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1.1.INTRODUCAO

O agronegocio ¢ um dos pilares da economia brasileira, como constatado pelo
produto interno bruto (PIB) (MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO, 2021). A cadeia
4produtiva de pequenos ruminantes brasileira sofreu diversos desafios de desempenho
econdmico, diante do fato de que grande parte dos produtores sdo de pequeno porte e/ou da
agropecuaria familiar, especialmente nas regides do Nordeste brasileiro. A despeito disto, a
partir de 2012 conseguiu obter crescimento em escalabilidade de produgdo, com produtividade
e sustentabilidade (GASQUES et al., 2012; SOUSA FILHO; BONFIM, 2013; BRASIL, 2017,
FAO, 2018; JANK; ZERBINI; CLEAVER, 2018; MONTEIRO; BRISOLA; VIEIRA FILHO,
2021). Em 2019 a Pesquisa da Pecuaria Municipal (PPM), realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), estimou que o rebanho brasileiro de ovinos totalizava cerca
de 19,7 milhdes de animais, com previsdo de crescimento para 21 milhdes em 2023 e
alcangando 21,8 milhdes em 2024, com grande prevaléncia na regido Nordeste do pais, seguida
da regido Sul e Centro-Oeste (IBGE, 2025). Atribui-se a regido Centro-Oeste 5% do rebanho
ovino brasileiro, com cerca de um milhdo de animais (MAGALHAES et al., 2020), sendo uma

espécie cuja importancia econdmica vem merecendo destaque.

O bem-estar animal tém ganho destaque na Medicina Veterinaria, tanto por
questdes éticas quanto por questdes zootécnicas e de produtividade dos rebanhos (HUBER,
2024). Apesar da discussdo de que ruminantes ndo necessitam de uma excelente visdo como
outras espécies para exercer seu comportamento natural, ¢ evidente que afeccdes oculares
repercutem negativamente em seu bem-estar e saude (WILLIAMS, 2010). Animais com baixa
visdo e dor estdo menos predispostos a executar atividades naturais para a espécie, como
alimentacdo e hidratacdo. A presenca de dor, desconforto, estresse e dificuldade de alimentacao
ndo devem estar presentes quando discutimos o bem-estar animal, de acordo com as “Cinco
Liberdades” definidas pelo Comité de Bem-Estar Animal de Animais de Produgdo, ou Farm
Animal Welfare Committee — FAWC, ainda que o bem-estar ndo deva se limitar a capacidade
de executar atividades naturais, ja que isso ndo reflete em sua totalidade a saude e fungdes
metabolicas de um animal saudavel (FAW CONCIL, 2009; WILLIAMS, 2010;
MCCAUSLAND, 2014; HUBER, 2024).

A disfun¢ao dos tecidos que compdem o aparato visual pode levar a

consequéncias econdmicas notaveis. Desde disfun¢des do filme lacrimal pré-corneano (FLPC),
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da conjuntiva e de suas células caliciformes que protegem a superficie ocular (SO) de agentes
infecciosos e fisicos, até os efeitos do clima podem afetar toda a sua dinamica (GIPSON, 2016).
A ceratoconjuntivite infecciosa (CCI), por exemplo, causada comumente por Mycoplasma
conjuntivae € Moraxella ovis, ¢ amplamente relatada em ovinos e causa diversos impactos
econdmicos, como perda de peso, ja que a dificuldade visual e fotofobia tornam a alimentagao
dificultosa (NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008; SAGLAM et al., 2018; WILLIAMS et al.,
2019; GULAYDIN et al., 2024). A perda de peso e cegueira parcial ou completa pode levar a
reducdo da habilidade materna, menor conversdo alimentar, custos com medicagdes ¢
investimento de tempo e manejo para a conclusdo do tratamento (AITKEN, 2007; CHAVES;
LIMA; AMARAL, 2008; WILLIAMS et al., 2019; GULAYDIN et al., 2024). Dessa forma,
fica clara a importancia do entendimento da dindmica do FLPC de animais de produgdo e sua
associagdo com o bem-estar e sua conversao em altas taxas de produtividade, essencial para o

equilibrio da cadeia de pequenos ruminantes no Brasil.

1.1.1. OBJETIVO

Objetivou-se descrever o Teste de Cristalizagdo do Filme Lacrimal (TCFL) ou
“Tear Ferning Test” em ovinos, relacionando-o com as condi¢des de temperatura e umidade
do Centro-Oeste brasileiro, a idade dos animais, e comparando as escalas Rolando e Masmali
em associacdo com a analise estereologica digital do software STEPanizer®. Além disso,
objetivou-se correlacionar o TCFL com as caracteristicas histoldgicas da conjuntiva ocular

como avaliacao do infiltrado celular e a contagem de células caliciformes.

1.2.REVISAO DE LITERATURA
FILME LACRIMAL PRE-CORNEANO E SUA DINAMICA

A superficie ocular (SO) ¢ composta por diversas estruturas que, em perfeito
equilibrio, desempenham a manutencdo da satde da cornea, palpebras, conjuntiva, terceira
palpebra e sistema lacrimal (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021a). O filme lacrimal
pré-corneano (FLPC), componente essencial da SO, ¢ produzido pelas glandulas lacrimais
principais e acessorias, células caliciformes da conjuntiva e pelas glandulas de Meibomio, estas
localizadas no tarso palpebral inferior e superior (HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021). A
qualidade do FLPC repercute na satde das estruturas que compdem o olho, possibilitando um

meio refrativo eficaz e conforto para o animal.

O FLPC ¢ didaticamente dividido em trés camadas: lipidica, aquosa e mucosa,

sendo as duas Ultimas entendidas como uma unica camada por muitos autores por sua intensa
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integracdao, denominada mucoaquosa (WILLCOX et al., 2017; BAUDOUIN et al., 2019;
HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021; GOLDEN et al., 2025). A camada mais externa, a
lipidica, fica em contato direto com o ar e evita a evaporacdo excessiva, reduz a tensao
superficial e proporciona uma maior uniformidade do FL. (MILLER, 1969; CWIKLIK, 2016;
GOLDEN et al., 2025). Ja a camada mucoaquosa, responsavel pela lubrificacdo, nutrigdo e
protecao da SO, ¢ produzida pelas glandulas lacrimais principais, glandula da terceira palpebra
e pelas glandulas conjuntivais, em especial as células caliciformes, que secretam mucinas
(HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021; MANGWANI-MORDANI et al, 2024). A
instabilidade do FLPC, caracterizada pela perda da homeostase, pode levar a sindrome do olho
seco — um termo amplo que engloba diversas disfungdes da SO, gerando uma cascata de
alteragdes e ocasionando o ciclo inflamatério vicioso da sindrome (RHEE; MAH, 2017;

ALMUTLEB et al., 2023; MANGWANI-MORDANI et al., 2024).

