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RESUMO

A superficie ocular (SO) dos cédes é um campo amplo e de extrema importancia,
até mesmo para o desenvolvimento de pesquisas translacionais para os seres
humanos. A forma de avaliacdo do filme lacrimal (FL) dos cédes se baseia em
métodos quantitativos e qualitativos. O objetivo do presente trabalho, cujas
informacdes foram obtidas por meio de revisdo de literatura, € apresentar os
métodos de avaliacdo do FL, seus valores de referéncia e como interpreta-los.
Quantitativamente, apenas a por¢cao aquosa da camada mucoaquosa é avaliada,
por meio do Teste da Lagrima de Schirmer 1 (TLS-1) que também avalia a
lagrima reflexa, enquanto o TLS-2 que avalia apenas a por¢do basal. Além disso,
existem métodos quantitativos adicionais como Meniscometria (SMT), além do
Teste da Fita Vermelho Fenol (TFVF) e Tira endodbntica de papel absorvente
(TEPA). Ja acerca da avaliacao qualitativa, a camada lipidica pode ser avaliada
por meio da Interferometria e Meibometria, enquanto a Meibografia avalia a
morfologia das glandulas de Meibdmio. Sdo exames que, associados, auxiliam no
diagnéstico e acompanhamento de Doenca do Olho Seco (DOS) causada por
deficiéncia lipidica. Os corantes vitais sdo de extrema importancia para a
avaliacdo da SO: Rosa Bengala e Lissamina Verde sao Uteis para avaliar erosao
e disfuncdo da SO, além das informacdes cedidas pela fluoresceina acerca da
integridade da coérnea, paténcia do ducto nasolacrimal, avaliacdo da estabilidade
do FL (BUT) e extravasamento do humor aquoso (HA) pela cérnea. Ja a
composi¢do bioquimica e qualidade do FL pode ser avaliada por meio do Teste
de Cristalizacdo Lacrimal (TCL) e suas escalas de padronizacédo. Atualmente,
pesquisas cientificas estdo sendo desenvolvidas acerca da protedbmica lacrimal de
cdes e sua associacdo com patologias. Portanto, ndo é possivel avaliar o FL
como um todo com apenas um exame, jA que o FL em si € um meio
extremamente dindmico e complexo, e durantes processos patolégicos toda a
dindmica é desbalanceada. A grande diversidade de exames é um reflexo da

grande diversidade de informacdes que podemos obter do FL.

Palavras-chave: oftalmologia veterinaria, superficie ocular, filme lacrimal, cao
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ABSTRACT

Dog’s ocular surface (OS) is a vast and important field, even for the development
of translational research for human beings. The way to evaluate tear film (TF) of
dogs is based in quantitative and qualitative methods. The objective of this
research, whose information was acquired through a literature review, is to present
the FL evaluation methods, their reference values and how to interpret them.
Quantitatively, only the aqueous portion of the mucoaqueous layer is evaluated by
the Schirmer Tear Test 1 (STT-1) that also assesses reflex tearing, while the STT-
2 evaluates only basal tearing. Furthermore, there are additional quantitative
methods, like the Strip Meniscometry Test (SMT), Phenol Red Thread Test
(PRTT) and Endodontic Paper Point Test (EPPT). Regarding the qualitative
evaluation, the lipidic layer can be assessed by Interferometry and Meibometry,
while Meibography evaluates the morphology of the Meibomian glands. These are
exams that, together, help in the diagnosis and monitoring of Dry Eye Disease
(DED) caused by lipid deficiency. Vital stains are extremely important for the
evaluation of the OS: Rose Bengal and Lissamine Green are useful for the
assessment of erosion and disfunction of the OS, in addition to information
provided by fluorescein about corneal integrity, patency of the nasolacrimal duct,
assessment of TF stability (BUT) and aqueous humor (AH) extravasation through
the cornea. The biochemical composition and quality of the TF can be evaluated
using the Tear Ferning Test (TFT), and it's grading scales. Currently, scientific
research is being developed on tear proteomics of dogs and its association with
pathologies. Thus, it is clear that it is not possible to assess the TF as a whole with
just one exam, since the TF itself is an extremely dynamic and complex
environment, and during pathological processes all dynamics are unbalanced. The
great diversity of exams is a reflection of the great diversity of information that we
can obtain from TF.

Keywords: veterinary ophthalmology, ocular surface, tear film, dog



1. INTRODUCAO

A superficie ocular (SO) € composta por diversas estruturas que funcionam
em um perfeito equilibrio para a manutencdo saudavel de todos os seus
componentes, desde as palpebras, conjuntiva, sistema lacrimal, membrana
nictitante e a cornea (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A fissura palpebral € composta pelas palpebras superior e inferior — sendo
que a superior possui maior mobilidade nos caes. Além de produzirem
componentes lacrimais, também realizam o ato de piscar que remove particulas,
conferem ao bulbo ocular e mantém o filme lacrimal pré-corneano (FLPC) na
espessura adequada (HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021). As glandulas de Meibémio (GM), localizadas na regidao do
tarso palpebral, sdo estruturas responsaveis pela producéo da porcao lipidica da
lagrima (meibum), a membrana nictitante (ou terceira palpebra), e as células
caliciformes conjuntivais sdo responsaveis pela producdo de mucina do filme
lacrimal (FL) (HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021). Além da presenca na porcao
interna da palpebra, a conjuntiva também € encontrada no bulbo sendo
denominada conjuntiva bulbar, na membrana nictitante e no saco conjuntival
(MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

O componente aquoso da camada mucoaquosa do FL é secretado pela
glandula da membrana nictitante ou da terceira palpebra (com a producdo de
cerca de 35%) (GELATT et al., 1975; HELPER et al., 1974; HENDRIX;
THOMASY; GUM, 2021; SAITO et al., 2001) e pela glandula lacrimal, que é
localizada na porcédo dorsolateral da 6rbita (GELATT et al., 1975; MEEKINS,;
RANKIN; SAMUELSON, 2021). As secre¢Bes mucoaquosa e lipidica compéem o
FL (HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021), que é direcionado até as punctas
lacrimais localizadas na margem medial das palpebras superior e inferior, por
acdo mecanica,. A partir da puncta, a lagrima alcanca o saco lacrimal, ducto
nasolacrimal, que continua até a cavidade nasal na regido proxima a abertura da
narina (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A camada lipidica é a mais externa e, possui a funcao de estabilizar o FL e
evitar a evaporacdao precoce (EFTIMOV et al., 2017; HENDRIX; THOMASY;



GUM, 2021). A porcdo mucosa da camada mucoaquosa previne a aderéncia de
bactérias, ancora a porcdo aquosa no epitélio da cornea, lubrifica a cornea e a
conjuntiva (DAVIDSON; KUONEN, 2004; LEONARD et al.,, 2016; GIULIANO,
2021). J4 a porcdo aquosa da camada mucoaquosa, considerado o componente
quantitativo da lagrima (HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021), é responsavel por
nutrir a cérnea por meio do fornecimento de glicose, oxigénio e outros eletrolitos,
além de lubrificar e remover metabdlitos da SO (GIULIANO, 2021).

A cornea é o principal meio de refracdo ocular, dada a sua transparéncia
(HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021). As camadas que a compdem séo o epitélio,
0 estroma, a membrana de Descemet e o endotélio. Ela se encontra em um
estado de deturgescéncia, definido como uma desidratacdo da estrutura,
permitindo assim que a mesma mantenha seu grau de transparéncia. Das suas
estruturas, apenas o estroma € uma camada hidrofilica, portanto alteracdes no
mecanismo de deturgescéncia podem causar a hidratacdo do estroma, com
consequente edema e opacidade corneana (HASSELL; BIRK, 2010; MEEKINS;
RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A saude da SO é diretamente dependente do perfeito equilibrio da
dindmica do FL, que é regulado pela Unidade Funcional Lacrimal (UFL). A UFL é
composta pela SO — coérnea, conjuntiva, células caliciformes — e toda sua
inervacdo, e pelas glandulas envolvidas na producdo do FL (DE PAIVA,
PFLUGFELDER, 2004; STERN et al.,, 2004; GARASZCZUK et al., 2018). A
integridade da UFL pode ser avaliada pela mensuracéo do turnover e clearance
lacrimal (NELSON, 1995; DE PAIVA; PFLUGFELDER, 2004).

