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ARTIGO 1

Validacao do programa STEPanizer© stereology tool version 1.0 como ferramenta para

classificacao do teste de cristalizacdo da lagrima em caes!
Luana P.A. Mota?, Concepta C. McManus? e Paula D. Galera?*

RESUMO.-Mota, L. P. A,McManus C.C. & Galera P.D. 2014. Validacdo do programa STEPanizer© stereology
tool version 1.0 como ferramenta para classificacao do teste de cristalizacdo da lagrima em cies 2014.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de
Brasilia, Distrito Federal, Brasilia Campus Universitario Darcy Ribeiro, CEP:70330-050 Brasilia/DF-Brasil. E-
mail: dra.paulagalera@gmail.com

O teste de cristalizagdo da lagrima (TCL) ainda ndo foi padronizado em caes. Este trabalho propde
padroniza-lo e validar o programa STEPanizer © stereology tool version 1.0 como método de classificagdo
complementar para o teste. Foram utilizados 31 cdes (62 olhos), sem predominancia de sexo ou raga, com idade
média de 18,8 + 18.4 meses. Dentre estes, 14 apresentavam a superficie ocular higida e 17 apresentavam
protrusdo unilateral da glandula da terceira palpebra. Foram realizados em todos os cies, testes de rotina para
avaliar a higidez da superficie ocular. O TCL foi classificado de acordo com Rolando (1984) e pelo programa
STEPanizer. Neste, testou-se a avaliagdo com 16, 25, 36, 49, 64, 81 e 100 pontos equidistantes de contagem, no
sistema teste que fica sobreposto a imagem, correlacionando-os com a classificagdo segundo Rolando (1984). Os
dados foram analisados com o software Statistical Analysis System (SAS®). Valores de maior correlagdo (r), p <
0.05, menor erro mean square (MSE) e maior coeficiente de determinacdo (R? ajustado) foram utilizados para
definir o melhor niimero de pontos no STEPanizer. O TCL classificado segundo Rolando (1984) resultou, em
média, tipo II para os animais higidos e tipo III para os animais com protrusido da glandula da terceira palpebra.
A classificacdo do TCL utilizando o STEPanizer mostrou melhor correlagio com a classificacdo de Rolando
quando feita por meio da contagem com 100 pontos equidistantes (r - 0.9; MSE 0.38 e R? ajustado 0.81). A
classificacdo para o TCL utilizando o STEPanizer mostrou-se objetiva e factivel de ser empregada na rotina
clinica, sendo ttil como ferramenta de padronizag¢io para a classificacdo do TCL, feita segundo Rolando (1984).

TERMOS DE INDEXA(;AO: superficie ocular, filme lacrimal, osmolaridade, sistema de teste, protrusdo da glandula
da terceira palpebra, analise estereoldgica.

1 Recebido em .....eeernseeesesennns

Aceito para publicagdo em ........enneeereeenn.
Z Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy
Ribeiro, CEP: 70910-900 Brasilia/DF-Brasil. "Autor para correspondéncia: dra.paulagalera@gmail.com
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ABSTRACT.- Mota, L.P.A,, EMM Lima, C.C. McManus & Galera P.D. 2014 [Validacdo do programa STEPanizer©
stereology tool version 1.0 como ferramenta para classificacio do teste de cristalizacio da lagrima em
caes.] STEPanizer © Stereology tool version 1.0 as a classification tool for Tear Ferning Test in dogs. Brazilian
Journal of Veterinary Research 00 (0): 00- 00. Agronomy and Veterinary Medicine Faculty, Brasilia University,
Federal District, Brasilia Campus Darcy Ribeiro, CEP: 70330-050 Brasilia / DF, Brazil. E-mail:
dra.paulagalera@gmail.com