Dentre os testes utilizados para avaliar a SO e o FLPC, sdo de maior importancia
o Teste da Lagrima de Schirmer (TLS) para avaliacao quantitativa da lagrima. A avaliagao
qualitativa dispdes de diversos mecanismos de avaliagdo, como o Tempo de Ruptura do Filme
Lacrimal ou “Tear Break Up Time” (TBUT), corantes de rosa bengala e lissamina verde,
meibometria, meibografia, interferometria, citologia e biopsia de células caliciformes da
conjuntiva, e Teste de Cristalizagdo do Filme Lacrimal (TCFL) (MANGWANI-MORDANI et
al., 2024).

O TCFL ¢ um teste rapido, de baixo custo e de alta sensibilidade, especificidade
e repetibilidade em humanos, sendo seu uso predominante para diagnostico de olho seco
ocasionado pela Sindrome de Sjogren e avaliacdo do filme lacrimal (FL) em pacientes que
fazem o uso de lentes de contato (FELBERG et al., 2008; MASMALI et al., 2015b). O teste ja
foi descrito em cdes (ORIA et al., 2018), gatos (VELOSO et al., 2020), equinos (SILVA et al.,
2016), coelhos (LANTYER-ARAUIJO et al., 2020), macacos-prego (RAPOSO et al., 2018),
além de outras espécies como de passaros e répteis (ORIA et al., 2020). A adigio de eletrolitos
no FL de ovinos ja foi descrita, sendo observada uma melhora nos padrdes de cristalizacao,
especialmente apds a adicdo de solugdes de cloreto de célcio, cloreto de magnésio
hexahidratado e de di-hidrogenofosfato de sodio, além da observacao de pouca melhora nos
padrdes apods a adigcdo de solucdo de cloreto de sodio. (FAGEHI et al., 2021), entretanto a
graduacdo nas escalas Rolando (1984) e Masmali (2014) associadas ao STEPanizer® e
correlagdo com a analise histoldgica da conjuntiva ¢ descrita de forma pioneira para a espécie

neste estudo
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TESTE DE CRISTALIZACAO DO FILME LACRIMAL (TCFL)

Observado em 1946 pelo médico grego Georges Papanicolaou, o padrao de
cristalizacdo arboriforme foi inicialmente descrito no muco cervical humano, quando
depositado sobre uma lamina microscopica e deixado para secar em temperatura ambiente,
sendo tais padrdes de cristais posteriormente observados em varios outros fluidos corporais,
como a lagrima (PAPANICOLAOU, 1946; GOLDING; BRENNAN, 1989). Assim, o Teste de
Cristalizagdo do Filme Lacrimal (TCFL) ¢ uma técnica de baixo custo, com alta sensibilidade
e especificidade e rapidamente executada por profissionais treinados (MARAGOU et al., 1996;
PEARCE; TOMLINSON, 2000; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014; MASMALI et al.,
2015b), sendo utilizada na medicina humana para diagnostico de desordens do FL, como a

sindrome do olho seco, e proposta como fator preditivo para a tolerancia e sucesso do uso de

lentes de contato (RAVAZZONI et al., 1998; EVANS; NORTH; PURSLOW, 2009).

Os métodos de coleta de lagrima para a realizacdo do TCFL variam entre si,
desde a aspiracao com pipetas, fitas de TLS, espatulas até tubos capilares, sendo este preferivel
por sua melhor repetibilidade e menor variacdo na quantidade de lagrima coletada (NORN,

1988; GOLDING; BRENNAN, 1989; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014).

O TCFL ¢ avaliado de acordo com a densidade da cristalizagdo gerada. De
acordo com a composi¢cdo do FL e condigdes ambientais como temperatura e umidade, a
cristalizacdo pode se apresentar de diversas formas e em quantidades variadas (GOLDING;
BRENNAN, 1989; HORWATH et al., 2001; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014;
TANG et al., 2020). A classificagdo ¢ feita por meio de escalas, desenvolvidas por Rolando e
Masmali, que graduam a densidade e as caracteristicas das arborizagdes, de forma a diminuir o

grau de subjetividade da classificagio (ROLANDO, 1984; MASMALI et al., 2015a).

A escala proposta por Rolando (1984),para avaliagdo do padrdo de cristalizagao
da lagrima em seres humanos ¢ classificada em tipos que variam de I a IV, sendo os tipos I e II
indicativos de olhos dentro do padrao de normalidade, enquanto III e IV indicam desordens do
FLPC (ROLANDO, 1984). Entretanto, a escala apresenta limitagdes como sobreposicao de
diferentes tipos, como entre o I e II (MASMALI et al.,, 2015a), aumentando o grau de

subjetividade e dificultando a avaliacao.
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A escala Masmali, desenvolvida inicialmente para humanos, foi idealizada com
sete graus de padrdes de cristalizagdo, com boa aceitabilidade entre os avaliadores do estudo.
Entretanto, a andlise estatistica permitiu que os sete graus fossem combinados gerando uma
escala em 5 graus, possibilitando facil distingdo entre todos os graus, maior reprodutibilidade e
menor variagdo entre avaliadores comparativamente a escala de Rolando (MASMALLI;

MURPHY; PURSLOW, 2014).

Os graus da proposta escala Masmali sdo classificados e definidos
respectivamente como: grau 0, cristais com arborizag¢do densa e com intensa ramificagdo, que
ocupam todo o campo; grau 1, cristais densos e ramificados, com poucos espacos livres; grau
2, padrao de cristalizagdo intermedidria, com ramificacdes e maior espaco entre os cristais; grau
3, cristais esparsos € com poucas ou nenhuma ramificacao; grau 4, com presenga de grumos e

muco e a auséncia de cristais (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014).

CONJUNTIVA

A conjuntiva ocular engloba a membrana mucosa das palpebras, da porgao
exposta da esclera, denominada conjuntiva bulbar, e da por¢ao anterior e posterior da membrana
nictitante ou da terceira palpebra (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021b). Possui
epitélio escamoso nao-queratinizado que varia de simples a estratificado, este com maior
intensidade conforme se aproxima das margens palpebrais, e com lamina propria de tecido
conjuntivo frouxo (PUGH et al, 2020; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021b;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023; BANNIER-HELAOUET et al., 2024). O encontro das
porg¢des bulbar e palpebral é denominado férnice conjuntival, variando histologicamente entre
estratificado cuboide a pseudoestratificado colunar (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON,
2021b).