A taxa de turnover lacrimal € uma medida temporal que indica a taxa de
renovacdo do FL na SO, levando em consideragdo inumeros fatores como a
secrecdo das glandulas que compdem a UFL, drenagem, evaporagéo e a propria
permeabilidade dos tecidos (NELSON, 1995; DE PAIVA; PFLUGFELDER, 2004;
GARASZCZUK et al, 2018). Levando em consideracdo que pesquisas
estabeleceram que o volume lacrimal em cédes adultos saudaveis é de 65.3 L, a
taxa de turnover lacrimal basal € de 12.2%/min e a reflexa de 50.0%/min
(BROADWATER et al., 2010). Ja a taxa de clearance lacrimal também avalia o FL
sob a SO, entretanto com a adicdo de um marcador exdégeno adicionado pelo



examinador, como um corante, e posterior avaliacdo de quanto tempo leva para

esse componente exdégeno desaparecer do FL (GARASZCZUK et al., 2018).

A doenca do olho seco (DOS) é apenas uma dentre as doencas que
podem afetar a SO dos cdes. A DOS afeta o FL tanto por evaporacdo excessiva
quanto por producédo deficiente de lagrima (NELSON et al., 2017). A patogénese
da doenca é complexa e pode envolver tanto as glandulas lacrimal e de
Meibdmio, quanto fatores hormonais e neuronais (CRAIG et al., 2017; SEBBAG;
MOCHEL, 2020). E necesséario ter em mente que é uma doenca que pode
envolver mais de uma estrutura anatdbmica ou via fisiol6gica, sendo de suma
importancia que o clinico entenda os principios basicos que envolvem a SO, seus
aspectos anatomofisiolodgicos, para entdo ter um bom entendimento dos testes

empregados na avaliacdo do FL, bem como sua interpretacao.

A Ceratoconjuntivite seca (CCS) é uma doenca comum em caes e
tradicionalmente causada pela deficiéncia do componente aquoso do FL. A
doenca em si é resultado de uma destruicdo imunomediada do tecido lacrimal,
havendo similaridades com a Sindrome de Sjogren em humanos. O céo é
considerado um modelo espontaneo de CCS, tanto para elucidar os mecanismos
patologicos da afeccdo quanto para o desenvolvimento de novas terapias para
ambas as espécies (QUIMBY et al., 1979; KASWAN; MARTIN; CHAPMAN, 1984,
SEBBAG et al., 2017). Dessa forma, o objetivo deste trabalho é elucidar os testes
e técnicas usadas para analisar o FL e aferir a salde ocular do paciente,
informacdes aplicaveis a boa resolucdo desta afeccdo tdo importante na

oftalmologia.

2. AVALIACAO DA SUPERFICIE OCULAR

2.1. Avaliagdo quantitativa

A avaliacdo quantitativa da producéo lacrimal é essencial para avaliar a
saude da SO (BOLZANNI et al., 2020). As caracteristicas individuais dos caes

devem ser levadas em consideracdo ao quantificar a producédo lacrimal, sendo



observado na literatura uma correlacdo entre o peso corporal e a idade na
producdo lacrimal: o volume lacrimal aumenta conforme o peso do animal
aumenta, assim como conforme o animal fica mais velho, o volume lacrimal vai
diminuindo (BROADWATER et al., 2010; SEBBAG et al., 2019).

Os testes quantitativos que avaliam o componente aquoso do FL sé&o o
Teste da Lagrima de Schirmer (TLS), Teste do Fio Vermelho Fenol (TFVF),
Meniscometria (SMT) e Tira endodontica de papel absorvente (TEPA).

2.1.1. Teste da lagrima de Schirmer (TLS)

O Teste da Lagrima de Schirmer (TLS), desenvolvido por Otto Schirmer
no inicio do século vinte, é considerado o teste padrdo ouro para avaliacdo do
componente aquoso do FL (SCHIRMER, 1903). E realizado mediante a insergéo
de uma fita absorvente dobrada no fornice conjuntival lateral inferior por 1 minuto,
com resultados gerados de acordo com o grau de absorcéo pela fita em mm/min
(MAGGIO, 2019; BOLZANNI et al., 2020). O TLS tipo 1 (TLS-1) reflete tanto a
producdo basal de lagrimas quanto a reflexa, e o TLS tipo 2 (TLS-2) avalia
apenas a producao basal (JORDAN; BAUM, 1980; WILLCOX et al., 2017), uma
vez que instila colirio anestésico para dessensibilizar a cérnea previamente a sua
execucdo e s6 10 minutos apos a fita € posicionada no férnice conjuntival
(FAGHIHI; RAJAEI, 2022; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021; SEBBAG et al.,
2019).
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FIGURA 1 — Realizacdo do Teste da Lagrima de Schirmer 1. Fonte: Imagem
cedida gentilmente pelo servico de Oftalmologia Veterinaria da Universidade de

Brasilia.

No TLS-1 os valores normais em cdes sdo entre 15 a 25 mm/min
(MAGGS, 2017a), variando entre 18.64 + 4.47 mm/min até 23.90 + 5.12 mm/min
em caes adultos normais (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Valores entre 14
e 11 mm/min sdo sugestivos de CCS subclinica, < 10 mm/min é sugestivo de
CCS moderada, enquanto que valores < 5 mm/min séo indicativos de CCS
severa (GIULIANO, 2021). O TLS-1 € o mais utilizado na rotina clinica. Oria et al.
observou que ndo h& diferenca estatisticamente significante entre machos e
fémeas (ORIA et al., 2018a), entretanto Broadwater et al. observaram o contrario:
machos tendem a ter valores superiores de TLS-1 em relacdo as fémeas, e

especula-se que 0 motivo seja pelo maior peso corporal dos machos

(BROADWATER et al., 2010).

E esperado que cdes jovens alcancem os valores de referéncia de
TLS-1 entre 9-10 semanas de idade (BROADWATER et al., 2010). Além disso,
Sebbag et al. observaram gue os valores do TLS-1 sdo afetados pela idade, peso
e género, e os valores tendem a aumentar 0.15 mm/min a cada 1 dia a mais na

idade do animal e 0.84 mm/min a cada 1 kg de peso corporal a mais



(BROADWATER et al., 2010). Os valores de TLS-1 tendem a diminuir em animais
mais velhos (BROADWATER et al., 2010), sendo que a prevaléncia da CCS é
maior em animais mais velhos, sendo mais predispostos tanto machos quanto
fémeas castrados (KASWAN; SALISBURY; LOTHRUP, 1991; BROADWATER et
al., 2010).

O TLS-2 mede apenas a producédo lacrimal basal e seus valores sé&o
inferiores ao do TLS-1, ja que ha a reducdo da sensibilidade da cornea e
secrecdo das glandulas lacrimais nictitante e orbital, além do bloqueio do ramo
aferente da via reflexa (MAGGS, 2017a). Os valores médios descritos para caes
adultos variam entre 6.2 + 3.1 mm/min (GELATT et al.,, 1975; HAMOR et al.,
2000), 9.52 £ 4.55 mm/min (SAITO; KOTANI, 2001) e 11.6 + 6.1 mm/min
(HAMOR et al., 2000; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Peso e género
significativamente afetam os valores do TLS-2, sendo que os valores aumentam
cerca de 0.57 mm/min a cada 1 kg de peso corporal a mais (BROADWATER et
al., 2010). Os valores de TLS-2 em machos se mostraram superiores aos de
fémeas, assim como foi demonstrado com o TLS-1 (BROADWATER et al., 2010).
O TLS-2 nédo é usado de forma rotineira na rotina clinica por afetar parametros
como o0 movimento e posi¢cao do bulbo ocular, diametro pupilar, visao, reflexos,

fissura palpebral, grau de umidade, entre outros (MAGGS, 2017a).

Uma variacdo do TLS é o TLS modificado (TLS-m), descrito para uso
em olhos de neonatos em cées (DA SILVA et al., 2013). E utilizada uma fita do
TLS que cortada ao meio com uma lamina de bisturi, com o auxilio de uma régua.
Entretanto, mesmo com o maximo de cuidado na realizacdo do procedimento, o
erro humano pode afetar os resultados. Cdes neonatos apresentam valores de
13.6 + 3.07 mm/min (DA SILVA et al., 2013).