The tear ferning test (FT) has no standard in dogs. This paper proposes this standardization it and
validation using the STEPanizer © Stereology tool version 1.0 program (STEPanizer) as a complementary
classification method for the test. Thirty one dogs (62 eyes) of no predominant sex or bread, with an average age
of 18.8 + 18.4 months were used. Among these, 14 had a healthy ocular surface and 17 had a unilateral third
eyelid gland protrusion. Routine tests for evaluating the health of the ocular surface were performed on all dogs.
The FT was classified according to Rolando (1984) and by the STEPanizer program. The STEPanizer uses a test
system with equidistant points overlaid on the analyzed image. A total of 16, 25, 36, 49, 64, 81 and 100
equidistant points were evaluated, correlating them with the Rolando (1984) classification. Data were analyzed
with the Statistical Analysis System (SAS®) software. Higher correlation (r) coefficients, p < 0.05, lower mean
square error (MSE) and higher adjusted R? were used to define the best number of points. Healthy animals
showed, on average, FT classification according Rolando (1984) of Type II in healthy animals and Type III in
animals with third eyelid gland protrusion. The FT regression on STEPanizer using 100 equidistant points (r -
0.9; MSE 0.38 and adjusted R? 0.81) showed the highest correlation with Rolando (1984) classification. The FT
classification using STEPanizer proved to be objective and feasible for use in clinical routine, being useful as a
standardized tool for the FT Rolando (1984) classification.

INDEX TERMS: eye, ocular surface, validation, Rolando (1984), test system, third eyelid gland
protrusion.

1 Received ..

Publication acceptance ......neonsenneennes
2 Agronomy and Veterinary Medicine Faculty, Brasilia University, Campus Darcy Ribeiro, CEP: 70910-900
Brasilia / DF, Brazil. * Correspondence author: dra.paulagalera@gmail.com
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INTRODUGAO

A superficie ocular pode ser compreendida como uma Unidade Lacrimal Funcional (ULF), que inclui o
filme lacrimal, as glandulas lacrimais (principal e acessorias, glandulas meibomianas, células caliciformes e todas
as células secretoras da superficie ocular), as vias de escoamento lacrimais, os epitélios da cérnea e da conjuntiva
e as vias nervosas eferentes, aferentes e motoras - todos em harmonia para manutencio do filme lacrimal,
proporcionando protecdo e transparéncia para a cérnea e a integridade da superficie ocular (Baudouin et al.
2013).

Um filme lacrimal pré corneano (FLPC) estavel tem papel vital na manuteng¢io da qualidade visual e na
sanidade da superficie ocular. Portanto, modificagdes do FLPC possuem efeitos diretos no conforto ocular e
visual. A osmolaridade do FLPC tem sido considerada padrido-ouro no diagnéstico da sindrome do olho seco
(Johnson & Murphya 2004).

Estudo recente sobre a avaliacdo da osmolaridade direta do FLPC em humanos mostrou sensibilidade
de 72,8%, especificidade de 92% e valor preditivo positivo de 87%; confirmando sua importancia no diagnéstico
(Benelli et al. 2010).

Apesar de ser util no diagnéstico do olho seco, a afericdo direta da osmolaridade do filme lacrimal
requer instrumentacao especializada, incomum na rotina clinica. O teste de cristalizacao do filme lacrimal (TCL)
é um teste clinico simples, rapido e barato, que pode indicar as propriedades bioquimicas do filme lacrimal, ou
seja, sua osmolaridade indireta (Bitton 2007, Masmali, Murphy & Purslow 2014). Estudos (Horwatha et al. 2001,
Felberg et al. 2008, Mcginnigle S., Naroo S.A. & Eperjesi 2012) mostram que a reacdo de cristalizacdo é causada
por uma intera¢do entre eletrélitos (sais inorganicos) e macromoléculas (proteinas e mucopolissacarideos),
sendo que diferentes padroes de cristalizacdo sdo relacionados a diferenc¢as na concentragdo dos sais e a relagdes
alteradas entre os eletrélitos e as macromoléculas. O TCL, embora utilizado na pratica oftalmolégica em seres
humanos, nido é padronizado para as diversas espécies animais. Rolando (1984) classificou quatro tipos de
cristalizacdo da lagrima humana, de acordo com os padrdes de proximidade e de ramificacdes dos cristais, que
variam entre o tipo I e IV, onde o tipo I indica uma superficie ocular saudavel, que vai sendo deteriorada até o
tipo IV (Masmali, Murphy & Purslow 2014). Como a classificacio do TCL proposta por Rolando (1984) é
subjetiva (Masmali, Murphy & Purslow 2014), sugere-se sua correlacdo com uma classificacio objetiva, baseada
na andlise estereoldgica das imagens da lagrima cristalizada. O programa STEPanizer © stereology tool version
1.0 (STEPanizer) possibilita a classificacdo precisa da ramificacdo dos cristais.

