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RESUMO

GOUVEIA, A. F. Padronizagdo do Teste da Cristalizagdo da lagrima em cdes Higidos (
Standardization of Ferning Test in healthy dogs) 2013. Monografia ( Conclusdo de curso em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de
Brasilia, Brasilia. DF.

O filme lacrimal é complexo, de estrutura dindmica, composto por lipideos, proteinas e mucinas
montadas sobre a superficie hidrofobica do epitélio corneal. O teste de cristalizagdo da lagrima
se baseia no principio de que a lagrima, quando seca, apresenta cristalizagdo de alguns de seus
componentes, que assumem formatos variados, lembrando folhas de samambaia. Rolando (1984)
classificou os achados em quatro grupos distintos, de acordo com a presenga e exuberancia
destas folhas, sendo que os padrdes encontrados se diferem entre as lagrimas de individuos
normais e com deficiéncias.Esse estudo foi realizado no Servigo de Oftalmologia Veterinaria da
Universidade de Brasilia, composto de 45 caes, clinicamente higidos e submetidos a
semiotécnica oftalmica de rotina composta pelo teste lacrimal de Schirmer, biomicroscopia em
lampada de fenda, teste de fluoresceina para avaliacdo da integridade da superficie ocular e
para o tempo de ruptura do filme lacrimal. Ato continuo a avaliagao da integridade ocular os
animais foram submetidos a coleta lacrimal para posterior avaliagdo do perfil de cristaliza¢do por
meio da classificagdo de Rolando( 1984) por trés avaliadores. Os animais avaliados no estudo
apresentaram  padrdo predominante do tipo II, este padrdo ¢ considerado de boa qualidade
lacrimal, o que ¢ esperado trabalhando-se com animais higidos e sem alteragcdes oculares
prévias, qualidade confirmada pelos valores do teste lacrimal de Schirmer e pelo tempo de
ruptura do filme lacrimal.O teste demonstrou ser de facil execugdo, baixo custo e de facil
classificagdo podendo ser aplicada na rotina oftalmologica veterinaria como um teste de triagem
importante para a sindrome do olho seco em caes. Nao foram detectados padrdes significativos
nas diferentes faixas etarias.

Palavras-chaves: Filme lacrimal; Cristalizacdo da lagrima; Mucina.



ABSTRACT

The tear film is a complex, dynamic structure, composed of lipids, proteins and mucins mounted
on the surface of the hydrophobic corneal epithelium. The Ferning test is based on the principle
that the tear, when dry, presents crystallization of some of its components, which various shapes,
resembling a fern leaves. Rolando (1984) classified the findings in to four distinct groups
according to the presence and exuberance of the leaves, and the patterns found differ between the
tears of normal subjects and disabled. This study was conducted in the service of Veterinary
Ophthalmology at the University of Brasilia, composed of 45 dogs, clinically healthy and under
went routine ophthalmic semiotechnique with the completion of the Schirmer tear test, slit lamp
biomicroscopy, fluorescein dye to assess the integrity ocular surface and the length of the break
up time. Immediately there after ocular health evaluation the animals were collected for further
evaluation of lacrimal profile through the crystallization Rolando (1984) by three evaluators.
The animals evaluated in this study showed a predominant pattern of type II, a pattern
considered good quality tear, which is expected to working with healthy animals and without
previous ocular, quality confirmed by the values of the Schirmer tear test and the Break up
Time.The test proved easy to perform, inexpensive and easy sorting can be applied in routine of
veterinary ophthalmology as a important screening test for dry eye syndrome in dogs. No
significant patterns were detected in differents age.

Key words: tear film; Ferning Test; mucin.