Outro método descrito € o TLS-1 com estimulacdo nasolacrimal (TLS-1
com ENL), consistindo na colocagéo das fitas de Schirmer no férnice conjuntival
inferior em ambos os olhos e em seguida posicionar, sem encostar nas narinas,
uma bola de algoddo embebida em alcool 70% durante 1 minuto (BOLZANNI et
al., 2020). Essa variacao do TLS serve para avaliar a via reflexa de secrecéo
lacrimal, por meio da estimulacdo da mucosa nasal (BOLZANNI, 2020). Sua

importancia se da principalmente em casos de DOS grave, em que ha danos na



inervacao sensorial da cornea, resultando em diminuicdo na producdo lacrimal,
tanto em humanos quanto em cdes (MULLER et al.,, 2003; STEVENSON;
CHAUHAN; DANA, 2012; KOSSLER et al., 2015; FRIEDMAN et al., 2016;
LABETOULLE et al.,, 2019; BOLZANNI, 2020). Dessa forma, possibilita a
avaliacdo da estimulacdo do nervo aferente trigeminal por meio da quantificacdo
da secrecédo lacrimal (BOLZANNI, 2020). Os valores médios do TLS-1 com ENL
sdo de 25.1 * 4.9 (14.0-35.0), sendo que animais ndo braquicefalicos
demonstraram valores superiores aos de braquicefélicos, sendo 27.1 + 5.4
mm/min e 23.2 * 3.6 mm/min, respectivamente (BOLZANNI et al., 2020),
sugerindo diferencas na intensidade da inervacdo da cornea nas diferentes
conformacdes cranioencefalicas. Tal observacao foi feita por Barrett et al. (1991),
indicando que caes braquicefalicos de fato possuem menor sensibilidade
corneana quando comparado com cdes mesocefalicos, por meio da técnica de
estesiometria, utilizando o equipamento estesibmetro de Cochet-Bonnet
(BARRETT et al., 1991; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

FIGURA 2 — Teste da Lagrima de Schirmer 1 com estimulag&o nasolacrimal.
Fonte: BOLZANNI et al., 2020.

Apesar do TLS ser comumente usado na rotina oftadlmica, a fita pode
facilmente se deslocar do fornice conjuntival antes de 1 minuto ter sido atingido
(tempo requerido para avaliagéo), aléem de também causar desconforto em alguns

animais — presumidamente animais que possuem bulbos oculares menores



(TROST; SKALICKY; NELL, 2007; LIMA et al., 2015; LIMON; VASQUEZ;
CZAPLEWSKI, 2019). Nestes casos, a fita ndo deve ser reposicionada e o teste

deve ser repetido em outro momento.

2.1.2. Teste do Fio Vermelho Fenol (TFVF)

O teste do fio vermelho fenol (TFVF) mensura a producédo lacrimal
basal e possui maior tolerancia dado seu menor tamanho, quando comparado
com a fita do TLS, mostrando utilidade em casos de filhotes ou microftalmia. O fio
€ mantido no fornice conjuntival inferior por apenas 15 segundos (MAGGS,
2017a). A coloracdo amarela do fio se torna vermelha quando em contato com o
FL, e a umidificacdo do fio é medida com o auxilio de uma régua (MAGGS,
2017a; BOLZANNI et al., 2020). Valores de referéncia estimados para cées séo
de 34 mm/15 segundos e seus resultados foram correlacionados com o TLS
(MAGGS, 2017a; MIYASAKA et al.,, 2019). Apesar de esse método de
quantificacdo do componente aquoso da lagrima ser mais facil do que os outros,
ndo ganhou popularidade entre os oftalmologistas veterindrios (MAGGS, 2017a;
LEONARD et al., 2019).

FIGURA 3 — Teste do Fio Vermelho Fenol. Fonte: BOLZANNI et al., 2020.

2.1.3. Meniscometria (SMT)



O Teste da Fita de Meniscometria (SMT) foi introduzido na oftalmologia
humana cerca de uma década atras (DOGRU et al., 2006). E uma ferramenta
rapida e minimamente invasiva de quantificar a producgéo lacrimal, com absorcéo
da lagrima por acdo capilar (MIYASAKA et al., 2019; BOLZANNI et al., 2020). A
fita deve ser posicionada no menisco lacrimal sem tocar nenhuma estrutura
adjacente por 5 segundos. E necessario utilizar apenas uma lampada de fenda
para auxiliar no teste. O valor € lido a partir da porcdo da fita que foi corada de
azul e indica o quanto de liquido foi absorvido em mm/5 segundos (MIYASAKA et
al., 2019). Em cédes saudaveis, os valores se referéncia sdo de 9.66 + 2.15
mm/5s, sendo que valores abaixo de 5 mm/s podem ser indicativos de um volume
de menisco diminuido (MAGGIO, 2019; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

O menisco lacrimal, que foi positivamente correlacionado com a taxa
de secrecdo lacrimal, é responsavel por cerca de 75-90% de todo o volume
lacrimal em humanos (HOLLY, 1985), havendo ainda uma taxa minima de
lagrimas reflexas (SALEH et al., 2006; MIYASAKA et al., 2019). O SMT apresenta
alta sensibilidade, cujos valores mostram uma crescente precisdo com o TLS a
medida que aumenta a severidade da deficiéncia lacrimal (MIYASAKA et al.,
2019)

Treinamento e experiéncia sdo encorajados para realizar o SMT,
levando em consideracdo que a estimulacdo do lacrimejamento reflexo é feita se
houver toque de areas adjacentes, como a cornea, com a fita (IBRAHIM et al.,
2011; MIYASAKA et al.,, 2019). Quando o toque ocorre, o resultado deve ser
descartado e pode ser repetidos apenas ap0s o intervalo de turnover lacrimal.
(MIYASAKA et al., 2019).
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FIGURA 4 — Meniscometria. BOLZANNI et al., 2020.

2.1.4. Tira endodbéntica de papel absorvente (TEPA)

O uso de tiras endodonticas absorventes padronizadas foi proposto
para mensurar a producao lacrimal, sendo um material comumente utilizado na
odontologia. A producgéo das tiras envolve o uso de canhamo de Manila (Musa
textillis) ou a planta Abaca, dando origem a um material altamente absorvente e
estéril com comprimento padrdo de 28 mm, com a ponta variando entre 0.15 até
0.80 mm (WIGGS; LOBPRISE, 1997; LANGE; LIMA; MONTIANI-FERREIRA,
2012). O teste em questdo € simples, consistindo apenas na insercdo da fita no
férnice conjuntival inferior e o mantendo por 15 segundos, e medigdo da porgéo
molhada com uma régua, dessa forma quantificando a producéo lacrimal. Dessa
forma, considerando pequenos mamiferos — incluindo cédes e especificamente
ragas pequenas —, o teste demonstra um excelente potencial de aplicabilidade
(LANGE; LIMA; MONTIANI-FERREIRA, 2012). Cades com producao lacrimal
considerada dentro da normalidade possuem resultados de 16.6 £ 2.7 mm/15
segundos para braquicefalicos e 17.5 + 2.9 mm/15 segundos para 0S nao
braquicefalicos, demonstrando uma diferenca ndo significativa entre a
conformacao facial e os valores obtidos (BOLZANNI et al., 2020). Além disso, &
indicado na literatura que o presente teste ndo causa desconforto nos pacientes
(LIMA et al., 2015).
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FIGURA 5 — Teste com Tira Endodéntica de Papel Absorvente. BOLZANNI et al.,
2020.

Os testes lacrimais, como o TLS, o teste da Tira endodéntica de papel
absorvente (TEPA) e o TFVF podem estimular o lacrimejamento reflexo,
proporcionando valores inferiores em cédes braquicefélicos quando comparado
com os ndo braquicefélicos, e uma hip6tese do motivo para esta ocorréncia sdo
as diferencas anatdmicas entre o0s dois tipos de conformacédo facial,
principalmente a menor sensibilidade da cérnea e menor quantidade de piscagens
dos braquicefalicos (KAFARNIK; FRITSCHE; REESE, 2008; MAGGIO, 2019;
BOLZANNI et al.,, 2020). Estudos realizados em cédes e gatos afirmam que
animais braquicefélicos de fato possuem menor sensibilidade corneana em
comparacdo com animais mesocefalicos ou até mesmo dolicocefalicos
(BARRETT et al.,, 1991; BLOCKER; VAN DER WOERDT, 2001), afirmacgédo
corroborada por Bolzanni e colaboradores, cujo estudo demonstrou que caes
braquicefalicos possuem sensibilidade corneana de 1.8 + 0,5 cm, em comparacao
com o resultado de sensibilidade de 3,4 + 0.8 cm obtido por cédes nao
braquicefalicos (BOLZANNI et al., 2020). Apesar da causa da baixa sensibilidade
em racas braquicefalicas ser desconhecida, a microscopia confocal comprovou
que esses animais tém densidade normal de fibras nervosas da cornea do plexo
nervoso sub-epitelial e sub-basal em comparacdo com cdes mesocefalicos, sendo
que a diferenca de densidade entre os braquicefalicos e os mesocefalicos néo foi
estatisticamente significante (KAFARNIK; FRITSCHE; REESE, 2008). Dessa
forma, fica claro que s@o necessarios mais estudos para esclarecer as diferencas

definitivas entre cdes com diferentes conformacdes faciais, além de um maior
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namero de animais analisados. Por fim, o TEPA demonstrou baixa confiabilidade
(correlacdo teste-reteste) em relacdo ao TLS-2 exclusivamente em céaes
braquicefalicos (BOLZANNI et al., 2020).