O STEPanizer é um software livre e de facil acesso (www.STEPanizer.com) para ser utilizado como
ferramenta de avaliagdo estereolégica de imagens digitalmente capturadas, tanto as microscépicas (microscopia
de luz, microscopia de varredura a laser e microscopia eletronica de transmissdo), como as macroscépicas
(radiologia, tomografia). O software é compacto e possibilita a criagdo de sistemas de teste sobrepostos a
imagens digitais, permitindo a exportacdo dos dados gerados para programas de planilha, como o Microsoft
Office Excel. Sendo assim, possibilita a conversao dos pontos contados em resultados estatisticamente relevantes
ao estudo em questdo. Logo, foi desenvolvido como ferramenta simples para fornecer a andlise estereolégica
imparcial de imagens digitalmente adquiridas. A maioria dos programas comerciais de analise estereolégica
focam em microscopia de luz, mas o STEPanizer pode ser utilizado com imagens de qualquer fonte, sendo
particularmente util em microscopia eletronica (Tschanz, Burri & Weibel 2011). Dados quantitativos obtidos por
meio da estereologia baseada em imagem podem adicionar informagoes valiosas para estudos realizados em
diversos 6rgios, em especial, quando correlacionados com dados bioquimicos e fisiolégicos funcionais (Tschanz,
Schneider & Knudsen 2014). Como exemplo, o programa tem sido recentemente utilizado para quantificar o
nivel de infeccdo tecidual e a colonizagdo por patégenos em raizes de plantas (Ruiz-Gomez et al. 2012), para
contagem de macréfagos provenientes de lavado bronco-alveolar e de fragmentos ultrafinos de tecido pulmonar
em ratos com doenca pulmonar obstrutiva cronica (Geiser et al. 2013), para quantificar propriedades estruturais
da neve (Riche, Schneebeli & Tschanz 2012), para estimar as caracteristicas mais importantes da vasculatura
cardiaca (Muhlfeld 2014) e para estimar a densidade de esteatose hepatica em ratos (Ornellas et al. 2013,
Oliveira et al. 2014).

Diante da importancia das propriedades do filme lacrimal para a manutenc¢io da integridade ocular
objetivou-se padronizar o teste de cristalizacdo em cdes e validar o programa STEPanizer © stereology tool
version 1.0 como método de classificacdo complementar para o teste.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em pacientes provenientes do Servigo de Oftalmologia e Clinica Cirurgica do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade
de Brasilia. Foram incluidos neste estudo 31 caes (62 olhos), sendo 15 fémeas e 16 machos. Desses, 14
apresentavam a superficie ocular higida, sendo nove cdes sem raga definida (SRD), trés da raca Shih-Tzu, um
Dachshund e um Pinscher. Os 17 animais restantes apresentavam protrusao unilateral da glandula da terceira
palpebra, sendo cinco sem raga definida (SRD) e os demais das seguintes racas: dois Bulldogues Ingleses, quatro


http://www.stepanizer.com/

13

Lhasa Apsos, trés Shih-Tzus, um Maltés, um Dalmata e um Beagle. A idade média dos animais incluidos foi de
18,8 + 18,4 meses. Todos os pacientes foram incluidos mediante aquiescéncia e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos proprietarios. O projeto foi submetido a aprovagio pelo Comité de Etica
no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-IB/UnB), sob o protocolo: UnB-DOC 17776/2012.