INTRODUCAO

O filme lacrimal é complexo, de estrutura dindmica, composto por lipideos, proteinas e
mucinas, montadas sobre a superficie hidrofobica do epitélio corneal. E um filme trilaminar, no
qual seu maior componente, cerca de 90%, ¢ a camada intermediaria aquosa, produto das
glandulas lacrimais (DAVIDSON et al,2004). O Filme lacrimal tem vérias defesas como a dérbita
Ossea, palpebras, cilios, epitélio corneal e epitélio conjuntival (DAVIDSON et al, 2004). Portanto
o filme lacrimal pré- corneal (FLPC) deve ser estavel e saudavel para a manutengdo tanto da
qualidade Optica quanto da satde da superficie ocular, bem como assegurar a homeostase ocular.
Modificacdes na sua estrutura repercutem em efeitos diretos sobre os componentes da superficie
ocular, como a conjuntiva, limbo e epitélio corneal (TSUBOTA, 2001).

As principais fungdes da lagrima sdo: manter a superficie lisa para refracdo, lubrificar as
palpebras, conjuntiva e cérnea, fornecer nutrientes e subprodutos metabdlicos para a superficie
da cornea, fornecer globulos brancos com acesso para a cornea e conjuntiva além de defender a
superficie ocular contra patéogenos( DAVIDSON, 2004). O filme lacrimal ¢ constituido pela
glandula lacrimal principal, glandula da terceira palpebra, glandulas de meibdmio, e células
caliciformes da conjuntiva bulbar( SLATTER, pag 259)

A camada mais externa da pelicula lacrimal, lipidica, ¢ uma combinagdo de lipideos
polares e nao polares que sdo produtos da secrecao das glandulas meibomio, que sdo tibulo-
acinar, glandulas holdcrinas que descarregam todo o seu conteudo no processo de
secrecao(FOULKS, 2013). Contém lipideos polares e ndo polares tais como ésteres de cera,
hidrocarbonetos e triglicérides, além de uma fina camada interior que contem fosfolipideos. A
integridade dos lipideos externos depende da estabilidade dos lipideos mais internos que
permitem a interface com a por¢do mais aquosa do filme lacrimal. Os lipideos ndo polares
retardam a evaporacao da porcao aquosa e os lipideos polares facilitam a interagdo com a por¢ao
aquosa( JONHSON et al., 2004 ). A camada lipidica em humanos ¢ formada por ésteres de
colesterol, fosfolipides, triglicérides e colesterol impedindo a evaporagdo da por¢do aquosa e
lipidica localizada abaixo( AIRES et al , 2010).

A Camada aquosa do filme lacrimal tem a fung¢do de protegdo e lubrificagdo da superficie
ocular. Composta de 98,2 % de agua e 1,8% de solidos constituintes de proteinas . A porcao
aquosa também contem lactoferrina, lisozima, imunoglobulina(IgA), glicoproteinas,
ceruloplasmina, transferrina. Também tem componentes essenciais para a nutricio da cérnea
como sais inorganicos, oxigénio e proteinas( LIMA, 2011). Mucinas soluveis também estiao
presentes na por¢do aquosa ¢ diminuem a tensdo superficial e melhoram a consisténcia da
camada aquosa, contribuindo assim, para a viscosidade do filme lacrimal( DAVIDSON et al,

2004).
A camada mais interna mucosa, composta por mucinas, glicoproteinas glicolisadas,

secretadas pelas células caliciformes da conjunctiva. Impede a adesdo de corpos estranhos,
células inflamatorias, ou agentes patogé€nicos na superficie ocularMANTELLI, 2013). As
mucinas sdo também essenciais para manutengdo e protecao do epitélio corneal, formando uma
barreira epitelial através da interacdo de proteinas e carboidratos de ligacdo chamados de
galactose lectinas de ligacdo, que sdo altamente  expressas pelo epitélio
conjuntiva( MANTELLI, 2013). As mucinas possuem varias fun¢des sobre a superficie ocular
e ficam entre o epitélio hidrofobico e a por¢ao aquosa do filme lacrimal. Existem varios tipos
de mucinas em seres humanos que geralmente incluem MUC-1, MUC-2, MUC-3, MUC-4,
MUC-5, MUC 5AB E MUC-5C(GILGER, 2008).A mucina também permite o espalhamento do
filme lacrimal na superficie ocular e protege a superficie ocular de micro traumas e age como
uma barreira contra patdgenos, pois quando o animal tem uma deficiéncia de mucina,



contaminantes apolares ligam-se ao epitélio o que acentua problemas e aumenta o risco de
infec¢do( JONHSON et al., 2004).A producdo de mucina acontece nas células caliciformes da
conjuntiva bulbar e a secre¢dao por estimulos sensoriais simpaticos e parassimpaticos na cornea
e conjuntiva( PICKETT et al., 2013).