TABELA 1 - Valores de referéncia dos testes quantitativos

Teste Valores de referéncia em Autores
caes saudaveis
TLS-1 15-25 mm/min MAGGS, 2017a
TLS-2 Entre 6.2 + 3.1 mm/min e : FEATHERSTONE; HEINRICH,
11.6 + 6.1 mm/min 2021
TLS-m 13.6 + 3.07 mm/min DA SILVA et al., 2013
TLS-1com 25.1 £ 4.9 mm/min BOLZANNI et al., 2020
ENL
TFEVF 34 mm/15s MAGGS, 2017a
SMT 9.66 + 2.15 mm/5s FEATHERSTONE; HEINRICH,
2021
TEPA Entre 16.6 £ 2.7 mm/15s e BOLZANNI et al., 2020
17.5+2.9mm/15s

2.2. Avaliagédo qualitativa

2.2.1. Tempo de ruptura do filme lacrimal (ou Break Up Time — BUT)

O Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal (ou break up time — BUT)
avalia a estabilidade do FL por meio da funcdo das mucinas pré-oculares
(LAMBERTS, 1983; LEMP, 1973; MOORE et al., 1987), uma vez que a deficiéncia
de mucinas acelera o tempo de ruptura lacrimal (BEGLEY et al., 2006). Também
é (til na avaliacdo evaporativa (WILLCOX et al., 2017). E realizado administrando-
se uma gota de fluoresceina (0.125%) na SO, seguida do fechamento manual das
palpebras e observacdo da difusdo do corante pela superficie com o auxilio de
uma fonte de luz com filtro azul cobalto. O intervalo de tempo entre a
administracdo da gota da fluoresceina seguida de uma piscada completa e a
visualizagao do primeiro “ponto seco” — indicativo da quebra da homogeneidade
do corante na superficie devido a instabilidade no FL — em segundos, refere-se ao
resultado do BUT (LEMP; HAMILL, 1973; KIM, 2000; MAGGIO, 2019). A
formacao desses “pontos secos” se deve a retracdo do FLPC causada pela

difusdo da porcgéo lipidica da lagrima até a porcdo mucoaquosa, evidenciando
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uma deficiéncia na quantidade de mucinas, tornando a regido hidrofobica (KIM,
2000). Valores de referéncia em caes normais sao descritos na literatura em torno
de 21.53 + 7.42 segundos (SAITO; KOTANI, 2001).

Estudos recentes observaram significativa correlacdo entre a
conformacao cranioencefalica com os valores de BUT, se mostrando inferiores
em racgas braquicefélicas (FAGHIHI; RAJAEI, 2022). Por fim, a importancia da
realizacdo do BUT foi demonstrada em cées da raca West Highland White Terrier,
nos quais os valores de BUT se mostraram inferiores em animais afetados pela
CCS (LEONARD et al., 2019).

2.2.2. Citologia e bidpsia de células caliciformes

A bidpsia das células caliciformes da conjuntiva ocular é descrita como
um método eficiente para caracterizar e diagnosticar processos patolégicos
envolvendo a SO, investigar a saude do FL, sendo indicada principalmente
quando o BUT apresenta alteracdes (BOLZAN et al., 2005; FEATHERSTONE;
HEINRICH, 2021). As células podem ser obtidas por técnicas de esfoliacao,
abrasdo, por aspiracdo e citologia por impressdo (BOLZAN et al.,, 2005;
FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). A citologia € um método rapido e util tanto
para o diagndstico quanto para o acompanhamento e manejo de afeccbes
oculares (TRUMEL; DOUET; GRANAT, 2020). A microscopia de luz as células
caliciformes séo identificadas por sua forma oval, com nucleo periférico e
citoplasma corado de rosa — por conta da coloracao acido periédico-Schiff (PAS)
nos granulos secretérios. Além das células caliciformes, podem ser identificados
leucdcitos, células epiteliais (BOLZAN et al., 2005), além de bactérias e fungos
(FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

O meétodo de citologia por impressdo foi introduzido por Egbert e
colaboradores em 1977, sendo classificado como um procedimento ndo invasivo
e que ndo causa desconforto, Gtil no diagnostico de afeccdes superficiais da
conjuntiva e consiste na colocacdo de uma fita de filtro Millipore, com o auxilio de
uma pin¢a Halstead, na area conjuntival pretendida, seguida de pressao na fita

por cerca de 5 segundos e sua retirada em movimento de descascar (EGBERT;
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LAUBER; MAURICE, 1977; BOLZAN et al., 2005; FEATHERSTONE; HEINRICH,
2021). O método permite a visualizacdo da secrecdo das células caliciformes na
microscopia, possibilitando a estimativa de sua distribuicdo na conjuntiva ocular.
Além disso, o procedimento permite a retirada de algumas células junto com o
filtro, permitindo a visualizacdo das préprias células caliciformes (EGBERT;
LAUBER; MAURICE, 1977). As amostras epiteliais, quando obtidas com o auxilio
do material de filtro, podem ser colocadas em placas de Petri com etanol 95% por
cerca de 10 minutos, entretanto se a coloragao nao for realizada imediatamente, a
mesma deve ser armazenada na placa de Petri a uma temperatura de 4°C. O
passo seguinte é o enxague da amostra em agua destilada por 5 minutos com o
objetivo de a hidratar para que a coloragcdo possa ser feita posteriormente
(NELSON; HAVENER; CAMERON, 1983). O método de coloragcdo consiste em
utilizar o PAS e hematoxilina, seguida da analise da amostra em uma lamina de
vidro (NELSON; HAVENER; CAMERON, 1983). Em relacdo ao tamanho dos
poros dos filtros j& utilizados com esse objetivo, os tamanhos relatados na
literatura foram na faixa de 0.025 pm (NELSON; HAVENER; CAMERON, 1983),
0.10 um (HALLER-SCHOBER et al., 2006), 0.20 pm (OZGENCIL et al., 2017) e
0.45 um (BOLZAN et al., 2005).

A coleta de material com swab é outra técnica de citologia citada na
literatura, indicada para casos em que € necessaria menor manipulacdo da
cérnea como em casos de Ulceras profundas (FEATHERSTONE; HEINRICH,
2021). A técnica é ndo-traumdtica, entretanto coleta pouco material para
proporcionar um diagnéstico preciso (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Outra
opcéao para a coleta de uma maior quantidade de material para analise é por meio
da espatula de Kimura que, apesar de causar maior dano a conjuntiva do
paciente, € a técnica padrdao na medicina veterinaria (FEATHERSTONE;
HEINRICH, 2021). Por fim, a técnica que utiliza citoescovas também demonstrou
excelentes resultados, como a obtencédo de camadas mais profundas de células,
maior quantidade de material coletado e manutencdo da morfologia das células
(FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Ja a biopsia conjuntival utiliza tesoura de tenotomia pequena e a pinca
Bishop-Harmon (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). O procedimento pode ser
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realizado apenas com a utilizacdo de colirio anestésico e o auxilio de um swab
embebido no colirio (MAGGS, 2017b; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). A
area da conjuntiva a ser analisada deve ser pingada levemente para evitar
artefatos, o fragmento cortado com a tesoura e entdo repousado sobre um
pedaco de papel, afim de evitar que o0 mesmo enrole ou conservada em formalina
10% (MAGGS, 2017b; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Multiplos
fragmentos podem ser obtidos do mesmo olho. Entdo, a amostra deve seguir
processamento histologico padréo (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

2.2.3. Corantes vitais

Corantes vitais coram células e tecidos sem causar toxicidade
(LAWRENCE, 2016), a exemplo da fluoresceina e da lissamina verde. A avaliagdo
do grau da impregnacdo ap6s o uso dos corantes vitais na SO auxilia na
classificacdo da gravidade da CCS, sendo extremamente util no monitoramento
da resposta terapéutica (BRON; EVANS; SMITH, 2003).

