares previamente diagnosticadas, e que n&o estivessem realizando tratamento
clinico ou oftalmico.

O estudo foi realizado no periodo de seis meses (margo-agosto, 2016). Os
animais foram atendidos no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia. Participaram do
estudo 75 caes (150 olhos), 46 fémeas e 30 machos, com idades entre 7 meses e 10
anos.

3.2. Avaliagao do filme lacrimal

A lagrima foi coletada com auxilio de tubo microcapilar (Perfecta® sem
heparina), a partir do menisco lateral inferior de ambos os olhos. O conteudo do tubo
microcapilar foi cuidadosamente depositado em uma lamina de vidro com auxilio de
uma seringa agulhada de trés milimetros, deixando-a secar a temperatura ambiente.

Decorridos dez minutos da coleta da lagrima, a lamina foi observada em microscopia
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de luz (Leica Microsystems Ltd. DM750) nos aumentos de 4x, 10x e 20x. Em seguida,
foram obtidas imagens digitais das laminas através de camera fotografica propria
acoplada ao microscopio de luz. Foi feita a classificacédo do Teste de Cristalizagao da
lagrima segundo a proposta por Rolando (1984), em tipos | a IV, observando-se as
imagens digitais capturadas, de acordo com o padréao de arborizagao e distancia entre
os cristais.

Posteriormente foi feita a classificagdo através do programa STEPanizer®
stereology tool version 1.8, na contagem de 100 pontos equidistantes sobreposta as
imagens digitais (figuras 1, 2 e 3). Em cada ponto é feita a escolha de um dos
quadrantes para realizar a contagem (figura 3), que é feita apenas no quadrante que
possuir cristal de lagrima. Determinou-se que o quadrante inferior esquerdo de cada
ponto seria contado. Apds a contagem dos campos, o resultado (numero) foi
substituido na féormula descrita abaixo, chegando a classificagdo do TCL pelo
STEPanizer.

Classificagao segundo Rolando (1984) = 5,37 - (0,04 x STEPanizer)

Quarenta minutos apds a coleta da lagrima, os animais foram submetidos a
biomicroscopia com lampada em fenda (Kowa SL-15°), ao Teste Lacrimal de
Schirmer (TLS) (Teste de Schirmer Ophthalmos®, Sdo Paulo/SP), & tonometria de
aplanacdo (Tono-pen® XL Tonometer Medtronic Solan) e ao teste de coloragdo com

fluoresceina (FLUO) (Fluoresceina Strips Ophthalmos®, Sdo Paulo/SP).

4. RESULTADOS

Todos os animais avaliados, embora fossem considerados sem alteracdes
oculares pelos tutores, apresentaram algum tipo de alteragdo de anexos oftalmicos,
sendo a triquiase de caruncula presente em todos os cées. Os animais foram
avaliados entre os meses de margo a agosto de 2016, cuja temperatura média
maxima e minima foram de 28 °C e 14,8 °C, respectivamente (tabela 2)(accuweather)
e a umidade média foi de 62% respectivamente (tabela 2)(temperature weather).

Os resultados obtidos com o teste de cristalizagdo da lagrima e a classificagéo
pelo Stepanizer estdo descritos na Tabela 1. Observou-se que 39% das amostras

apresentaram classificagao tipo Il (59 olhos), 34% apresentaram classificagéo tipo Ill



(51 olhos), 17% apresentaram classificagdo tipo | (25 olhos) e 10% apresentaram
classificagao tipo IV (15 olhos) (Graficos 1 e 2).

Foram encontrados apenas dois pacientes que apresentaram TLS abaixo do
valor normal (15 mm/min), em apenas um dos olhos. Nao foi possivel realizar o TLS
em dois pacientes, pois ambos se mostraram agressivos durante a avaliagao.

As porcentagens nao evidenciaram valores discrepantes entre machos e
fémeas, para todas as classificagdes de Rolando (1984) e STEPanizer (tipo I, I, lll e
V), o mesmo sendo observado também para a idade dos animais. Tanto animais

jovens, quanto animais idosos apresentaram classificagdo variando de | a IV.

Tabela 1 - Dados coletados dos 75 animais avaliados no estudo.