Todos os cies foram submetidos ao Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) (Teste de Schirmer Ophthalmos®,
S3do Paulo/SP)(Maggs 2013, Barabinoa, Chena & Dana 2004), ao Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal
(TRFL)(Rorig 2009), ao teste de coloracdo com fluorosceina (FLUO) (Fluoresceina Strips Ophthalmos®, Sao
Paulo/SP) (Mddis & Szalai 2011, Baudouin et al. 2013), a tonometria de aplana¢ido (Tono-pen ® XL Tonometer
Medtronic Solan) e biomicroscopia em lampada de fenda.

Ap6s sua inclusdo no grupo higido, cada animal foi submetido ao TCL em dia diferente ao dos testes
iniciais. A lagrima foi colhida com o auxilio de um tubo microcapilar, a partir do menisco lateral inferior de
ambos os olhos. O contetido do microcapilar foi retirado do mesmo com auxilio de uma seringa agulhada de trés
mililitros, cuidadosamente depositado na superficie de uma lamina de vidro, deixando-se secar a temperatura
ambiente (21°C) por 30 minutos. Ato continuo, a leitura da mesma quanto ao padrao de cristalizacdo foi
realizada com auxilio de um microscépio de luz no aumento de 10x (Rolando 1984).

A classificacdo dos cristais foi realizada por meio de duas andlises, sendo a primeira de acordo com o
proposto por Rolando (1984) (Fig. 1); e a segunda, utilizando-se o STEPanizer. As imagens avaliadas para as duas
classificagdes foram as mesmas.

Para validagdo do sistema de testes do STEPanizer, avaliou-se a melhor contagem entre 16 e 100 pontos.
Assim, foi realizada a contagem dos pontos, para cada imagem, utilizando o sistema teste com 16, 25, 36, 49, 64,
81 e 100 pontos equidistantes.

Cada ponto do sistema de teste é um circulo dividido internamente em quadrantes. Para que a contagem
seja mais sensivel, escolhe-se um determinado quadrante e conta o ponto como positivo se a imagem do cristal
estiver dentro do quadrante escolhido. Neste estudo o quadrante inferior esquerdo foi o escolhido (Fig. 2).

Os dados obtidos foram analisados por meio do software Statistical Analysis System (SAS v.9.3, Cary,
North Carolina). Foi realizada analise de variancia (GLIMMIX) e a correlacdo do TCL classificado de acordo com o
STEPanizer para determinar qual sistema teste (16 a 100 pontos equidistantes) deveria ser utilizado. A relagao
entre o resultado com a melhor quantidade de pontos no sistema teste e a classificagdo segundo Rolando (1984)
foi entdo utilizada para realizar a andlise de varidncia (GLIMMIX), a correlagdo de Spearman e a regressao linear.
Valores de maior correlagdo (r), p < 0.05, menor erro mean square (MSE) e maior coeficiente de determinacdo
(R? ajustado) foram considerados na escolha do melhor niimero de pontos a ser utilizados no STEPanizer.

RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa entre sexo, raca e idade dos animais avaliados. As médias dos valores
de classificagdo do TCL segundo Rolando (1984) foram de 2,10 + 0,91 para os animais higidos, ou seja, tipo II; e
2,85 + 0,70 para os animais com protrusao da glandula da terceira palpebra, ou seja, tipo III.

A melhor correlacdo entre as duas formas de classificacdo do TCL foi a do sistema de teste com 100
pontos equidistantes (r - 0.90) (Quadro 1).

A andlise de varidancia com menor erro (MSE 0.38) e maior coeficiente de determinacdo (R? ajustado
0.81) também foi a do sistema de teste com 100 pontos equidistantes (r - 0.90) (Quadro 2).

Houve alta correlacdo da classificagdo feita pelo proposto por Rolando (1984) e pelo sistema de teste
com 100 pontos equidistantes do STEPanizer (r - 0,92 e p < 0,0001). Assim como, na analise de variancia o erro
foi baixo (MSE 0.14) e o R2 alto (R? ajustado 0.81 e p < 0,0001).