A fluoresceina é comumente utilizada para a avaliacdo do BUT e para
marcar possiveis defeitos na superficie corneana, enquanto a lissamina verde e
rosa bengala séo utilizados para corar a cornea e as células conjuntivais que
estdo desvitalizadas, mortas ou possuem uma camada alterada de mucinas
(NORN, 1973; BEGLEY et al., 2019).

A fluoresceina como corante foi inicialmente utilizada por Pfliger (1882) em
corneas de coelhos, sendo posteriormente aplicada clinicamente por outros
pesquisadores ainda no século XIX (PFLUGER, 1882; FEENSTRA; TSENG,
1992). Utilizada inicialmente como uma solucédo, a frequente contaminagcédo das
preparacdes por Pseudomonas aeruginosa tornou necessaria a elaboracéo de
uma nova forma de preparagéo para o corante, sendo assim desenvolvida a fita
estéril impregnada com fluoresceina de uso Unico por Kimura (1951), o método
mais seguro para a utilizacdo do corante em questao (KIMURA, 1951; HOLLAND,
1964).

A técnica de uso recomendada por Holland em humanos, podendo ser

replicado em cées, consiste em instilar uma Unica gota de cloreto de sédio estéril
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ou anestésico, de acordo com a necessidade do paciente, na ponta da fita,
fazendo com que seja proporcionada umidade suficiente para que o contato da
fita com a SO néo cause desconforto ao paciente (HOLLAND, 1964). Outros
autores descrevem métodos diferentes, como a lavagem da SO com soro estéril
algum tempo apos a aplicacdo da fita umida na SO para possibilitar a retirada do
excesso (KIKKAWA, 1972). Em humanos, empregam-se 5 gotas de solucdo

salina para lavagem do corante na SO (NORN, 1964).

FIGURA 6 — Fluoresceina em fita estéril com uma gota de solugéo salina. Fonte:
Imagem cedida gentilmente pelo servico de Oftalmologia Veterinéria da
Universidade de Brasilia.

O uso da fluoresceina na rotina clinica se baseia na avaliacdo da
estabilidade do FL (BUT), na avaliagdo da integridade da cérnea, como o teste da
fluoresceina pontilhada (BRON et al., 2015) e teste da fluoresceina para
diagndstico da ulcera de cérnea (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021), avaliacéo
da paténcia do ducto nasolacrimal pelo teste de Jones e o extravasamento de
humor aquoso, denominado teste de Seidel (HOLLAND, 1964).

Na pesquisa por alteracbes na integridade da superficie da cérnea, a
fluoresceina é o teste padrédo ouro. A superficie integra da cornea, composta por
um epitélio com juncdes de oclusdo que impedem a passagem de moléculas
hidrofilicas, além das membranas plasmaticas e glicocalice, sendo considerada
uma barreira aos corantes vitais soliveis em &agua (BRON et al.,, 2015).
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Entretanto, se houver falha na integridade epitelial da cérnea, a fluoresceina se
torna apta a penetrar até o estroma subjacente ao epitélio, sendo evidenciada
pela impregnacgéo fluoresceina positiva da regido de forma difusa indicando uma
tlcera (CAMPBELL; BOYD, 1950), ou sendo classificada como descemetocele se
apenas o estroma das laterais foi corado, mas o centro, mais profundo, nao foi
corado, indicando que a membrana de Descemet foi exposta (STARTUP, 1984).
A extensdo da lesdo pode atingir até mesmo a camara anterior se houver
perfuragcdo em casos de defeitos que atingem todas as camadas da cornea
(STARTUP, 1984).

A fluoresceina como corante também pode ajudar a evidenciar areas de
impregnacao ponteada, evidenciando pequenos acumulos de fluoresceina sob a
superficie da cérnea, sendo causada pela descamacdo das células epiteliais
ocasionada pelo cisalhamento das palpebras e o bulbo ocular durante a
piscagem, em humanos (LEMP; MATHERS, 1989; REN; WILSON, 1996; BRON
et al., 2015).

Recentemente, foi descrito um escore de grau de impregnacdo ponteada
em cées, para fins diagnésticos e para quantificar a gravidade da alteracdo na SO
(BRON et al., 2015). Administra-se 1 pL de solugéo de fluoresceina no férnice
conjuntival palpebral inferior, corando a cérnea e também a conjuntiva palpebral
superior, devendo-se posteriormente graduar visualmente 0s pequenos pontos
observados na superficie baseado na &rea e densidade da impregnacgdo (SAITO
et al., 2021). Os resultados se mostraram superiores em caes com deficiéncia do
componente aquoso do FL, sendo dessa forma util para avaliar a deficiéncia
aguosa da lagrima e uma ferramenta para o diagnéstico da CCS em caes. Além
disso, curiosamente, foram observados altos graus de impregnagdo em alguns
cées que nao possuiam alteracdo quantitativa da lagrima, sugerindo que poderia
haver danos na SO mesmo em animais com valores normais de TLS (SAITO et
al., 2021).

Em casos de perfuracdo ou de ndo ocluséo cirargica completa da cérnea,
sera evidenciado o extravasamento de humor aquoso que, em contato com a
fluoresceina adquire coloragdo verde,, sendo denominado Teste de Seidel
(ROMANCHUK, 1982).
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A avaliagcdo da paténcia do ducto nasolacrimal, ou Teste de Jones, é
indicada na investigacdo causal da epifora (JONES, 1961). Constitui-se de
método prético e facilmente realizado ambulatorialmente, sem necessitar de
anestesia, como seria 0 caso de procedimentos mais complexos como a
dacriocistorrinografia. Ao instilar a fluoresceina sobre a SO, € esperado que a
mesma seja drenada pelo ducto nasolacrimal, sendo visibilizada nas narinas com
o auxilio de fonte de luz com filtro azul cobalto (JONES, 1961; GRAHN;
SANDMEYER, 2007; BINDER; HERRING, 2010; GELATT; GELATT; PLUMMER,
2011). A técnica pode ser realizada tanto com a fita estéril quanto com a solucao
de fluoresceina, sendo a solucdo mais rapidamente drenada em cées (BINDER;
HERRING, 2010). O corante também pode ser observado na cavidade oral por
conta das aberturas acessorias acima da raiz dos dentes superiores (GELATT;
GELATT; PLUMMER, 2011). Os valores de referéncia de normalidade para cées
saudaveis sdo na faixa de 30 segundos até 15 minutos (MARTIN; PICKETT;
SPIESS, 2005; BINDER; HERRING, 2010). As diferencas referem-se a
conformacao do trajeto do ducto nasolacrimal, ocorréncia frequente em animais
braquicefalicos, sendo que estudos indicam que as variaveis do teste sédo a
conformacao cefalica, comprimento do focinho, idade e status reprodutivo
(BINDER; HERRING, 2010; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Entretanto,
Binder e Herring observaram que o teste ndo € clinicamente 0til em cdaes
braquicefalicos para avaliacdo da paténcia do ducto nasolacrimal (BINDER,;
HERRING, 2010). E teorizado pelos pesquisadores que o motivo disso e de
diversos cédes braquicefalicos apresentarem Teste de Jones negativo mesmo
apos 30 minutos (BINDER; HERRING, 2010) se deve a diversos fatores, como o
fato de o ducto ser menor e tortuoso, ao fato de que a fluoresceina pode acabar
adentrando a nasofaringe e, dessa forma, ndo chegando até as narinas (GELATT;
GELATT; PLUMMER, 2011) e a oclusado da puncta causada por entropio medial,
alteracdo comumente observada em cdes braquicefalicos (GRAHN;
SANDMEYER, 2007; BINDER; HERRING, 2010).
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FIGURA 7 — Teste de Jones positivo em cdo. Fonte: Imagem cedida gentilmente

pelo Dr. Mario Falcao.