Classificagao Classificagao Variagdo
Sexo Idade ¢ R . ¢ STEPanizer - Teste de Schirmer
Rolando (Ferning) STEPaniezer Ferni
erning
OE oD OE oD OE oD OE oD

1. Donna F 2 anos 2 3 2,49 2,93 0,49 0,07 25 29
2. Meg F 6 anos 2 1 2,25 1,57 0,25 0,57 19 35
3. Meg F 3 anos 3 3 2,89 277 011 023 24 32
4. Toté M 2 anos 1 1 1,41 149 041 049 32 31
5. Rex Tanoe6 1 1 1,41 149 041 049 17 16

meses
6.Cherrie | F 5 anos 2 4 2,21 421 021 0,21 22 22
7. Nina F 4 anos 4 4 4,33 421 0,33 0,21 32 24
8. Luna F — 3 2 2,97 241 003 041 27 31
9. Nick M 4 anos 4 3 3,85 273 0,15 027 22 25
10. Lili F 3 anos 2 2 1,77 217 023 017 26 27
11. Leia F 4 anos 2 3 2,05 2,89 005 0,11 29 34
12. Tuca F 6 anos 2 1 2,33 169 033 0,69 31 33
13. Bob M 2 anos 3 3 3,45 329 045 0,29 30 27
14. Billy M 6 anos 2 3 1,89 245 011 0,55 30 30
15. Kika F 5 anos 2 4 2,49 425 049 025 30 24
16. Enrico M 8 meses 3 3 3,37 2,61 0,37 0,39 26 30
17. Mel F2anose8 4 2 333 173 033 027 32 34