A Regressdo linear do TCL classificado de acordo com Rolando (1984) e com o sistema de teste de 100
pontos do STEPanizer (Quadro 3) possibilitou o estabelecimento da seguinte férmula:

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

DISCUSSAO

Estudos recentes demonstraram uma relacdo significativa entre o aumento da osmolaridade da lagrima e a
gravidade da doenga ocular que leva a sindrome do olho seco, o que reforca a importancia de se avaliar a
osmolaridade do FLPC no exame oftalmico (Mo6dis & Szalai 2011). O TCL é considerado um método de aferi¢ao
indireta da osmolaridade lacrimal. No presente estudo, os resultados do teste classificados de acordo com
Rolando (1984) foram, em média, do Tipo II para cdes sem alteracdes da superficie ocular e, em média, do Tipo
III para animais com protrusao da glandula da terceira palpebra. O valor encontrado para os animais higidos,
corresponde a valor considerado normal para seres humanos (Rolando 1984). Ja o valor encontrado para os
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animais com protrusdo da glandula da terceira palpebra, corresponde a um valor deficiente, comparativamente a
classifica¢ao utilizada para seres humanos (Rolando 1984).

A padronizagao do TCL em seres humanos, desenvolvida por Rolando (1984), ndo fora inicialmente utilizada
como instrumento de classificacdo padrio reprodutivel. Surgiu a partir de observagdes onde os tipos I e II foram
encontrados na maioria dos olhos normais, enquanto que os tipos IIl e IV foram encontrados em pessoas com
ceratoconjuntivite seca (Masmali, Murphy & Purslow 2014). A principal dificuldade com o uso da escala de
Rolando (1984) esta na categorizacgdo dos tipos I e 1], onde o teste se mostra subjetivo em relagido ao avaliador.
Se o uso do teste faz parte do exame clinico de rotina do filme lacrimal, é importante ter uma escala bem
desenvolvida, de forma a atender as necessidades do clinico (Masmali, Murphy & Purslow 2014). Além disso, o
objetivo de um teste é ser util clinicamente e, sempre que possivel, o uso de imagens digitais permite uma
classificagio imparcial e uma avaliacdo mais consistente do olho em um ambiente clinico, dispensando a
consultoria com técnicos experientes e tornando possivel um diagnoéstico mais exato (Mcginnigle S., Naroo S.A. &
Eperjesi 2012).

Diante disto, propos-se, ndo apenas realizar o TCL em cdes, mas associa-lo ao programa STEPanizer,
validando-o e conferindo objetividade a avaliacdo do TCL. Foi realizada a validagdo do melhor sistema teste de
pontos equidistantes do STEPanizer, onde a melhor correlacdo com a classificacdo de Rolando (1984) foi o do
sistema teste com 100 pontos equidistantes por campo (r -0.90) (Quadro 1). O sistema com 100 pontos também
se mostrou a melhor opcdo de contagem na analise de varidncia (Quadro 2), pois foi a op¢do com menor erro
(MSE 0.38) e maior R? ajustado (0.81). Sendo assim ficou determinado que o melhor sistema teste de pontos do
STEPanizer para classificar o TCL é o de 100 pontos equidistantes. Deve-se ressaltar que os sistemas com 81, 49,
64, 25, 16 e 36 pontos equidistantes, de forma decrescente, também foram significativos (Quadros 1 e 2), sendo o
com 100 pontos, o melhor.

Ao correlacionar a classificacdo do TCL de acordo com Rolando (1984) e a de acordo com o STEPanizer 100
pontos, verificou-se alta correlacdo (r - 0,92 e p < 0,0001), reforcada pela analise de variancia (MSE 0,14; R2
ajustado 0,81 e p < 0,0001) (Quadros 1 e 2). A fig. 3 mostra esta alta correlacdo de ambas as classifica¢des, que
sdo inversamente proporcionais, ou seja, quanto maior a contagem de pontos pelo STEPanizer, menor o tipo de
cristalizacdo na classificagdo segundo Rolando (1984).