As células caliciformes da conjuntiva (CCs), de morfologia arredondada e
intercaladas com o epitélio conjuntival e se estendendo durante toda a sua espessura (GIPSON,
2016), sdo especializadas e responsaveis pela secrecdo das mucinas do FL, que ficam em
granulos no interior das CCs. Estas mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular e
altamente hidrofilicas, com func¢do de lubrificacdo, reducdo da friccdo durante o ato de piscar,
além de atuarem na defesa imune local, mantendo a saude da SO (SEBBAG et al., 2016; HORI,
2018; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023; LIU et al., 2024). Apesar disso, a compreensdo de
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toda a dindmica das mucinas no FL ainda ndo ¢ totalmente compreendida pela comunidade

cientifica.

A morfologia das CCs depende do seu estagio de secrecdo, sendo que células
com grande quantidade de granulos de mucina e nucleo pequeno sdo classificadas como
maduras, € as com nucleo maior sao imaturas (LIU et al., 2024). As CCs podem estar dispostas
individualmente ou em “clusters ” (KNOP et al., 2012), e tendem a se concentrar em regides
como o fornice conjuntival onde ha acimulo de debris (LIU et al., 2024). A densidade destas
células varia nas diferentes por¢des da conjuntiva de forma espécie-especifica (GIPSON, 2016),
conforme descrito no homem (KESSING, 1968) e caes (MOORE et al., 1987), ambos
apresentando maior densidade de CCs na conjuntiva nasal, além de gatos (SEBBAG et al.,
2016) e equinos (SILVA et al., 2016), também descritos. Entretanto, ainda ndo foi relatada em

ovinos.

STEPANIZER®

O software STEPanizer® ¢ uma ferramenta que permite a aplicagdo de
principios estereologicos em imagens microscopicas € macroscopicas, agregando rigor
quantitativo (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011). A estereologia se baseia na analise
quantitativa tridimensional (3D) de imagens bidimensionais (2D), com o auxilio de
metodologia matemdtica e propriedades geométricas, reduzindo a subjetividade e
imparcialidade inerentes da avaliagdo visual, auxiliando nas estimativas de volumes,
superficies, entre outros, com boa reprodutibilidade e confiabilidade, além de permitir
mensuragdes mais padronizadas e comparaveis entre grupos experimentais (ELIAS; HENNIG;
SCHWARTZ, 1971; TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011; WEST, 2012; MORAES et al.,
2016).

19



CAPITULO 11

20



2.1.1. RESUMO

TESTE DE CRISTALIZACAO DO FILME LACRIMAL EM OVINOS: ANALISE EM
ESCALAS, METODO STEPANIZER® E CORRELACAO COM ACHADOS
HISTOLOGICOS DA CONJUNTIVA

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) ¢ essencial para a homeostase ocular e a sua avaliacao
em animais de producdo, como os ovinos, ainda € pouco explorada. O teste de cristalizacdo do
filme lacrimal (TCFL), ou tear ferning test, ¢ um método simples, ndo invasivo, que reflete as
propriedades fisico-quimicas da lagrima. Este estudo teve como objetivo aplicar o TCFL em
ovinos higidos, utilizando as escalas de Rolando (1984) e Masmali (2014), analise estereoldgica
com o software STEPanizer® e investigar sua associagdo com parametros histologicos da
conjuntiva palpebral. Foram avaliados e incluidos 134 olhos de 67 ovinos adultos submetidos
a coleta de lagrima para TCFL e, posteriormente, analise da conjuntiva palpebral inferior nasal.
A lagrima foi coletada do fornice palpebral inferior e avaliada conforme as escalas
mencionadas. A andlise estereologica quantificou pontos cristalinos usando imagens
padronizadas e o software STEPanizer®. Coletou-se um fragmento da conjuntiva palpebral
para avaliagdo do grau de infiltrado inflamatério e a contagem de células caliciformes (CCs).
Os dados foram analisados por estatistica descritiva, testes de correlacdo de Spearman e
regressao linear simples. Os resultados revelaram forte correlagdo positiva entre as escalas de
Rolando e Masmali (OD: r = 0,922; OE: r = 0,886; p < 0,0001), indicando consisténcia entre
os métodos de avaliagdo do TCFL. Também foi observada correlagdo negativa significativa
entre o nimero de pontos cristalinos no STEPanizer® e o grau de cristalizagao nas duas escalas,
com modelos de regressao bem ajustados. No entanto, ndo houve correlacdo significativa entre
os padrdes de cristalizagdo e os achados histologicos. A correlagdo de Spearman foi fraca e
negativa entre os graus de cristalizacdo e o nimero de CCs (Rolando: r =-0,176; Masmali: r =
—0,059), assim como entre o TCFL e o infiltrado inflamatorio (Rolando: r = —0,024; Masmali:
r = —0,058). O infiltrado inflamatdrio predominante foi do tipo linfocitico leve (83,96% das
amostras). O presente estudo apresenta uma abordagem inédita para a caracterizagao do FLPC
em ovinos, demonstrando a viabilidade do uso do TCFL em associacdo a andlise estereologica
digital e oferecendo subsidios para futuras pesquisas com foco em bem-estar animal e
oftalmologia veterinaria.

Palavras-chave: lagrima, ovinos, teste de cristalizagdo, células caliciformes, infiltrado
inflamatoério, filme lacrimal, stepanizer.
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2.1.2. ABSTRACT

TEAR FERNING TEST IN SHEEP: SCALE-BASED ANALYSIS, STEPANIZER®
METHOD, AND CORRELATION WITH CONJUNCTIVAL HISTOLOGICAL
FINDINGS

The precorneal tear film (PTF) plays a fundamental role in ocular surface homeostasis, yet its
evaluation in production animals, such as sheep, remains poorly explored. The tear ferning test
(TFT) is a simple, non-invasive method that reflects the physicochemical properties of the tear
film. This study aimed to apply the TFT in clinically healthy sheep and investigate its
association with histological parameters of the conjunctiva using Rolando’s (1984) and
Masmali’s (2014) grading scales, stereological analysis via STEPanizer® software, and
histological characterization with hematoxylin—eosin (HE) and periodic acid—Schiff (PAS)
staining. One hundred thirty-four eyes from 67 adult sheep were evaluated and included. Tear
samples were collected and classified by two evaluators using the Rolando and Masmali scales.
Stereological analysis was performed on standardized images to quantify crystalline points
using STEPanizer®. Histological analysis included grading of inflammatory cell infiltration
and counting of goblet cells (GCs). Data were analyzed using descriptive statistics, Spearman’s
correlation, and simple linear regression. A strong positive correlation was found between the
Rolando and Masmali scales (OD: r=0.922; OS: r =0.886; p < 0.0001), indicating consistency
between grading methods. A significant negative correlation was observed between the number
of crystalline points and the tear ferning grades, with well-fitted regression models. However,
no significant correlations were found between ferning patterns and histological parameters.
Spearman's correlation revealed weak negative associations between tear ferning grades and
GC count (Rolando: r = —0.176; Masmali: r = —0.059), as well as with inflammatory infiltrate
(Rolando: r = —0.024; Masmali: r = —0.058). The predominant inflammatory pattern was mild
lymphocytic infiltration, present in 83.96% of samples. The lack of correlation suggests that, in
sheep, tear ferning patterns may not directly reflect histological alterations in the conjunctiva
detectable by routine HE and PAS staining, potentially being more influenced by
physicochemical properties of the tear film and environmental factors. This study presents a
novel approach to PTF characterization in sheep, demonstrating the feasibility of combining
TFT with digital stereological analysis, and offers a foundation for future research in veterinary
ophthalmology and animal welfare.