meses
18. Mel F2anose8 2 193 165 007 035 22 27

meses
19. Tulipa | F  12M0€5 1 1 1,61 1,69 061 0,69 22 27

meses
20. Dimitri | M 4@nose’ 2 2 1,89 205 011 0,05 22 30

meses




21. Rufio

22.
Chanel

23.
Cheron

24. Fred

25. Shelly
26. Angel
27. Marie

28.
Pretinha

29. Sushi
30. Lisa
31. Jade
32. Toddy

33. Maya
34. Farofa

35.
Zezinho

36. Maya

37. Chopp
38. Mel

39.
Andynho

40. Brigite

41. Lucky

42. Lola

43. Nick

44, Cindy

45,
Bolinha

46. Julie
47. Nicole
48. Léo
49. Mel

50. Cristal

4 anos

8 anos

3 anos
11 meses
3 anos

4 anos

10 anos

7 anos

4anose8
meses

4 anos

1ano3
meses

1 ano

9 meses

4 anos

1anoe b6
meses

1 ano
3 anos

1anoe b6
meses

3 anos

1anoe b6
meses

1anoe3
meses

2 anose 2
meses

3 anos e
11 meses

6 anos

1anoeb6
meses

9 anos

1anoeb6
meses

1anoe b6
meses

1,89

3,17

1,89

1,93
1,41
3,21
2,53

2,65

3,17

1,65

1,85

1,85

1,93
2,57

1,77

2,21

3,97
1,69

3,33

1,73

3,97

2,61

1,69

1,93

2,53

3,41

3,45

2,81

4,61

4,01

2,49

4,25

1,63

1,89
1,73
2,53
2,93

1,57

1,77

2,61

2,45

3,53
3,09

2,69

2,41

3,41
1,53

2,57

3,73

4,09

4,85

3,29

1,45

2,77

3,09

2,97

3,61

2,69

3,05

0,11

0,17

0,11

0,07
0,41
0,21
0,53

0,65

0,17

0,35

0,15

0,15

0,93
0,43

0,23

0,21

0,03
0,31

0,33

0,73

0,03

0,39

0,69

0,07

0,47

0,41

0,45

0,19

0,61

0,01

0,49

0,25

0,53

0,11
0,27
0,53
0,07

*%

0,57

0,23

0,61

0,45

0,53
0,09

0,69

0,41

0,41
0,53

0,57

0,73

1,09

0,85

0,29

0,45

0,77

0,09

0,03

0,61

0,31

0,05

29

26

30

12
30
30
21

22

30

24

25

27

34
32

22

29

26
21

29

24

18

23

23

22

35

24

21

32

21

27

26

30

28
29
30
11

17

30

22

24

27

28
29

25

29

26
22

35

34

20

28

19

22

29

19

34

27

18




51.Brigite | F = 28n9se6 3 441 317 041 047 26 27
meses

52. Bela F2anoseb 1 3 1,57 3,80 057 0,89 35 28
meses

53. puff F _ 3 4 385 385 085 015 32 28

54. Meg F _ 3 4 325 357 025 043 29 30

55. M tanoe7 3 2 369 201 069 001 30 32

George meses

56. M  2anose 4 4 405 449 005 049 16 21

William 10 meses

57.Layka | F 28nose6 5 2 181 277 019 077 35 29
meses

58. M 7 meses 3 3 361 225 061 075 29 25

Escovao

59. Amy F 3anos 2 1 245 157 045 0,57 20 28

60.Adam | M 9 meses 1 1 149 157 049 057 24 30

61.Tulipa | F 28n0se2 5 2 185 189 015 0,11 26 34
meses

62.Woody | M 4anos 2 3 201 337 001 037 26 23

63. Toy m tanoeb 1 2 1,61 1,77 061 0,23
meses

64. Lulu F2anose6 4 2 281 201 019 0,01 29 31
meses

65.Peppa | F  1a@noeb 2 2 1,61 257 039 057 33 34
meses

66.Oliver | M 1anoeftl 3 2 241 205 059 0,05 32 23
meses

67. Thor M 1 ano 3 3 269 217 031 083

68. M  2anose 3 2 309 173 009 027 33 30

Pretinho 10 meses

69. Mel F 9anos 3 3 321 289 021 011 >35 33

70. Meg F o 2anoseb 2 157 197 057 003  20em 40s 25
meses

71. M 6anos 1 3 169 293 069 007 31 30

Cheetos

72. Meg F 3anos 2 1 103 161 007 061 35 30

73. Zeus M Jdanose3 1 2 153 149 053 051 >35 >35
meses

74.Agnes | F 2@nose6 5 2 229 28 029 085 34 30
meses

75. Payla F 11 meses 2 2 2,41 2,57 0,41 0,57 34 40

* Nao houve presenga alguma de cristais, levando a um numero fora da escala de Rolando (1984) (5,37).
** Devido ao numero sair muito da escala de Rolando (1984) nao foi feita a variancia.
*** Os animais foram agressivos no momento do teste, portanto, nao foi possivel realizar o TLS.



Tabela 2 — Média da variagado da temperatura de Brasilia entre os meses de Margo a
Agosto de 2016 e média da umidade relativa do ar de Brasilia entre Margco a Agosto

nos ultimos 7 anos.

Temperatura oC Umidade %
Maxima Minima
Margo 28,3°C 17,7°C 74%
Abril 29,1°C 16,6 °C 68%
Maio 28,3°C 15,8 °C 65%
Junho 26,9 °C 12,3°C 61%
Julho 27,5°C 11,9 °C 57%
Agosto 27,8 °C 14,35 °C 48%

Reférencia: accuweather; temperature weather.

Grafico 1 - Resultado da classificacdo de ambos os testes (TCL e STEPanizer) da

analise de 150 olhos.
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Grafico 2 — Resultado da classificacdo de ambos os testes (TCL e STEPanizer) da

analise de 150 olhos. Numero de olhos direito e esquerdo classificados de | a IV.
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FIGURA 1 — Imagens fotograficas demonstrando o uso do programa STEPanizer© stereology tool,
version 1.8. As imagens encontram-se em aumento de 4x e 10x com 100 pontos equidistantes
sobrepostos em um campo delimitado. Foi observada a presenga de cristais em 92 quadrantes na
figura (A), evidenciando um padrao de classificagao tipo I; 77 quadrantes na figura (B), evidenciando
um padrao de classificagao tipo IlI; 61 quadrante na figura (C) evidenciando um padrao de classificagao
tipo Ill; e 19 quadrantes na figura (D), evidenciando um padrao de classificagao tipo IV.
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FIGURA 2 - Imagem obtida por microscépio de luz (LEICA DM750), nos aumentos de 4x e 10x,
respectivamente, evidenciando classificagado dos cristais da lagrima em (A) Tipo |, (B) Tipo Il, (C) Tipo
Il e (D) Tipo IV).
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FIGURA 3 - A contagem do STEPanizer© stereology tool é realizada pela presenga de cristal no
quadrante escolhido de cada ponto. No presente estudo o quadrante inferior esquerdo foi escolhido
para a contagem. Na imagem (A) no aumento de 20x, evidenciamos a auséncia de cristal no
quadrante, sendo assim, esse quadrante ndo é contado. Na imagem (B) evidenciamos cristal no
quadrante, sendo considerado na contagem dos 100 pontos equidistantes.