Os corantes rosa bengala e lissamina verde possuem aplicabilidade
bastante similar na rotina clinica. Coram o epitélio da SO em situa¢fdes de erosao,
disfuncéo, com células degeneradas ou mortas (NORN, 1973), sendo que ambos
possuem a funcdo de ressaltar areas desprovidas de glicocalice e mucina na SO,
se mostrando de grande utilidade na avaliacdo da estabilidade do FL de cées
(MAGGIO, 2019). Entretanto, o rosa bengala ndo é considerado um corante vital
de acordo com alguns autores, pois também cora células vivas, ao contrario da
fluoresceina e lissamina verde que coram apenas células mortas ou danificadas
(MAGGIO, 2019). Além disso, rosa bengala é um corante classificado como toxico
e irritante para a SO (FEENSTRA; TSENG, 1992; MAGGIO, 2019), causando
sensacdo de ardéncia no paciente, além de ser fotoativado pela radiacdo

ultraviolenta da luz solar, dessa forma piorando essa sensacao. Por esse motivo,
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€ recomendada a irrigacdo da SO ap0s instilar o corante (KIM; FOULKS, 1999;
BRON; EVANS; SMITH, 2003). Embora a lissamina verde seja um corante
organico (SMITH; HOLT; AGUIRRE, 2020) e bem tolerado pelos animais, o uso
do rosa bengala ainda se sobressai na rotina clinica veterinaria em relagdo a
lissamina (MAGGIO, 2019). As fitas impregnadas de corante devem ser
umidificadas, de forma similar a fluoresceina (BRON; EVANS; SMITH, 2003).

FIGURA 8 — Lissamina verde em fita estéril com uma gota de solucéo salina.
Fonte: Imagem cedida gentilmente pelo servigo de Oftalmologia Veterinaria da

Universidade de Brasilia.

O escore de impregnacdo ocular por lissamina verde (Ocular Staining
Score, OSS) foi adaptado para caes por Smith e colaboradores, graduando de 0 a
3 a impregnagdo com base na intensidade, sendo que altos graus de
impregnacdo podem ser associados com sinais mais graves de DOS, valores
menores de TLS e menor tempo de BUT. O grau 0 se refere a pouca/nenhuma
impregnacao, 1 é impregnacao leve, 2 é impregnacdo moderada e, por fim, 3 é
classificado como impregnacéo difusa (SMITH; HOLT; AGUIRRE, 2020). Ja outro
grupo de pesquisadores graduou o grau de impregnacgéo do corante rosa bengala
de 0 a 5, sendo que o grau 0 é classificado como auséncia de impregnacdo na
SO, grau 1 é a ocorréncia de < 20% da SO com impregnacao, grau 2 20-40% de

impregnacdao, grau 3 40-60% de impregnacéo, grau 4 60-80% de impregnacéo e,
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por fim, grau 5 é classificado como > 80% da SO com impregnacdo por rosa
bengala (DL; GRIFFITHS, 2017).

FIGURA 9 — Impregnacéao por Rosa Bengala na SO de um cao. Fonte: Imagem

cedida gentilmente pelo Dr. Mério Falcéo.

Na literatura humana existem relatos sobre a utilizagdo de uma mistura de
corantes para a avaliagdo da SO, principalmente de fluoresceina e rosa bengala,
afim de otimizar o tempo, com métodos que envolvem desde instilar uma gota de
cada corante e em seguida retirar o excesso com 5 gotas de solucéo salina até a
preparacao de solugbes com ambos os corantes misturados previamente, com a
diluicdo de 1:1 sendo relatada (NORN, 1964; DOUGHTY, 2014). Na medicina
veterinaria, a pratica ndo foi padronizada, entretanto ja foi descrita com a
utilizagdo dos mesmos corantes, com o método consistindo em colocar a porgao
impregnada da fita de fluoresceina dentro de uma seringa de 1 mL e realizar a
aspiracdo de 100 pL de solucdo de rosa bengala 1%, com a mistura sendo
utilizada na SO dos pacientes, para facilitar a visualizacdo de impregnacdes
ponteadas na SO (SAITO; UMEDA; WAKAIKI, 2013).

2.2.4. Clearance da lagrima
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A mensuracdo do clearance lacrimal foi descrita inicialmente em
camundongos e em humanos, observando-se uma maior correlacdo entre o
clearance e a gravidade da DOS (MACRI; PFLUGFELDER, 2000; DURSUN et al.,
2002; DE PAIVA; PFLUGFELDER, 2004). Baixas taxas de clearance afetam a SO
diretamente, ocasionando sinais como irritagdo ocular no homem (DE PAIVA;
PFLUGFELDER, 2004).

Um clearance lacrimal baixo faz com que haja o acumulo tanto de fatores
citotoxicos quanto citocinas pro-inflamatorias e enzimas proteoliticas, que acabam
por desencadear uma cascata inflamatéria na prépria SO (AFONSO et al., 1999a,
1999b; SOLOMON et al., 2001; DE PAIVA; PFLUGFELDER, 2004). Dessa forma,
a literatura considera que a avaliacdo do clearance lacrimal € uma mensuracéo
indireta do grau de inflamacdo da SO em humanos (DE PAIVA; PFLUGFELDER,
2004).

O clearance lacrimal pode ser avaliado por meio do fluorofotometro —
equipamento de alto custo, que avalia de forma altamente sensivel as
concentracdes de fluoresceina na lagrima (VAN BEST; DEL CASTILLO BENITEZ;
COULANGEON, 1995). Um método mais simples foi descrito, com monitoracédo
fotogréfica das fitas de TLS, sob luz com filtro amarelo e dentro de uma caixa
iluminada com luz azul, para acompanhar o desaparecimento da fluoresceina na
lagrima (XU; TSUBOTA, 1995; ORIA et al., 2018b). Resumidamente, realiza-se o
TLS-1 em ambos os olhos e, ap6s 10 minutos, instilar uma gota do anestésico
cloridrato de proximetacaina 0.5%, remover 0 excesso com um swab estéril e
realizar o TLS-2. Apdés um intervalo de 10 minutos, uma pipeta é usada para
instilar a solucdo de fluoresceina 0.5%, com 0 excesso sendo removido
novamente com swab estéril. A colocacdo das fitas de Schirmer se dava em
intervalos de 10 minutos, durante 10 segundos no fornice conjuntival, até atingir a
marca de 100 minutos e, posteriormente, na marca de 24h, 48h e 72h.
Imediatamente ap6s a remocédo do fornice conjuntival as fitas sdo fotografadas em
ambiente controlado, como descrito anteriormente (ORIA et al., 2018b). A técnica
obteve bons resultados, se mostrando como uma possivel ferramenta diagnostica
para investigacdo de obstrucdo do ducto nasolacrimal e deficiéncia aquosa do FL

em cédes (ORIA et al., 2018b). Seus valores preditivos sdo maiores do que os de
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TLS para irritacdo ocular, além de ter sido observada uma melhor correlacdo com
a disfuncdo da GM e menor sensac¢ao corneoconjuntival (AFONSO et al., 1999a;
MACRI; PFLUGFELDER, 2000; ORIA et al., 2018b).

2.2.5. Teste de cristalizagcao da lagrima (TCL)

O TCL, ou ferning test, avalia o padrdo de cristalizacdo formado pela
lagrima ap0s a secagem em uma lamina de vidro. Os diferentes padrdes
formados torna o teste Util na avaliagdo da composicao bioquimica e a qualidade
FL, sendo considerado de baixo custo e facil execucdo (MASMALI; PURSLOW,
MURPHY, 2014; ORIA et al., 2018a; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

O nome “ferning” refere-se a folha da planta Pteridium aquilinum,
popularmente chama de “samambaia” (fern), ja que a cristalizacdo da lagrima se
assemelha ao desenho de uma folha de samambaia. O teste consiste na coleta
do fluido lacrimal utilizando uma micropipeta, um microcapilar ou até mesmo uma
fita de TLS (ORIA et al., 2018a) e secagem do material em uma lamina de vidro
utilizada para microscopia (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014; SILVA et al.,
2016). Como resultado, sera possivel ver na microscopia de luz a formacgéo de um
padrdo de cristalizagdo descrito como “tear fern” (MASMALI;, PURSLOW,
MURPHY, 2014). Ap6s a secagem e analise microscopica, o teste identifica
mudancas na qualidade lacrimal que o exame clinico ndo evidencia (MASMALLI,
PURSLOW; MURPHY, 2014).