Keywords: tear film, sheep, tear ferning test, goblet cells, conjunctival inflammation,
stepanizer, ocular surface.
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2.2. INTRODUCAO

O TCFL e suas escalas de classificagao sao amplamente validados em humanos,
e vém sendo explorados nas mais diversas espécies animais (MASMALI et al., 2015a).
Entretanto, sua aplicagdo em ruminantes, especialmente quando combinada com a classificacao
com as escalas Rolando (1984) e Masmali (2014) em associagdo com a analise estereologica e
histologica permanece inexplorada, sendo esta lacuna na literatura cientifica ainda mais intensa

quando tratamos de pequenos ruminantes.

A cristalizacao arboriforme, também classificada como cristalizacdo dendritica,
se assemelha a folha da samambaia (Pteridium aquilinum) ou “fern”, do inglé€s, mas seu padrao
varia de acordo com a composi¢cdo da lagrima (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014).
Para analise do padrdo de cristalizacao, uma gota de lagrima deve ser depositada sobre uma
lamina microscopica. O espalhamento e a cristalizacdo dependem da composi¢do fisico-
quimica do FL: a mucina contribui para a estabilidade e organizacao dos cristais, enquanto
alteragcdes na velocidade da evaporagdo sdo influenciadas pelos lipidios, podendo afetar a
organizagdo do padrio de cristalizagdo (BUCKLEY; WALKER, 1951; GOLDING;
BRENNAN, 1989). E com a evaporagao rapida, a cristalizagao arboriforme tende a se formar
(GOLDING; BRENNAN, 1989). Lagrimas higidas tendem a apresentar um padrao denso de
cristais, enquanto lagrimas com algum grau de disfun¢do do FL apresentam menor densidade
(MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). Portanto, um FL com maiores concentragdes de

muco tende a gerar mais cristais.

Nesse contexto, as CCs desempenham um papel crucial, sendo responsaveis
pela secrecdo de mucinas formadoras de gel, que compdem a camada mucosa do FL, sendo
fundamental para a adequada adesdo da fase aquosa da lagrima e estabilidade do FLPC
(GIPSON, 2004). Uma menor densidade de CCs comprovadamente compromete a estabilidade
do FL, reduz sua estabilidade e¢ favorece a evaporagdo da lagrima, levando a quadros
inflamatorios subclinicos que agravam a satde ocular da SO, resultando em padrdes de
cristalizacdo menos densos e organizados (BARABINO; CHEN; DANA, 2004; CHOI et al.,
2009; GIPSON, 2016; RHEE; MAH, 2017; ALMUTLEB et al., 2023).

Diante da escassez de dados acerca da qualidade do FL em ovinos e da relevancia
deste parametro para o bem-estar animal, objetiva-se analisar e classificar o TCFL de ovinos,

associado a analise estereoldgica e histologica das CCs.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

Animais

Os fatores de exclusdo para o experimento foram patologias oftadlmicas,
patologias clinicas sistémicas e alteracdes de umidade e temperatura que afetaram as amostras
durante a coleta. Dessa forma, um total de 134 olhos (67 animais) foram incluidos nas analises.
Os animais eram mesticos das racas Morada Nova, Santa Inés, Dorper ¢ White Dorper,
provenientes da Fazenda Agua Limpa, da Universidade de Brasilia, Distrito Federal, residindo
em currais cobertos, no Centro de Manejo de Ovinos, diante de condi¢des idénticas de manejo

e alimentacdo, sob temperatura e umidades padrao da regido Centro-Oeste do Brasil.

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da

Universidade de Brasilia (SEI n° 23106.068874/2024-67).
Teste de Cristalizacdo do Filme Lacrimal (TCFL)

A metodologia para coleta do filme lacrimal e a analise do padrio de
cristalizagdo foram realizadas conforme descrito por SILVA et al., 2016 e realizada por um
unico examinador no mesmo ambiente. A coleta se deu no curral onde os animais residem, € a
contengdo do animal foi realizada com o auxilio de um técnico treinado em bretes. A lagrima
foi coletada no menisco lacrimal palpebral inferior com o auxilio de um tubo capilar, em ambos
os olhos. Ato continuo, foi depositada em uma lamina de vidro marcada previamente com um
circulo de 3 milimetros para delimitar a localizagdo e a quantidade a ser despejada na lamina,
acondicionada em uma sala com temperatura e umidade controladas até a secagem. Durante
todo o procedimento de coleta foram registradas temperatura e umidade do ar por meio de

termo-higrometro digital (Incoterm Industria de Termometros Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil).

Posteriormente, as laminas foram analisadas por meio de microscopia de luz com
camera acoplada, para producdo de imagens para andlise. As imagens foram analisadas pelo
programa STEPanizer®, (SILVA et al., 2016). Posteriormente, foram classificadas conforme
as escalas de Rolando e Masmali por 3 avaliadores treinados, de forma individual, (SILVA et

al., 2016). Todas as imagens foram analisadas na magnificacdo de 200x.