A sindrome do olho seco ¢ uma desordem ocular comum em humanos e em caes, € sua
incidéncia nessa espécie chega a aproximadamente 1-4%(WILLIANS; MANN, 2013).
Ceratoconjuntivite seca (CCS) ¢ uma deficiéncia da camada aquosa do filme lacrimal pré-
corneal HENDRIX et al.,2011) ou da excessiva evaporagao, sendo este segundo um déficit
qualitativo(FOULKS, 2013). Os sinais clinicos em caes com CCS incluem secre¢do ocular
mucopurulenta, conjuntivite, ceratite, ¢ blefarospasmo(HENDRIX et al.,2011). Em Humanos
com esta afeccdo existe pouca capacidade de reserva para compensar qualquer aumento da
evaporagdo ¢ em casos de olho seco mais grave toda a producdo da lagrima deve ser perdida por
este processo.

Dentre as causas de CCS canina, a destrui¢do da glandula lacrimal por mecanismo

imunomediado ¢ a mais prevalente, mas pode também decorrer de endocrinopatias como
diabetes mellitus, hiperadrenocorticismo, hipotireoidismo, medicamentos como sulfas, opidides
ou ainda resultado de déficits neurologicos, infecg¢des, e por iatrogenia(CHANDLER et al,
2013). Caes com CCS apresentam um teste lacrimal de Schirmer(TLS) menor do que 10
mm/minuto, e os cies gravemente afetados tém frequentemente um resultado de zero mm/min
(HENDRIX et al.,2011).

A avaliagcdo qualitativa é realizada por meio do teste de ruptura do filme lacrimal,
visibilizada por meio de um exame com lampada de fenda e luz de cobalto até o aparecimento
dos primeiros spots enegrecidos sobre a superficie corneal(PENG et al.,2013).

Além do teste lacrimal de Schirmer e o tempo de ruptura do filme lacrimal, a coloragao
da superficie ocular com rosa bengala ou lissamina verde demonstram regides desprovidas da
cobertura do filme lacrimal, indicando instabilidade do mesmo. Corroborando para avaliagdo da
superficie ocular em pacientes com suspeita ou com diagndstico confirmado de olho seco, a
avaliacdo qualitativa da lagrima pode ser feita pela citologia conjuntival de impressao, analise do
perfil protéico do filme lacrimal, mensuracdo da osmolaridade da lagrima e o teste de

cristalizagdo do filme lacrimal(FELBERG et al., 2008).

O teste de cristalizacdo da lagrima se baseia no principio de que a lagrima, quando seca,
apresenta cristalizacdo de alguns de seus componentes, que assumem formatos variados,
lembrando “folhas de samambaia”. Rolando(1984) classificou os achados em quatro grupos
distintos, de acordo com a presenca e exuberancia destas folhas, sendo que os padrdes
encontrados se diferem entre as lagrimas de individuos normais e com deficiéncias lacrimais. O
teste de Cristalizagdo foi inicialmente usado na medicina para determinar periodo de ovulagao
em mulheres avaliando caracteristicas dos cristais no muco da cervix( EVANS et al,, 2009).
Sendo a cristaliza¢ um fendmeno conhecido em outros fluidos corporais como humor aquoso,

saliva, liquor(HORWATH et al., 2001).



No padrao de Cristalizacao do tipo I, as estruturas se apresentam uniformes sem espagos
entre as ramificagdes; no tipo II, pequenos espacos comecam a aparecer, mas ainda estdo
presentes as ramificagdes; no tipo III, ha grandes espacos presentes com ramificagdes pobres, e
no tipo IV, o fendomeno de cristalizagao esta ausente( HORWATH et al, 2001).

Uma grande variedade de estudos foi publicada, nos tltimos anos utilizando o teste de
cristalizacdo em pacientes com as mais diversas afeccoes(FELBERG et al., 2008). Entretanto,

este teste ndo fora, ainda, conduzido nas diferentes espécies animais.