5. DISCUSSAO

A osmolaridade do filme lacrimal representa a concentragao de cations (sédio,
potassio, calcio, magnésio, ferro e cobre) e anions (cloretos, bicarbonatos, fosfatos)
dissolvidos dentro da por¢cado aquosa da lagrima. A osmolaridade ¢ influenciada tanto
pela taxa de secregédo lacrimal como pela taxa de evaporagdo da lagrima, e a
instabilidade do filme lacrimal pode resultar em hiperosmolaridade (MURUBE, 2006).
Portanto, a avaliacdo da superficie ocular deve combinar o resultado dos testes
diagndsticos disponiveis aos sinais clinicos observados (JOHNSON & MURPHYA
2004),.

Considera-se a mensuragdo da osmolaridade do filme lacrimal o melhor
método de diagnosticar e classificar a sindrome do olho seco no homem (Charters,
2011 MODIS & SZALAIl 2011). Sua afericdo tem sido considerada como um
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biomarcador da severidade da doenga que afeta a superficie ocular, visto que a
hiperosmolaridade da lagrima € um dos eventos centrais no ciclo vicioso da sindrome
do olho seco (BAUDOUIN et al., 2013), com produgdo de citocinas inflamatorias
desencadeando a apoptose das células epiteliais e corneanas, incluindo as células
caliciformes, secretoras de mucinas (JULIO et al., 2012) e subsequente instabilidade
do filme lacrimal, (VERSURA, PROFAZIO & CAMPQOS, 2010).

Embora o olho seco seja freqiente em caes braquicefalicos (LAUS et al.,
1995), esta correlagdo ainda nao foi estabelecida, tampouco o TCL foi descrito em
racas especificas de caes, embora tenha sido reportado em cées por esta equipe
(GOUVEIA et al.,, 2013, MOTA 2014). A incidéncia elevada de alteragbes da
superficie ocular de caes da raga Shi tzu (LIMA, 2008), bem como o interesse
crescente da populagao por eles foram a principal motivagao deste trabalho.

Apesar de ser utii no diagnoéstico do olho seco, a afericdo direta da
osmolaridade do filme lacrimal requer instrumentagdo especializada, incomum na
rotina clinica. Entretanto, ela pode ser aferida de forma indireta, através de um teste
clinico simples, rapido e barato, denominado teste de cristalizagao do filme lacrimal
(TCL), que indica as propriedades bioquimicas do filme lacrimal (BITTON 2008,
MASMALI et al., 2014). Neste estudo, verificou-se ser um teste exequivel e de baixo
custo, conforme relatado na literatura. Entretanto, embora seja de simples execugao,
ha muitas variaveis que devem ser padronizadas para que se obtenha resultados
confiaveis.

Os primeiros estudos dos cristais formados em amostras de lagrimas foram
realizados em 1791, por cientistas franceses. Posteriormente, Tabbara & Okumoto
(1982), Rolando (1984) e Norm (1987) deram continuidade as pesquisas,
padronizando o TCL na oftalmologia humana. As lagrimas, quando secam, levam a
cristalizagdo de alguns de seus componentes, que assumem varios arranjos,
semelhantes a folhas de samambaia, como pode ser verificado nos resultados
apresentados, de forma semelhante a lagrima humana (ROLANDO 1984) e equina
(SILVA et al.,, 2015). Segundo Rolando (1984), a lagrima pode receber as
classificagdes entre | e IV, sendo os tipos | e Il relacionados a maior presenga de
cristais e menor espagamento entre eles, e os tipos Ill e IV, a um pior prognéstico,