O software STEPanizer® ¢ uma ferramenta que permite a aplicagdo de
principios estereologicos em imagens microscopicas € macroscopicas, agregando rigor
quantitativo (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011). A estereologia se baseia na analise

quantitativa tridimensional (3D) de imagens bidimensionais (2D), com o auxilio de
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metodologia matematica e propriedades geométricas, reduzindo a subjetividade (ELIAS;
HENNIG; SCHWARTZ, 1971; TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011; WEST, 2012; MORAES
et al., 2016). Dentro do software, a area sob analise ¢ chamada de area de contagem e ¢
delimitada pelas linhas continuas, também denominadas linhas de inclusdo, e pelas linhas
pontilhadas, ou de proibicdo (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011). As regides que se
encontram fora da area de contagem devem ser ignoradas na analise estereologica. O tipo de
peca de contagem utilizado na analise foi o “point tile” (Figura 1), caracterizado por uma cruz
dentro de um circulo incompleto, que possui a funcao de permitir a identificagdo da estrutura
abaixo da peca (TSCHANZ; BURRI; WEIBEL, 2011). O software dispde 36 pontos
equidistantes sobre a imagem da cristalizagdo. Nas regides onde os pontos coincidiam com um
cristal, especificamente a regido do circulo em volta da cruz, o ponto era contabilizado

positivamente, caso contrario, ndo era contabilizado.

|| COUNTING Window - STEPanizer © stereology tool, Version 1.0 = [m} X

Hit-Table

Key Structure Actual| Tot:
Num 1 _[cristais 0
Num 2 |[Structure 2 0
Num 3 [Structure 3 0
Num 4 |Structure 4 0
0

0

0

0

Num5 |[Structure 5
Num 6 [Structure 6
Num 7 |[Structure 7
Num 8 |[Structure 8

oo |o|o|o[ooooala

Num 9 |Structure 9 0
Mouse [Struct Mouse 36 8
SUM: 36 8
Actual Image: =2
Image: hd
« il I [»]
Info Panel

Status: Opening image with testsystem
Image Count: 2

Image: 670 oe 20x.jpg

Image Path: C:\Users\Aline. DESKTOP-193
ROI side length: 680 Px

[TestSysType: 1,Nr oftiles: 36

<] I | >

Input field
| |
CLEAR | SAVERCLOSE |
EDIT Name Parameter 1
Delete Marks
Toggle
SAVESNEXT

Figura 1. Janela de contagem (“Counting”) do software STEPanizer®. Na imagem analisada,
todas as pecas equidistantes de contagem coincidiram com estruturas de cristais, sendo entdo
contabilizadas e resultando em um valor de densidade de 36/36.

Analise das células caliciformes da conjuntiva palpebral
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A metodologia utilizada para a bidpsia da conjuntiva do fornice conjuntival inferior nasal
também foi realizada conforme descrito por SILVA et al., 2016. As coletas foram realizadas
pelo mesmo examinador em trés dias diferentes dentro de um més, com condi¢des de
temperatura ¢ umidade semelhantes e sempre pela manha, com registro de temperatura e
umidade. Antes da coleta, foi realizada a antissepsia da conjuntiva ocular com solucao de iodo-
povidona a 1%, durante 5 segundos. Entdo, foi instilada uma gota de colirio anestésico
(Cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina 0,1%, Allergan, SP, Brasil), e apds 5
minutos um fragmento de conjuntiva foi coletado com auxilio de pinga e tesoura. As amostras,
com tamanho médio de 2 mm, foram acondicionadas em frascos identificados com solugao de
formalina tamponada 10% e processadas pelo Laboratério de Diagnodstico Patologico
Veterindrio (LDPV) da Universidade de Brasilia. As laminas de tecido foram coradas por
hematoxilina e eosina (HE) e Periodic Acid Schiff (PAS) e posteriormente analisadas por
microscopia. Ainda conforme SILVA et al., 2016, a avaliagdo do corte histoldgico foi realizada
com o aumento de 200 vezes, seguido da contagem das células caliciformes em cinco campos
diferentes e consecutivos em regido de epitélio conjuntival com magnificagdo de 400 vezes.
Posteriormente, o fluido inflamatorio foi analisado e classificado como discreto (1), moderado
(2) e acentuado (3), em cada uma das amostras, além da identificacdo do tipo celular
predominante (SILVA et al., 2016). Ambas as analises foram realizadas por dois examinadores

diferentes, com resultados obtidos a partir da média de cada examinador (SILVA et al., 2016).

Analise Estatistica

Os dados estatisticos foram analisados por meio software Graphpad Prism
(GraphPad Software, versao 10 para Macbook, 2023). A analise de frequéncia foi utilizada para
descrever a distribui¢do dos graus de TCFL nas escalas Rolando (1984) e Masmali (2014), em
ambos os olhos. Foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk em todas as variaveis. O
teste de Wilcoxon foi utilizado para avaliar se houve diferenca estatisticamente significante no
numero de pontos do STEPanizer® entre olho direito (OD) e olho esquerdo (OE). A correlagdo
de Spearman foi utilizada para avaliar a correlagdo do STEPanizer® com os graus das escalas
e para correlacionar as escalas entre si, € a regressao linear foi usada para modelar a relacao do
nimero de pontos do STEPanizer® e o grau de cristalizagdo de ambas as escalas. Todas as

variaveis avaliadas consideraram p<0,05 como estatisticamente significativo.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Um total de 134 olhos de 67 animais foram analisados, totalizando 88% fémeas
e 12% machos, com média de idade de 2 anos ¢ 10 meses (= 1 ano e 11 meses). Os animais

eram mesticos de Morada Nova, Dorper e Santa Inés, sendo estas as ragas mais comuns no

Brasil (MCMANUS et al., 2014).

A escolha de associar a escala Rolando com a escala Masmali deve-se pelo fato
que a ultima se mostrou mais confidvel e com maior reprodutibilidade entre diversos
avaliadores, enquanto aquela ja ¢ uma escala bem estabelecida e utilizada amplamente na
avaliacdo de TCFL de humanos (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014). Além disso, o
uso do STEPanizer® ¢ validado como uma ferramenta valiosa para reduzir a subjetividade de

avaliacdes quantitativas do TCFL (SILVA et al., 2016).

As condi¢des de temperatura ¢ umidade durante as coletas e secagem das
laminas foram de 49,5% de umidade relativa do ar e 21,5°C, estando estes valores dentro do
intervalo descrito como ndo deteriorantes para o padrdo de cristalizagdo (HORWATH et al.,
2001). Ambientes mais quentes podem interferir no padrao de cristalizagao do TCFL, por conta
da evaporagdo acelerada da por¢do aquosa, em associacdo com o aumento da concentragio de
sais, enquanto a umidade alta pode aumentar o tempo de formacdo dos cristais ou at¢ mesmo
impedi-la (HORWATH et al., 2001; SILVA et al., 2016). Dessa forma, a umidade relativa do
ar ndo deve ser superior a 50% e a temperatura deve variar entre 20°C e 26°C (HORWATH et
al., 2001).