OBJETIVOS

Objetivou-se, por meio deste estudo, padronizar a técnica do Teste de Cristalizacdo da
Lagrima em caes higidos e avaliar diferencas nos padrdes de cristalizagdo em grupos com
diferentes idades e, correlacionar os valores com a temperatura e umidade relativa.

Apesar do grande nimero de publicagdes em oftalmologia humana, o uso do Teste da
Cristalizagdo da Lagrima ainda ndo fora realizado e descrito em cades previamente a este estudo.

Verificou-se, aqui, a reprodutibilidade dos padrdes descritos por Rolando(1984).



MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Servico de Oftalmologia Veterinaria da Universidade de
Brasilia com utilizagdo de 45 cées clinicamente higidos (90 olhos), de diferentes racgas( tabela 1),
sendo vinte machos e vinte e cinco fémeas, com idade variando de 06 meses a 14 anos. O projeto
foi aprovado pelo comite de ética no uso de animais e realizado no period de Janeiro a Outubro

de 2013.

Tabela 1- Racas avaliadas

Raca Quantidade
Boxer 3
Cocker Spaniel Inglés 5
Golden Retriever 2
Lhasa Apso 5
Pinscher 2
Poodle 3
Pug 1
Scotish Terrier 1
Schnauzer Miniatura 1
Shih Tzu 2
SRD 15
Sptiz Alemao 1
Yorkshire Terrier 3

Os animais foram separados em trés grupos, de acordo com a faixa etaria. O Grupo 1 era
composto de cdes com idade entre 06 meses até 02 anos; o Grupo 2 com caes entre 03 anos ¢ 5
anos ¢ o Grupo 3 entre 6 anos até 14 anos.

Os animais foram submetidos a semiotécnica oftalmica de rotina com mensuracdao dos
reflexos pupilares, teste da lagrima de Schirmer (Teste de Schirmer®, Ophthalmos Formulas, Sdo
Paulo, SP, Brasil), teste da fluoresceina (Fluoresceina Strips®, Ophthalmos Formulas, Sdo Paulo,

SP, Brasil), biomicroscopia com lampada em fenda (Kowa-SL®; Kowa, Tokyo, Japan),



tonometria de aplanagdo (TonometroTonoPen — XL®; MedtronicSolon, Jacksonville, FL,

EUA) e fundoscopia indireta (Heine — Omega 200%; Heine Quality, Alemanha).

O Teste da lagrima de Schirmer foi realizado com a tira de papel especifica no saco
conjuntival inferior, deixando-a durante 1 minuto em cada olho, para medir a produgao
quantitativa da lagrima e seguindo como padrdes os valores entre 15 a 30 mm/ min, para serem
incluidos no estudo. O teste de Ruptura do Filme Lacrimal( Break up Time), foi realizado com a
fita de Fluoresceina, colocada na regido da conjuntiva bulbar e, apés o mecanismo de piscar, o
filme se espalha sobre a cornea onde era contado em segundos até o surgimento dos spots
enegrecidos.

Os animais considerados higidos foram submetidos a coleta lacrimal para posterior
avaliacdo do perfil de cristalizagao.

A lagrima foi coletada com tubo microcapilar do férnice conjuntival inferior do olho
direito e esquerdo, sem nenhum tipo de estimulo local (Figura 1), sendo coletado uma mesma
quantidade de todos os animais,0 equivalente a 3 mm medido no tubo de microcapilar onde a
lagrima penetra por capilaridade. Apos coleta, a lagrima foi depositada sobre uma lamina de
vidro, deixando-a secar por dez minutos sob temperatura e umidade aferidas com o uso do
aparelho de Termo-Higrometro(Incoterm- industria de termometros, modelo 7666.02.0.00).
Seguiu-se avaliacdo da amostra lacrimal por microscopia de luz(Microscopio Diagtech, modelo
XJS 900T, Diaghtech Comércio e importagdo LTDA) em aumento de 10 e 40 x. As amostras
foram fotografadas com uma camera( Sony IS 300, 3 Mega Pixels) acoplada ao microscopio com
a utilizagdo do programa View7 para posterior avaliacdo e classificagdo. Em cada cristalizagao
foram retiradas trés fotos: uma mais na margem; a segunda na regido de transi¢dao e uma terceira
mais central.