As duas escalas de graduacédo dos padrdes de cristalizacdo do FL mais
utilizadas sdo as desenvolvidas por Rolando e Masmali (ROLANDO, 1984,
MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014). A primeira, desenvolvida por Rolando,
gradua os padrdes de | a IV. Os padrdes | e Il sdo indicativos de olhos dentro do
padrdo de normalidade, enquanto os padrdes Il e IV indicam desordens no FL
(ROLANDO, 1984). J4& a segunda escala, foi desenvolvida posteriormente por
Masmali et al. (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014) para preencher algumas
limitacbes metodologicas da escala de Rolando, sendo os padrdes de 0 e 1 sdo
considerados normais, enquanto os de graus 2, 3 e 4 sédo considerados fora da

normalidade.
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Grau lll Grau IV

FIGURA 10 — Escala Rolando de graduacédo dos padrdes de cristalizacéo do filme
lacrimal. Adaptado de (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014)

Na medicina veterinaria alguns pesquisadores vém utilizando as escalas de
Rolando e Masmali para classificar os padrbes de cristalizacdo em cavalos
(SILVA et al., 2016) e em cdes (WILLIAMS; HEWITT, 2017; ORIA et al., 2018a),
entre outras espécies. No estudo desenvolvido por Silva et al (2016), foi utilizado
0 método STEPanizer para minimizar a subjetividade ao avaliar os padrées de
cristalizacdo. Ele consiste em utilizar o programa STEPanizer (STEPanizer
stereology tool, version 1.0 Oracle Corporation, Redwood Shores, CA, EUA) para
analisar estereologicamente as imagens microscépicas obtidas dos padrées de
cristalizacao, e foi observada significativa relacéo entre a andlise do programa e a
escala Rolando, sendo assim uma forma menos subjetiva de classificar os
padrdes (SILVA et al., 2016).
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Grau 0 Grau 1

Grau 2 Grau 3

Grau 4

FIGURA 11 — Escala Masmali de graduacgéo dos padrdes de cristalizacao do filme
lacrimal. Adaptado de (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014)

O TCL comparando caes saudaveis com animais portadores de CCS,
segundo a escala de Rolando, evidenciou em todos os animais com CCS os
padrbes de cristalizacdo tipo Il e IV, comparativamente a 78% do tipo padrdes
tipo | e Il em cdes normais, demonstrando ser ferramenta util no diagndstico da
afeccdo em céaes (WILLIAMS; HEWITT, 2017). O desenvolvimento da uma escala
espécie-especifica pode ser uma forma de melhorar a classificacdo dos padrbes
(VELOSO et al., 2020).
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FIGURA 12 — Teste de cristalizacdo lacrimal a microscopia de luz, em dois caes

braquicefalicos com valores de TLS dentro da normalidade, evidenciando os
diferentes padrdes exibidos (A: grau lll, B: grau Il, segundo Masmali; Murphy;

Purslow, 2014). Fonte: autoria propria.

2.2.6. Meibometria

7

A meibometria € uma técnica minimamente invasiva utilizada para
mensurar, por meio de fotometria, os niveis de lipidios do FL. Os lipideos
secretados pelas GM entre as piscadas, sendo denominadas meibum. A técnica
utiliza um equipamento chamado Meibémetro (Meibometer) (OFRI et al., 2007,
WISE; SOBEL; ALLEN, 2012) e consiste na aplicacdo de uma fita plastica
translicida na margem palpebral inferior enquanto previne-se o animal de piscar
por 5 segundos quando se utiliza o equipamento Meibometer® MB550 (Courage-
Khazaka electronic GmbH, 50829, Col6énia, Alemanha) (YOKOI et al., 1999; OFRI
et al., 2007; BENZ; TICHY; NELL, 2008), ou 2 segundos quando se utiliza o
Meibometer® MB 560 (Courage + Khazaka electronic GmbH, Col6énia, Alemanha)
(SEBBAG; KASS; MAGGS, 2015; LEONARD et al., 2019).

Apbés o posicionamento da fita em contato com o FL pelo periodo
recomendado pelo fabricante do equipamento, a mesma deve ser deixada para
secar ao ar por cerca de meia hora para que haja evaporagcdo do componente



27

aquoso (OFRI et al., 2007). Assim, a porcdao lipidica pode ser quantificada pelo
fotbmetro. O principio da técnica se baseia na mensuracdo do fotbmetro da
mudanca na transmitancia Optica que foi induzida pelo contato da fita com o
meibum, e seu resultado é exibido em Unidades de Meibometria — MU (ou
Meibometry Units) (OFRI et al., 2007). Valores médios de normalidade em cées
sao entre 179 + 60 MU (OFRI et al., 2007) e 211 + 48 MU no olho direito e 205 +
41 MU no olho esquerdo (BENZ; TICHY; NELL, 2008; FEATHERSTONE;
HEINRICH, 2021).

A importancia da mensuracdo da camada lipidica se baseia na funcdo da
camada, que previne a evaporacdo do componente aquoso (OFRI et al., 2007),
pois camadas lipidicas mais finas tendem a causar instabilidade do FL, ocorréncia
importante de ser avaliada ao examinar pacientes com sintomas sugestivos de
DOS (CRAIG; TOMLINSON, 1997; ISREB et al, 2003; OLSON; KORB;
GREINER, 2003).

Caes tendem a ter niveis de lipidios elevados no FL, comparativamente ao
homem, o que pode explicar o porqué cées tendem a piscar 13.7 vezes por
minuto e o homem, 17 piscadas por minuto (HARMER; WILLIAMS, 2003;
BENTIVOGLIO et al., 2006; OFRI et al., 2007). Pode-se supor que quantidades
maiores de secrecdo pelas GM resultam em uma camada lipidica mais espessa
por toda a SO, fazendo com que as taxas de evaporacdo da camada aguosa
sejam menores resultando em uma taxa de piscagem mais lenta (OFRI et al.,
2007). O Schnauzer Miniatura, raca predisposta a CCS, possui niveis inferiores
de lipidios na lagrima, sugerindo que a causa da alta prevaléncia de CCS na raca
seja decorrente da maior evaporacdo do FL (OFRI et al., 2007). Entretanto, a
meibometria especificamente ndo foi considerada clinicamente relevante na rotina
veterinaria por ser um teste que apresenta baixa repetibilidade (LEIVA; GIMENEZ,
2017). Ademais, é importante ter em mente que em casos de meibomite, a
consisténcia do meibum pode sofrer altera¢cdes, como obstrucdo da abertura das
glandulas, alteracdes na coloracdo e ressecamento do meibum, que deveria ter
consisténcia mais fluida, além de possiveis complicacbes como calazios, que

podem piorar a disfungéao do FL e causar irritacdo na SO (GIULIANO, 2021).
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2.2.7. Meibografia

A meibografia, incialmente descrita por Tapie, € uma técnica de imagem
nao-invasiva utilizada para a visualizagéo in-vivo da morfologia das GM (TAPIE,
1977). As duas técnicas descritas sdo a meibografia de contato e de ndo-contato
(JESTER et al., 1982; WISE; SOBEL; ALLEN, 2012).

A técnica de meibografia de contato consiste na trans iluminacdo da
palpebra evertida pelo examinador, permitindo a visualizacdo da superficie
conjuntival da palpebra e das GM (WISE; SOBEL; ALLEN, 2012). Ha a
necessidade de um examinador experiente para a realizagdo do exame, porque 0
mesmo é feito com o contato direto de uma probe com a conjuntiva palpebral, e
isso pode gerar desconforto no paciente, além de ser uma técnica que pode
demorar algum tempo para ser realizada por conta da necessidade de obtencdo
de multiplas imagens para que haja a formacdo de uma imagem panoramica da
palpebra (MATHERS; DALEY; VERDICK, 1994; YOKOI et al.,, 2007; WISE;
SOBEL; ALLEN, 2012).

Outra técnica descrita na literatura € a meibografia de ndo-contato,
desenvolvida para humanos, apresentando a solucdo para a técnica de contato
pelo uso de luz infravermelha (LIV) e biomicroscépio de lampada de fenda com
filtro de LIV, dispensando a necessidade de uma probe em contato direto com a
palpebra, dessa forma minimizando o desconforto e tornando o exame mais
rapido e préatico (ARITA et al., 2008), sendo também uma boa opcdo para caes
(VINAS et al., 2019).
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FIGURA 13 — Equipamento OSA-VET®, SBM Sistemi, Torino, Italia. Fonte:

Imagem cedida gentilmente pelo Dr. Mario Falcé&o.