Na escala Rolando, os tipos mais frequentemente observados foram I em OD e
IIT em OE. J4 na escala Masmali (2014), houve predominancia do grau 3 em ambos os olhos
(Tabela 1). Atestou-se correlagdo forte e positiva entre as escalas Rolando (1984) e Masmali
(2014) para OD (r = 0,922; p < 0,0001) e OE (r = 0,886; p<0,0001) (Tabela 1), que reforca a
confiabilidade das classificagdes obtidas e valida o uso simultaneo das escalas, considerando
que, na correlagdo de Spearman, coeficientes entre 0,71 e 0,9 sdo correlagdes fortes e > 0,9
muito fortes (MUKAKA, 2012; MIOT, 2018). Por fim, a morfologia dos cristais observados
em ovinos (Figuras 4 e 5) se assemelha ao que foi relatado em cées (ORIA et al., 2018) e gatos

(VELOSO et al., 2020).
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Tabela 1. Comparagdo da frequéncia dos graus de TCFL por olho de acordo com a Escala
Rolando (1984) e Masmali (2014) e correlagao (1) entre as escalas

Classificacao Rolando (1984)

Masmali (2014) Correlacao entre escalas

(r)
Olho direito I 33,33% 0 9,43% 0,922
(OD) (p<0,0001)
II 20,63% 1 23,40%
11 31,75% 2 30,19%
IV 10,94% 3 32,56%
4 425%
Olho esquerdo I 29,63% 0 13,43% 0,886
(OE) (p<0,0001)
I 22,22% 1 16,42%
IIT 35,56% 2 19,40%
IV 12,96% 3 44,78%
4 5,97%
Escala Rolando (1984) Escala Masmali (2014)
IV (10.94%) 0 (9.43%) 4 (4.25%)
1 (33.33%)
% “ 1 (23.40%) 3(32.56%)
=]
g 11 (31.75%)
(=]
II(20.63%) 2 (30.19%)
IV (12.96%) 0 (13.43%) 4 (5.97%)
1 (29.63%)
=]
E 1(16.42%)
&
"; 3 (44.78%)
5 11 (35.56%)
11(22.22%) 2(19.40%)

Figura 2. Distribuicdo das classifica¢des nas escalas Rolando e Masmali, de acordo com olho

direito e olho esquerdo.
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A andlise do TCFL em diferentes espécies domésticas e em humanos ja
evidenciou variagdes interespécies. Na escala Masmali, humanos sem olho seco se encontram
com maior frequéncia no grau 1 (média de 1,5 = 0,57), enquanto individuos com olho seco
foram classificados com maior frequéncia no grau 2 (média de 2,5 = 0,52) (MASMALI et al.,
2015a). Em caes, o Tipo I da escala Rolando (1984) e o grau 1 da escala Masmali (2014) foram
os mais prevalentes ap6s avaliagdo do padrio de cristalizagdo de 90 cies e 180 olhos (ORIA et
al., 2018), sendo os Tipos III e IV mais prevalentes em cdes com ceratoconjuntivite seca
(WILLIAMS; HEWITT, 2017). Em gatos, 50% dos 120 olhos analisados apresentaram o Tipo
I, seguido de 46,6% com o Tipo II e 3,4% com o Tipo III, em contraste com a escala Masmali,
em que 15% dos olhos foram classificados com grau 0, 56,5% com o grau 1, e 28,4% com o
grau 2 (VELOSO et al., 2020). Em equinos, a classificagdo de um total de 60 olhos encontrou
30% classificados como Tipo I, 51,7% como Tipo II, 18,3% como Tipo Il e nenhuma amostra
com o Tipo IV (SILVA et al., 2016), diferindo dos padrdes observados em ovinos. Em ovinos,
a presenca de padrdes tipo III pode sugerir uma condigdo subclinica de instabilidade do filme
lacrimal, mesmo na auséncia de sinais oftdlmicos evidentes. Portanto, sua qualidade inferior de
TCFL, em comparagdo a caes, gatos € equinos, pode estar relacionada a fatores biologicos e

ambientais.

Tabela 2. Correlacao das escalas Rolando (1984) e Masmali (2014) com a mediana de pontos

do STEPanizer®

Escala  Olho Correlacio  Regressao linear (TFT =a +b x R? p-valor
de PONTOS)
Spearman
(r)
Rolando OD -0,862 TFT ROL OD =4,350 — 0,09334 x 0,76  p<0,0001
PONTOS
OE -0,826 TFT ROL OE =4,183 - 0,08317 x  0,6634 p<0,0001
PONTOS
Masmali OD -0,890 TFT MAS OD =4,522 - 0,1124 x 0,83  p<0,0001
PONTOS
OE -0,889 TFT MAS OE =4,337 - 0,1055 x 0,77  p<0,0001
PONTOS
Escalas OD +0,922 - - p<0,0001
OE +0,886 - - p<0,0001
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A analise do STEPanizer® relevou a mediana de pontos de 22.30 (IC 20,00-
24,60) para OD e 20,87 (IC 18,47-23,26) para OE, indicando um comportamento simétrico do
FL, algo esperado considerando que todos os animais incluidos no estudo foram classificados
como higidos. Nao houve diferencga significativa entre olhos para o niumero de pontos de
STEPanizer® (p = 0,2495). Ademais, foi observada correlagdo para OD e OE, na escala
Rolando (1984), entre o nimero de pontos do STEPanizer® e os graus de TCFL (r = - 0,862
para OD er=-0,826 para OE; p <0,0001). Ja na escala Masmali (2014), houve correlagdo entre
o numero de pontos ¢ OD (r = -0,89; p<0,0001) e OE (r = -0,889; p<0,0001), sendo tais
correlagdes consideradas fortes e negativas: quando o nimero de pontos contados no software
era alto, a classificagdo nas escalas deve ser mais proxima dos graus considerados saudaveis e,

portanto, mais baixos, como Rolando Tipo I e Masmali Grau 0.

O modelo de explicacdo fornecido pela regressdo linear, que utilizada para
compreender a relagdo entre a contagem do STEPanizer ® e as escalas visuais, forneceu a
equagdo TFT ROL OD = 4,350 — 0,09334 x PONTOS (Tabela 2) para OD ¢ TFT ROL OE =
4,183 — 0,08317 x PONTOS para OE, na escala Rolando. Para Masmali, a regressao linear
forneceu as equacdes TFT MAS OD =4,522 — 0,1124 x PONTOS (R?=0,83; p<0,0001) e TFT
MAS OE =4,337 - 0,1055 x PONTOS (R?=0,77; p<0,0001) (Figura 3). Os altos valores de
R? indicam que o modelo explica bem a variagdao observada nos graus com base no numero de
pontos do software. Por fim, ndo foi observada relacdo estatisticamente significante entre a
idade e as escalas do TCFL e andlise estereoldgica do STEPanizer® (Figura 4). também

explicou bem a variag¢do observada.
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Step OD

Figura 3. Regressao linear da associacdo entre o nimero de pontos do STEPanizer com
Escala Rolando (1984) em olho direito (A) e esquerdo (B), e a Escala Masmali (2014) em
olho direito (C) e olho esquerdo (D).
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Figura 4. Heatmap das correlacdes entre as escalas Rolando (1984), Masmali (2014), o
nimero de pontos do STEPanizer® e a associacdo com a idade, em olho direito OD (A) e
olho esquerdo — OE (B).
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Figura 5. TCFL de ovinos classificados de acordo com as escalas Rolando (1984) e Masmali,
(2014), respectivamente: (A) tipo I e grau 0; (B) Tipo I e grau 1; (C) Tipo II e grau 2; (D) Tipo
I e grau 3 (E) Tipo IV e grau 4. Magnificacao de 100x.