Posteriormente os animais foram classificados de acordo com o descrito por Rolando em
trés padroes de cristalizacdo, sendo: Tipo I, Tipo II, Tipo III e Tipo IV por trés avaliadores
diferentes seguindo como base os padrdes estabelecidos por Rolando( 1984). A Classificagdao
entre os avaliadores foi feita de forma separada, para que, a opinido de um ndo influenciasse a
opinido do outro.

Os testes estatisticos utilizados foram a curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
pois permite estudar a variacdo da sensibilidade e especificidade para diferentes valores e o
coeficiente de concordincia KAPPA que mediu a intensidade de concordancia entre trés

avaliadores.



RESULTADOS

Para a classificagdo foram estabelecidos quatro padrdes de acordo com o modelo
estabelecido por Rolando( 1984) porem ndo se observou o padrdo do tipo quatro devido os
animais serem higidos e ndo apresentarem alteracdes.

Apesar da higidez dos animais o padrdo de cristalizagdo predominante nos trés grupos
avaliados foi o do tipo 11(56,29%),seguido pelo tipo I11(28,13%) e por ultimo o tipo I, nos
olhos direito e esquerdo(15.55%).

As fotos retiradas em microscopio de luz com o aumento de 40 vezes ndao foram
significativas para o estudo pois o campo observado se mostra muito restrito e impede dessa

forma a classificacao das cristalizagdes.

Tabela 2- Padroes de Cristaliza¢do Grupo 1

GRUPO 1 OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
TIPO I 6,66% 2,22%

TIPO II 64,44% 60%

TIPO IIT 28,9% 37,77%

Tabela 3-Padroes de Cristalizacio Grupo 2

GRUPO 2 OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
TIPO I 33,33% 3,11%
TIPO 11 51,11% 42,22%
TIPO 111 15,56% 26,67%

Tabela 4- Padroes de Cristaliza¢do Grupo 3

GRUPO 3 OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
TIPO I 8,89% 11,11%
TIPO II 57,78% 62,22%

TIPO IIT 33,33% 26,67%




Tabela 5- Valores encontrados Grupo 1

Animal Raga Idade  Schirmer  Schirmer  BUT BUT Temperatura Temperatura Umidade Umidade
oD OE oD OE oD OE oD OE

2 Yorkshire 1,5 25 25 20 22 24.5°C 24.5°C 43% 43%

1,3

8 SRD 15 17 23 13 16 24.8°C 24.8°C 42% 42%

12 LhasaApso 06 23 19 14 13 23.1°C 23.1°C 61% 61%
meses

14 Boxer 1 30 28 14 13 26.3°C 26.3°C 31% 31%

Tabela 6- Valores encontrados no Grupo 2

Animal Raca Idade  Schirmer Schirme  BUT BUT Temperatura Temperatura Umidade Umidade
E D E oD, OE oD E