como individuos que apresentam ceratoconjuntivite seca.
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A maior porcentagem dos animais (39%) recebeu a classificagdo Tipo Il, que
juntamente com aqueles classificados em Tipo | perfazem a maioria dos caes
avaliados (55%), condizente com animais com superficie ocular saudavel, similar ao
observado em humanos. Entretanto, a classificagéo Ill e IV corresponde a um numero
expressivo de animais (45% dos animais) e no homem esta relacionada a alteragdes
da superficie ocular, como a ceratoconjuntivite seca (ROLANDO 1984, MASMALI et
al., 2014). Este € um dado que sugere uma alteragdo qualitativa da lagrima na raga
Shih tzu, por se tratarem de animais supostamente sem alteragdes, e sem redugao
quantitativa deste fluido, indicando que embora a produgado esteja, na maioria dos
animais, dentro dos padrbes de normalidade ou mesmo acima dele, a qualidade do
filme lacrimal ndo é satisfatoria. No presente estudo, foram encontrados apenas dois
pacientes que apresentaram TLS abaixo do valor normal (15 mm/min) (SLATTER,
2005) em um dos olhos. Entretanto, dentre os animais cuja classificagdo do TCL foi
tipo Il e IV, na maioria dos animais os valores do TLS encontravam-se dentro dos
valores de normalidade, indicando uma alteragao qualitativa do filme lacrimal. A
epifora, verificada em muitos caes, pode decorrer de lacrimejamento reflexo, causada
por alteragdes de cilios, como a triquiase de caruncula, presente em todos os
animais.

Acredita-se que a reacao de cristalizagdo € causada por uma interagao entre
eletrélitos (sais inorganicos) e macromoléculas (proteinas e mucopolissacarideos), e
os diferentes padrdes de cristalizagdo sao relacionados a diferengas na concentragao
dos sais e as relagdes alteradas entre estes componentes (HORWATHA et al., 2001,
FELBERG et al. 2008, MCGINNIGLE et al., 2012). Macromoléculas tais como
mucinas, estdo limitadas a periferia da lagrima, enquanto os cristais sdo formados
pelos sais inorganicos, com a evaporagao da parte liquida da lagrima (PEARCE et. al.
2000, JULIO et. al. 2012). Na fig.2 pode-se observar, comparando-se a fig.2A com
2D, uma halo ao redor da gota de lagrima na primeira, ja ausente na fig.2D. Apesar de
nao ter sido o escopo deste estudo, verifica-se uma alteragdo na camada de mucina
em conformidade com a classificacdo do TCL. A redugdo da camada de mucina em
um TCL tipo IV, por exemplo, pode ter sido desencadeada pela redugao das células
caliciformes da conjuntiva (JULIO et al., 2012). Entretanto, a mensuragdo destas

células nao estava entre os objetivos deste estudo.
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Reporta-se subjetividade da classificacdo de Rolando (1984) em relagdo ao
avaliador, principalmente entre a classificagao Il e Il (MASMALI et al.,, 2014),
igualmente observado no presente estudo. Por este motivo, todas as classificagdes
foram feitas por um mesmo avaliador, com treinamento prévio. Para uma classificagao
objetiva, sugeriu-se associar o TCL a outra classificagcdo, baseada na analise
estereolédgica das imagens da lagrima cristalizada,. o programa STEPanizer®
stereology tool (STEPanizer), que possibilita a classificacdo mais precisa da
ramificacdo dos cristais (MOTA, 2014, SILVA et al., 2015).

Este programa pode ser obtido através do site www.STEPanizer.com, tendo

acesso livre para download. Pode ser utilizado para imagens microscopicas e
macroscopicas. O software funciona através da criagdo de um sistema de teste
sobreposto as imagens digitais, permitindo exportar os dados gerados para
programas como o Microsoft Office Excel, possibilitando a conversdo dos pontos
contados em resultados estatisticos (TSCHANZ et al., 2011). Foi previamente
determinado que a melhor correlagdo do STEPanizer com a classificagdo de Rolando
(1984) foi o do sistema teste com 100 pontos equidistantes por campo. Verificou-se
que quanto maior a contagem de pontos pelo STEPanizer, menor o tipo de

cristalizagcao segundo Rolando (1984), constatado, também, no presente estudo.

6. CONCLUSAO

Nas condi¢gdes em que este estudo foi conduzido pode-se concluir que caes da
ragca Shih Tzu podem apresentar, mesmo apresentando valores do TLS dentro da
normalidade, deficiéncia qualitativa da lagrima, mediante avaliagcdo do TCL. A analise
pelo STEPanizer associada a classificagao por Rolando (1984), € um método objetivo

e passivel de ser empregado na rotina clinica oftalmoldgica.
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ANEXO A

PP Universidade de Brasilia

O setor de oftalmologia do Hospital Veterinario da
Universidade de Brasilia (UnB) realizara um estudo
sobre a lagrima em cdes da raca Shih Tzu.

Se vocé tem um caozinho saudavel da raca e tem
interesse em contribuir com o estudo,
entre em contato conosco

E-mail: projetoshihtzuunb@gmail.com