A influéncia ambiental € um fator bastante relevante para o TCFL, especialmente
umidade relativa do ar e temperatura (HORWATH et al., 2001). A partir das caracteristicas
climaticas da regido do Centro-Oeste brasileiro, caracterizado pelo clima que varia entre seco,
umido e altas temperaturas por diversos meses do ano, ¢ esperado que haja instabilidade do FL.
pela evaporagdo excessiva, prejudicando as defesas imunoldgicas da SO e tornando a cérnea e
conjuntiva locais ideais para a proliferagdo bacteriana (SCHLEGEL; BREHM;
AMSELGRUBER, 2003; BERG et al., 2020; ALMUTLEB et al.,, 2023; KABATA;
TERAUCHI; NAKANO, 2024). E possivel que a associagido da influéncia do clima no FLPC
com a constante exposi¢do a poeira originada das camas dos currais, atuando por friccao

continua e cronica na SO, e o habito de pastagem contribuam negativamente para a estabilidade
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do FL e favorecendo perfil de cristalizagdo menos definido e denso. Além disso, em
comparacao com os resultados obtidos em equinos que também foram expostos ao clima do
Centro-Oeste brasileiro, ¢ possivel supor que as condi¢cdes de manejo e infraestrutura dos
currais de ovinos podem ter representado um desafio ambiental para a dinamica do FL dos
animais analisados. Assim, a sensibilidade do TCFL as variacdes ambientais refor¢a sua
aplicabilidade como ferramenta diagnostica indireta do conforto ocular em contextos climaticos

adversos.

Além do ambiente, ¢ plausivel considerar que diferengas bioldgicas e
metabdlicas do FL dos ovinos, como niveis de lipidios, eletrolitos e mucinas, possam ter
contribuido para as diferengas observadas entre as espécies. Analises comparativas da
composi¢ao proteica do filme lacrimal do homem, bovinos, ovinos e camelos foram realizadas
por SHAMSI et al., 2011, com achados que diferem entre as espécies analisadas: a proteina 1
da camada externa da membrana vitelinica (VMO-1) homologa foi identificada no FL de ovinos
e camelos, mas ndo em humanos e bovinos. Entretanto, componentes como lipocalina,
lisoenzima, lactoferrina, imunoglobulinas e albumina sérica foram comuns nas amostras de
todos os individuos. Os autores especulam que a diferenga na composicao proteica pode se dar
por diferencas fisioldgicas e estruturais da SO, que se desenvolveram evolutivamente pelos
diferentes estimulos ambientais em camelos e ovinos, principalmente para a adaptagao a climas
aridos (SHAMSI et al., 2011). Mais recentemente, ZAHAVI et al. (2025) analisaram a
composi¢ao elementar da lagrima de ovinos por meio da técnica de emissao de raios X induzida
por particulas (PIXE), demonstrando predominancia de cloro e sodio, seguidos por potéssio,
enxofre, fosforo, magnésio e célcio (ZAHAVI et al., 2025). Além disso, foi observada baixa
variabilidade individual e interdiaria, reforcando a estabilidade do FL em condi¢des controladas
(ZAHAVI et al., 2025). Desse modo, ha complementariedade com os achados do presente
estudo, indicando que as varia¢des morfoldgicas dos cristais no TCFL podem estar associadas
a alteragdes na composi¢cdo elementar do FL, influenciadas por fatores ambientais e/ou

fisiologicos (ZAHAVI et al., 2025).
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Figura 6. TCFL de ovino classificado como tipo I e grau 0, de acordo com as escalas Rolando
(1984) e Masmali, (2014), respectivamente. Magnificagcdo 100x.

A idade é amplamente documentada como um fator que influencia a qualidade
do FL em humanos (SHARMA ; HINDMAN, 2014; MICERA et al., 2018) e modelos animais
(MARTINEZ-DE-LA-CASA et al., 2005; CHANG et al., 2021; GONG et al., 2022), sendo a
idade avangada um fator predisponente a alteragdes como reducdo da producdo lacrimal e
diminui¢do das CCs. Ainda que a variavel idade ndo tenha se correlacionado estatisticamente
aos padroes de cristalizagdo neste estudo (Figura 4), a ocorréncia de padrdes insatisfatorios em
animais mais velhos pode sugerir uma tendéncia de instabilidade lacrimal por declinio
fisioldgico associado ao envelhecimento. Tal hipotese deve ser melhor investigada em estudos

com distribui¢do etdria mais ampla.

Nao foi observada correlagdo significativa entre o TCFL e os achados
histolégicos. A correlagdo de Spearman (Tabela 3) demonstrou associacdo fraca e negativa
entre os graus de cristalizacdo de acordo com a escala Rolando (1984) e o numero de CCs (r =
-0,176), bem como com o infiltrado inflamatorio (r = -0,024), que foi classificado em discreto,
moderado e acentuado (Figura 7). Resultados semelhantes foram observados com a escala
Masmali (2014), com correlagdes fracas e negativas tanto com CCs (r = -0,059) quanto com o
infiltrado inflamatério (r = -0,058). Também nao foi observada correlacdo estatisticamente

significativa entre a quantidade de CCs e o infiltrado inflamatorio (r = 0,182). Além disso, foi
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observada predominancia de infiltrado inflamatério linfocitico (Figura 8), totalizando 83,96%
das amostras analisadas, sendo o linfoplasmocitico o segundo mais predominante. Dessa forma,
entende-se que, no modelo estudado, ndo ha associacdo entre o TCFL e as alteracdes
histologicas da conjuntiva palpebral detectaveis pelas coloragdes de rotina HE e PAS.