2 SRD 3 28 25 23 29.1°C 29.1°C 44% 44%

4 Cockﬁ;gfaaniel 5 30 28 13 11 28.1°C 28.1°C 50% 50%

6 CockeSpaniel 4 31 30 16 14 28.1°C 28.2°C 49% 49%
Inglés

8 YorkshireTerrier 4 26 20 14 16 24.8°C 24.8°C 64% 64%

10 LhasaApso 5 28 30 20 18 26.4°C 26.4°C 60% 60%

12 SRD 3 24 26 12 15 26.3°C 26.3°C 31% 31%

14 Golden 4 24 25 22 22 26.3°C 26.2°C 33% 32%
Retriever



Tabela 7- Valores encontrados no Grupo 3

Animal Raca Idade  Schirmer Schirme  BUT BUT Temperatura Temperatura Umidade Umidade
oD OE oD OE oD OE oD OE
% S = = = - - L e e e
Miniatura
2 Pinscher 10 24 20 16 14 24.5°c 24.5°c 43% 43%
3 LhasaApso 6 20 22 14 17 25.7°c 25.7°c 47% 47%
4 PoodleToy 11 12 21 9 23 25.4°c 25.4°c 55% 55%
5 Pinscher 12 26 25 19 14 25.4°c 25.4°c 56% 56%
6 Spitz Alemao 13 23 25 18 22 25.3°c 25.3°c 43% 43%
7 ShihTzu 8 28 27 23 21 25.3°c 25.3°c 44% 44%
8 SRD 10 26 23 18 20 24.3°c 24.3°c 46% 46%
9 SRD 6 17 22 17 20 24.3°c 24.3°c 45% 45%
10 SRD 7 23 25 14 13 24.3°c 24.3°c 46% 46%
11 SRD 12 21 29 13 11 24.6°c 24.6°c 46% 46%
12 Cocker 6 26 28 18 17 27.8°c 28.3°c 49% 50%
Spanielingles
13 ocker 14 26 24 14 16 28.4°c 28.1°c 49% 49%
paniel
Ingles
14 Pug 8 24 26 13 13 23.6°c 23.1°c 61% 61%
15 LhasaApso 6 30 31 15 17 26.1°c 26.3°c 66% 66%

Figura 1- Coleta da lagrima do fornice conjuntival inferior de um cio da raca
Cocker Spaniel Inglés



Figura 2-Tipo 1

Figura 3- Tipo I

Figuras 2 e 3. Padrio de cristalizacao tipo I, com cristalizacio uniforme, abundante
ramificacdo auséncia de espacamento entre os cristais. Fotografia em aumento de 10x,
microscopia de luz.



Figura 4- Tipo 11

Figura 5- Tipo 11

Figuras 4 e 5. Padrio de cristalizagdo tipo II, com formac¢ao completa dos cristais , porém
com espacamento entre eles.



Figura 6- Tipo 111

Figura 7- Tipo 111

Figura 6 e 7. Padrao de cristalizacao tipo III, com formacio de raros cristais, muitas vezes
incompletos e sem ramificacoes, além de presenca abundante de espacamento entre eles.
Fotografia em aumento de 10x , microscopia de luz.



Para avaliagdo estatistica dos valores obtidos no experimento foram utilizadas as médias
dos valores do Teste Lacrimal de Schirmer, do tempo de ruptura do filme lacrimal, da
temperatura ambiente no momento da coleta de amostras e Umidade relativa do ar. Foi avaliado

o coeficiente de concordancia Kappa , Odds Ratio e a Curva ROC.

Foi observada uma maior concordancia entre o observador 3, comparando olho direito
com o olho esquerdo, e a menor concordancia foi ,entre o observador 2 no olho direito e
observador 3 no olho direito.

Tabela 8- Coenficiente de concordancia Kappa, Erro padrio entre os 3 observadores
nos padroes de cristalizaco.

Observador Observador Kappa Erro Padrao
Obs 1 OD Obs 1 OE 0,6197 0,1143
Obs 2 OD Obs 2 OE 0,4578 0,1159
Obs 3 OD Obs 3 OE 0,6241 0,1045
Obs 1 OD Obs 2 OD 0,3888 0,1223
Obs 1 OD Obs 3 OD 0,514 0,116
Obs 2 OD Obs 3 OD 0,2905 0,122
Obs 1 OE Obs 2 OE 0,4602 0,1191
Obs 1 OE Obs 2 OE 0,4987 0,1121
Obs 1 OE Obs 3 OE 0,5267 0,1092

Coeficiente Kappa

Kappa
Erro padrao

95% limite de confianga
superior
95% limite de confianga
inferior

0,6197
0,1143
0,3957

0,8437

Teste de HO: Kappa =0

Erro padrao sobre HO
V4

Um olho Pr>Z

Dois olhos Pr>|Z|

0,1176

5,268
<.0001
<.0001

Coeficiente Kappa Pesado

Kappa
Erro padrao

95% limite de confianga
superior
95% limite de confianga
inferior

0,618
0,1208
0,3812

0,8548

Tamanho da amostra = 45 caes

Tabela 9- Observador 1 para olho Direito e Esquerdo



Tabela 10- Observador 2 para olho Direito e Esquerdo

Coeficiente Kappa

Kappa 0,4578
Erro Padrio 0,1159
95% Limite de confianga 0,2307
inferior
95% limite de confianga 0,6849
superior