A técnica, por eversao palpebral, permite a observacdo da abertura das
GM e, se realizada em pélpebras que ndo possuam a conjuntiva pigmentada,
também possibilita a avaliacdo da morfologia glandular (VINAS et al., 2019). E
uma tecnologia que possibilita a deteccdo de anormalidades glandulares como
encurtamento, perda total, dilatacbes cisticas, oclusdo da abertura das glandulas
e até mesmo retroposicionamento (KITAMURA et al.,, 2019). Estudos mostram
gue o exame pode ser realizado tanto na palpebra superior quanto na inferior, ja
que foi evidenciada correlagdo entre as duas quando ha perda glandular
(SCHAUMBERG et al., 2011; VINAS et al., 2019), apesar de que para realizar a
eversao da palpebra inferior, uma pressao maior € exigida (KITAMURA et al.,
2019). O exame pode ser realizado por equipamentos como 0 TOPCON® BG-4M
(Topcon Cooperation, ToOkio, Japdo), e por dispositivos portateis como
MeiboPen® (Japan Focus Company Ltd., Tokio, Japdo) e o analisador de
superficie ocular (OSA-VET®, SBM Sistemi, Torino, Italia), este ultimo

desenvolvido especificamente para uso veterinario e que também realiza outras
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analises, como a interferometria, que sera discutida posteriormente (KITAMURA
et al., 2019; VINAS et al., 2019).

Atualmente, a tecnologia da meibografia ndo € tdo difundida no
atendimento clinico veterinario, e até o0 momento da realizacdo deste trabalho,
nao foram realizados estudos graduando imagens de meibografia em pacientes
veterinérios (KITAMURA et al., 2019).

2.2.8. Interferometria

A interferometria € um exame néo invasivo de andlise da camada lipidica
do FL (MCDONALD, 1968; ARITA et al., 2016) por meio de padrdoes de
interferéncia que avaliam informacdes acerca da cinética, espessura — que
juntamente com a composicdo da camada influenciam a cinética —, padrdes em
malha, homogeneidade e qualidade da camada lipidica do paciente (GOTO;
TSENG, 2003; REMESEIRO et al., 2014; ARITA et al., 2015, 2016; VINAS et al.,
2019).

A técnica é especialmente util no diagndstico de disfuncdo das GM e
alteracdes da DOS (AMANO et al.,, 2010; ARITA et al.,, 2016). Uma camada
lipidica mais delgada é correlacionada com uma maior taxa de evaporacdo do
componente aquoso do FL (OFRI et al.,, 2007). Dessa forma, acrescenta
informacBes valiosas na avaliagdo da SO, sendo que atualmente ja existem
aparelhos no mercado voltados especificamente para os pacientes veterinarios,
como 0 OSA-VET® (VINAS et al., 2019).

2.2.9. Eletroforese — Bioquimica da lagrima

A compreensédo acerca da composicao bioquimica do FL tem se mostrado
bastante util tanto na medicina humana quanto na veterinaria, fornecendo
informacdes sobre o diagnostico, tratamento, progndstico e prevencdo de
afeccdes da SO (CHIVA, 2011; WINIARCZYK et al., 2015). Em humanos,
alteracdes na composicdo do FL podem ocorrer em diversas patologias, tanto

sistémicas quanto locais, sendo 0 mesmo observado nos cdes, em patologias



31

como diabetes mellitus, neoplasias, entre outros (DE FREITAS CAMPOS et al.,
2008; WINIARCZYK et al., 2015). Dessa forma, a analise da composi¢cao
bioguimica do FL, utilizando proteinas (PT) como marcadores, € um campo
promissor a ser explorado na medicina veterinaria, além de sua suma importancia
na pesquisa translacional em humanos, justificada pela similaridade na
composicao do FL das duas espécies (WINIARCZYK et al., 2015).

As PT presentes em uma amostra sdo frequentemente separadas pelo
meétodo de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecilsulfato de
sédio (SDS), denominado SDS-PAGE, que € uma técnica na qual o uso
combinado do tampao e do gel permite que as PT sejam separadas de acordo
com seu peso molecular, sendo bastante util para mensurar o tamanho proteico.
As moléculas vdo do anodo ao catodo junto com um marcador de massa
molecular para que seja possivel identificar e comparar os tamanhos proteicos.
Apés a distribuicdo das PT, outras técnicas podem ser utilizadas para identificar
grupos proteicos especificos, como por exemplo a técnica western blot, ou para
caracterizar as PT presentes em uma amostra biologica individual, como a técnica
de espectrometria de massa (WALKER, 2010).

Um estudo analisou a expressao proteica no filme lacrimal de humanos
com blefarite — inflamacéo palpebral — e de voluntarios saudaveis, demonstrando
também a utilidade da eletroforese. Quando os pacientes foram comparados entre
si, observou-se diminuicao na quantidade de proteinas (downregulation) em casos
de blefarite. Dessa forma, € plausivel que outras patologias oculares possam ter
mudancas significativas nos padrées de PT, e a eletroforese pode ser uma

ferramenta util em seu diagnéstico (KOO et al., 2005).

Ja na oftalmologia veterinaria, a eletroforese demonstrou resultados
satisfatorios na analise protedmica da lagrima de cdes com diversas patologias,
como a diabetes mellitus (WINIARCZYK et al., 2015) e o cancer (DE FREITAS
CAMPOS et al., 2008). Andlises das PT da lagrima de caes podem
potencialmente servir como uma nova ferramenta diagndstica para alguns tipos
de cancer, como o adenocarcinoma da glandula mamaria e o linfoma
multicéntrico, sendo que PT como a albumina e a actina apresentaram

concentragdes mais elevadas em animais acometidos (DE FREITAS CAMPOS et
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al., 2008). O aumento na concentracdo de actina pode decorrer de metastase,
enquanto que a elevacdo de albumina é frequentemente um sinal de inflamacao
(GIGANTI; FRIEDERICH, 2003; DE FREITAS CAMPOS et al., 2008). Entretanto,
quando o aumento nos niveis de albumina € associado com um aumento em
outros tipos proteicos, pode ser um sinal de cancer (DE FREITAS CAMPOS et al.,
2008). Ja acerca da diabetes mellitus em cées, foi evidenciada diminuicdo na
quantidade de proteinas, como o Horménio Concentrador de Melanina (MCH) e
pré-lamina A/C, além do aumento da PT Inibidor de sinaliza¢do de quinase SRC 1
(SRCIN1) (WINIARCZYK et al., 2015). Sendo assim, a eletroforese tem se
mostrado como um campo promissor para o diagnostico e manejo das patologias
nos cées (WINIARCZYK et al., 2015).

3. CONCLUSAO

Os avancos nas medicinas veterinaria e humana possibilitam diagndésticos
mais precisos das afeccfes oculares nas diferentes espécies. A espécie canina €
um modelo animal de extrema importancia para o desenvolvimento de novas
tecnologias, além de descobertas cientificas, cujo beneficio pode ser aplicado
tanto em humanos quanto nos proprios animais por meio da pesquisa
translacional (SEBBAG; MOCHEL, 2020). Dessa forma, entender a SO do céo e
como avalid-la é essencial para o desenvolvimento de novas pesquisas e

possibilitar o diagnéstico rotineiro dos pacientes na rotina clinica.

Acerca dos métodos qualitativos, percebe-se que ainda ndo existe uma
padronizacdo exata da técnica para o uso dos corantes vitais durante a avaliacao
do paciente, com técnicas diferentes sendo sugeridas por cada autor. Por esse
motivo, sdo necessarios estudos para o desenvolvimento de um método padréao
para a utilizacdo com fluoresceina, rosa bengala e lissamina verde. Além disso, &
necessario investigar a utilizagéo da mistura de corantes na SO dos caes, método
comum na pratica humana, também sendo necessaria sua padronizacdo. Além
disso, também € necessario padronizar uma técnica para a realizacéo do teste da
cristalizacdo da lagrima e estabelecer um escore para a classificacdo dos padrées

em caes.
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Fica claro que ndo é possivel avaliar o FL como um todo com apenas um
exame, ja que o FL em si é um meio extremamente dinamico e complexo, e
durantes processos patologicos toda a dindmica € desbalanceada. A grande
diversidade de exames é um reflexo da grande diversidade de informagfes que

podemos obter do FL.
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