Tabela 3. Correlagdo de Spearman entre os graus de cristalizagdo pelas escalas Rolando (1984)

e Masmali (2014), células caliciformes (CCs) e infiltrado inflamatorio da conjuntiva palpebral
de ovinos

Comparacio r de Spearman p-valor Significincia
Rolando x Masmali 0,720 <0,0001 Sim
Rolando x CCs -0,176 0,167 Nao
Rolando x Infiltrado inflamatério -0,024 0,849 Nao
Masmali x CCs -0,059 0,644 Nao
Masmali X Infiltrado inflamatorio -0,058 0,652 Nao
CCs x Infiltrado inflamatorio 0,182 0,152 Nio

Figura 7. Cortes histoldgicos conjuntivais classificados de acordo com a intensidade do
infiltrado inflamatério: (A) discreto, (B) moderado, (C) acentuado. Coloracao em HE.
Magnificacdo de 400x.
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Figura 8. Cortes histologicos da conjuntiva, com infiltrado inflamatério moderado (A) e
acentuado (B), respectivamente, ¢ predominantemente linfociticos. Coloragdo em HE e
magnificagao de 400x.

A auséncia de correlagdo significativa entre o0 TCFL e os achados histologicos
da conjuntiva pode ser explicada, em parte, pela intensidade das alteragdes presentes nos
animais avaliados. Em humanos, a populagdo de CCs ¢ capaz de tolerar niveis moderados de
inflamagdao em SO sem perda funcional ou estrutural significativas (MOORE et al., 2011).
Entretanto, a partir de um determinado limiar inflamatorio ha a redu¢ao das CCs em associa¢ao
com hiperosmolaridade lacrimal e comprometimento da homeostase da SO (MOORE et al.,

2011). Dessa forma, sugere-se que a estabilidade do FL pode ser mantida mesmo diante de
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processos inflamatdrios de baixo grau a intermedidrios (MOORE et al., 2011; KOSINA-
HAGYO etal., 2012).

Do ponto de vista fisiopatologico, ¢ possivel que a inflamacdo conjuntival
observada nos ovinos estudados, caracterizada majoritariamente por infiltrado linfocitico
discreto, ndo tenha sido suficientemente intensa ou difusa para alterar a morfologia conjuntival
e a composi¢do do FL a ponto de gerar alteracdes detectaveis pelo TCFL (Figura 9). Ademais,
¢ importante destacar que as coloracdes de rotina utilizadas, HE e PAS, ndo detectam alteragdes
moleculares sutis ou alteragdes na qualidade da secre¢do mucoide das CCs. Uma hipdtese
possivel é a de que a composi¢do bioquimica do FL, especialmente na por¢do das mucinas,
proteinas e sais, tenha sido suficiente para a preservagdo da morfologia dos cristais, mesmo
com leve infiltracdo inflamatoria na conjuntiva. Além disso, a contagem de CCs pode ter sido

subestimada pelo fato de que a coloragdo PAS marca preferencialmente o conteudo mucoso da

célula (Figura 10), fazendo com que células que ja descarregaram seu conteiido possam nao

ter sido contabilizadas (JULIO et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Figura 9. Laminas de um mesmo animal, sendo (A) TCFL, classificado como tipo II na
Escala Rolando e grau 1 na escala Masmali, em magnificagdo de 100x; (B) Corte histologico
de conjuntiva palpebral em coloracdo PAS, com cerca de 53 CCs no referido campo, em
magnificag¢do de 400x.

Tais resultados concordam com os obtidos por Silva et al. (2015) em equinos,
em que ndo houve correlagdo significativa entre TCFL, nimero de CCs e infiltrado celular,
além do TLS. Esses achados também sdo corroborados por Orié et al. (2018), que apos analisar
olhos de 180 caes higidos, ndo encontrou correlacdo significativa entre o TLS e os padrdes
TCFL de acordo com ambas escalas, Rolando (1984) e Masmali (2014). Além disso, os autores

destacam que o TCFL pode ser sensivel ao contetudo fisico-quimico do FL e a varidveis
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ambientais sem necessariamente refletir alteragdes anatomicas da SO (ORIA et al., 2018).
Dessa forma, o presente estudo reforga a hipotese de que o TCFL reflete especialmente aspectos
dindmicos de composicdo do FL, e ndo alteracdes histologicas conjuntivais visiveis por

coloragdes de rotina.

Figura 10. Corte histolégico de conjuntiva palpebral, em coloragdo PAS, com (*) indicando
CCC. Magnificacao de 400x.

Por outro lado, os estudos realizados em humanos contrastam com esses
resultados. Em humanos, a deficiéncia do FL foi relacionada com o aumento da expressao de
interferon-y, reducdo na densidade de CCs na conjuntiva e gravidade de afec¢des conjuntivais
(PFLUGFELDER et al., 2015). Ademais, a hiperosmolaridade do FL quando combinada com
alteragcdoes da SO ou inflamacdo demonstraram alteracdes na densidade das CCs. Portanto,
conclui-se que inflamacdo cronica da conjuntiva se relaciona a reducdo das CCs em humanos
(NORN, 1988; PFLUGFELDER et al., 2015; REN et al., 2024). Levando em consideragdo a
funcdo das mucinas na SO, fica evidente que diminuicao das CCs na conjuntiva predispde a
instabilidade do FLPC, contribuindo com a sindrome do olho seco (LIU et al., 2024). Ademais,
a diminuicdo das CCs ja foi associada ao aumento do nimero de células inflamatorias da
conjuntiva, de forma que o equilibrio na producao de citocinas regula o processo inflamatorio
da sindrome do olho seco e atua na diferenciacdo e homeostase das CCs da conjuntiva,
constituindo um ciclo dindmico e complexo (DE PAIVA et al., 2011; PFLUGFELDER;
CORRALES; DE PAIVA, 2013; GIPSON, 2016).
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Como limitacdes, destaca-se a avaliagdo pontual (e ndo longitudinal) de cada
animal, a auséncia de testes complementares como o TLS e o tempo de ruptura do filme
lacrimal, além da analise ter sido realizada em apenas um periodo do ano, sem distin¢ao entre
olhos clinicamente secos ou ndo secos. A analise histoloégica, por sua vez, ndo incluiu

marcadores imunohistoquimicos nem avaliagdo molecular das mucinas.

2.5. CONCLUSOES

O presente estudo associou, de forma inédita, as escalas de Rolando ¢ Masmali
com a quantificacdo estereoldgica via STEPanizer®, fornecendo dados consistentes e
reprodutiveis sobre a dinamica do filme lacrimal em ovinos. Essa abordagem amplia o escopo
de avaliacdo do teste de cristalizacdo e estabelece um modelo metodolégico replicavel para

futuras investigagdes.

Os resultados reforcam o potencial do teste de cristalizagdo do filme lacrimal
como ferramenta pratica na pesquisa em oftalmologia veterindria e bem-estar animal,
especialmente em condi¢des tropicais. Recomenda-se que estudos futuros explorem diferentes
periodos sazonais, associem métodos bioquimicos e moleculares e estabelecam valores de

referéncia especificos para ovinos em distintas condi¢des de manejo e faixas etarias.
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