Test of HO: Kappa =0

Erro padrao sobre HO 0,1067
V4 4,2912
Um olho Pr>Z <.0001
Dois olhos Pr > |Z] <.0001

Coeficiente Kappa Pesado

Kappa 0,5436
Erro padrao 0,101
95%Limite de confianga 0,3456
inferior
95% Limite de confianga 0,7416
superior

Tamanho da amostra = 45 caes

Tabela 11- Observador 3 para olho Esquerdo e Direito

Coeficiente KAPPA

Kappa 0,6241
Erro padrao 0,1045
95% Limite de confianga 0,4192
superior

95% Limite de confianga 0,8289
inferior

Teste de HO: Kappa =10

Erro padrao sobre HO 0,1109
Z 5,6296
Um olho Pr>Z <.0001
Dois olhos Pr> |Z| <.0001

Peso do coeficiente Kappa

Peso Kappa 0,6426
Erro padrao 0,1048
95% Limite de confianca 0,4373
superior
95% Limite de confianga 0,8479
inferior

Tamanho da amostra = 45 caes



O efeito da temperatura foi significativo no olho direito como explicado no grafico a seguir

seguindo como base o padrdao 1 como o ideal para a cristalizagao

ROC Curve for Selected Model
Area Underthe Curve =0.7251

1.00 /—/f

0.75

0.50 /
0.25 /f

0.00 ~
0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Specificity

Sensitivity

Figura 8- Efeito da Temperatura sobre o olho direito.

A relagdao do Teste lacrimal de Schirmer com um padrdo ideal de cristalizagao, nao foi

significativa para o estudo no olho direito, mas foi significativa no esquerdo como demonstrado

nas figuras abaixo:

24

Figura 9- Efeito da Temperatura sobre o olho esquerdo.
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Sensitivity
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ROC Curve for Selected Model
Area Underthe Curve = 0.7464

—

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Figura 10- Efeito da temperatura sobre o olho equerdo

Foi observado nos trés grupos testados que, quanto maior a temperatura no olho

direito menor a probabilidade de encontrar um padrao de cristalizacdo do tipo 1, que seria o
ideal. No olho esquerdo esses valores ndo foram tao significativos.

Figura 11- Efeito
direito.
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da temperatura sobre o padriao de cristalizacio ideal para o olho



Predicted Probabilities for SHIE=1 with 95% Confidence Limits
At Grp=2
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Figura 12- Efeito da temperatura sobre o padriao de cristalizacao ideal para o olho esquerdo

Temperatura do olho direito e esquerdo

A temperatura foi mais significativa no olho esquerdo do que no olho direito como demonstra a

figura abaixo.

Odds Ratios with 95% Wald Confidence Limits

TempOD | b—8—

Grp t - |

05 1.0 1.5 20
Cdds Ratio

Figura 13- Temperatura Olho Direito



Odds Ratios with 95% Wald Confidence Limits

TempOE [ — e |

05 1.0 15 20
Cdds Ratio

Figura 14- Temperatura Olho esquerdo

DISCUSSAO

Os valores do teste lacrimal de Schirmer encontraram-se dentro dos valores de
normalidade para a espécie no grupo 1 e 3 ( 22.3 e 24.0 mm/min), porém apresentaram média
superior de 26.0 mm/min no grupo 2, as quais foram descritas por Martin et al.(2010) ,
Barabino et al. (2004) e Saito et al. (2001).

A facilidade para a realizacao do teste foi um dos fatores observados, ja que os caes nao
apresentaram relutancia as coletas e as amostras foram coletadas cuidadosamente, observando
sempre as extremidades dos capilares, pois estes podem apresentar falhas de continuidade. Tais
achados também foram citados por Felberg et al. (2008), que realizou o teste em humanos e
relatou acidentes relacionados a técnica de coleta de lagrima para o exame de cristalizagao ou
outras complicagdes relacionadas ao método.

Os animais avaliados nesta pesquisa apresentaram um padrao predominante de
cristalizacao do tipo II, considerado de boa qualidade lacrimal para humanos, o que ¢ esperado,

mas ndo o ideal, trabalhando-se com animais higidos e sem alteracdes oculares prévias,



qualidade confirmada pelos valores do teste lacrimal de Schirmer e avaliagdo da superficie

ocular (FELBERG, et al., 2008).

Apesar da classificacdo do tipo de cristalizagdo ser compativel com a de humanos, a
morfologia dos cristais ndo ¢ a mesma entre essas duas espécies. Essa diferenca pode estar
relacionada a estrutura das mucinas como o menor tamanho da cadeia O-Glicano dos caes em
comparagdo a de humanos (ROYLE et al., 2008). Ou mesmo, devido as diferencas nas
concentracoes de sais e a relacdo entre eletrdlitos e macromoléculas como proteinas e
mucopolissacarideos (ROLANDO et al., 1988; HORWATH et al.,, 2001; KOGBE et al.,

1991).Nao foram encontradas diferencas nos padrdes de cristalizagdo nas diferentes faixas

etarias. e acordo com Sweeney et al.(2013) , em humanos com a idade mais avancada, existe
uma menor estabilidade do filme lacrimal devido a véarios fatores, como, a produgao da porcao
lipidica e de mucinas que diminui o tempo de ruptura do filme lacrimal.

As fotos retiradas em microscopio de luz com aumento de 40 vezes ndo foram
significativas para o estudo pois o campo observado se mostra muito restrito e impede desta
forma a classificacao das cristalizagdes .

De acordo com Silva et al.( 2013), a porc¢ao lipidica em neonatos ¢ mais expressiva do
que em adultos, o que € pensado para prevenir uma solugdo aquosa mais delgada, mas nao foram
observadas diferencas significativas quanto aos padrdes de cristalizacdo entre as trés faixas
etarias estudadas, visto que o animal mais novo do estudo ja apresentava aos seis meses uma
producao lacrimal fisiologicamente de um cao adulto.

O padrdo de cristaliza¢do foi inicialmente proposto como uma interagdo de eletrolitos,

especialmente sddio e cloreto com as mucinas e proteinas. Estudos demonstraram que o padrao
do tipo I pode se transformar em um padrao do tipo IV com a adi¢do de solucao salina, o que
sugere hiper osmolaridade do filme lacrimal( EVANS et al).

Diferentes padroes de cristalizacdo também estdo relacionados as diferencas na
concentracdo de sal e alteram reagdes entre eletrolitos ¢ macromoléculas( HOWARTH et al,
2001), o que explica que as altera¢des podem se dar por influéncias na qualidade lacrimal.

De acordo com Howarth et al(2001),corpos estranhos no fluido lacrimal, detritos,
produtos cosméticos e fios podem agregar no centro da gota e prejudicar os padrdes, o que
indica que o ambiente da coleta, secagem e observagdo deve ser limpo, assim como um banho

no animal antes da coleta se faz necessario.



CONCLUSAO

O teste demonstrou ser de facil execugdo, baixo custo e de facil classificacdo podendo ser
aplicada na rotina oftalmologica veterinaria como um teste de triagem importante para a
sindrome do olho seco em cdes e outras afec¢des oculares relacionadas a deficiéncia qualitativa
da lagrima.

Nao foram observadas diferencas nos padrdes de cristalizacdo entre diferentes faixas
etarias e entre machos e fémeas. Também nao houve relagao entre os valores do teste lacrimal de
Schirmer em relacdo as classificagdes da cristalizagao.

Estudos com camaras climaticas seriam interessantes para mensurar a secagem da
lagrima e verificar diferencas entre temperaturas no momento da cristalizacio e estudos se fazem
necessarios em animais com ceratoconjuntivite seca de forma a avaliar as diferengas nos padrdes

de cristalizagao.
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