A classificagcdo baseada na contagem dos pontos feita pelo STEPanizer permite que diferentes avaliadores
possam classificar a cristalizacdo da mesma lagrima, sem desvios de interpretacdo, problema ja relatado quando
a classificacdo é feita pelo sistema de Rolando (1984) (Masmali, Murphy & Purslow 2014). A andlise pelo
programa é simples e rapida, requerendo apenas computador e microscépio de luz com camera. Adicionalmente,
por meio da regressdo linear (Quadro 3), pode-se inferir o tipo de classificacdo do TCL segundo Rolando (1984),
a partir dos pontos contados no STEPanizer, utilizando-se a formula elaborada a partir do Quadro 3.

CONCLUSOES

A andlise pelo STEPanizer é um método objetivo e factivel de ser empregado na rotina clinica oftalmolégica
de cdes, sendo mais um instrumento de avaliacdo da superficie ocular, especialmente quando associado ao TCL
proposto por Rolando (1984), dotado de subjetividade.

Estudos futuros com maior nimero de animais possibilitaria uma melhor padroniza¢cdo do teste de
cristalizacdo em caes.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig.1. Imagens fotograficas de cristalizacdo da lagrima (aumento 10x), exemplificando a classificagdo segundo
Rolando (1984). A. Tipo I: cristal compacto, com ramificagdo uniforme e pouco espaco entre os cristais. B. Tipo
II: os ramos dos cristais tornam-se menos numerosas e menores, ndo ha grande espacgo entre os ramos. C. Tipo
I1I: os ramos dos cristais sdo significativamente reduzidos e o espago entre eles é grande. D. Tipo IV: o fen6meno
de cristalizagdo é raro ou ausente, com formas atipicas de cristais.

Fig.2. Imagem fotografica demonstrando o uso do programa STEPanizer© stereology tool, version 1.0. Observa-se
imagem de cristalizacdo da lagrima, no aumento de 10x, com 100 pontos equidistantes sobrepostos em um
campo delimitado (A), onde cada ponto é dividido em quadrantes (B). A contagem é realizada pela presenca de
cristal no quadrante escolhido de cada ponto. Neste estudo, foram contados os cristais presentes no quadrante
inferior esquerdo (seta). Assim, o resultado pode ser no maximo 100 e no minimo 0 pontos.
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Fig.3. Plotagem dos dados do TCL classificado de acordo com Rolando (1984) e com o sistema de teste de 100
pontos do STEPanizer.

QUADROS

Quadro 1. Correlacdo do TCL classificado de acordo com Rolando (1984) e de acordo com o sistema de
teste do STEPanizer com 16, 25, 36, 49, 64, 81 e 100 pontos equidistantes

STEP16 STEP25 STEP36 STEP49 STEP64 STEP81 STEP100

Rolando  -0.83 -0.84 -0.77 -0.88 -0.84 -0.88 -0.90

*Todos os valores de p < 0.0001

Quadro 2. Analise de variancia entre o TCL classificado de acordo com Rolando (1984) e os sistemas de
teste do STEPanizer nos pontos 16, 25, 36, 49, 64, 81 e 100

STEP16  STEP25 STEP36 STEP49 STEP64 STEP81 STEP100

MSE 0.49 0.47 0.56 0.41 0.47 0.40 0.38
R? aj. 0.68 0.71 0.59 0.78 0.70 0.78 0.81

*Todos os valores de p < 0.0001

Quadro 3. Regressao linear do TCL classificado de acordo com Rolando (1984) e com o sistema de teste
de 100 pontos do STEPanizer

Rolando Desvio

(1984) NoObs Mediana ngdja  Padrio Minimo Maximo
1 10 96,5 95,8 3,45 90 100

2 16 85,5 84,5 3,91 74 89

3 30 61 61,4 10,48 39 78

4 6 33,5 34,5 5,00 30 44

Figura 1
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RESUMO - Mota, L. P. A, PeixotoR.V.R., Oliveira L. V., Junior J.L.R., McManus C.C.
and Galera P.D. 2014.Avaliacéo da superficie ocular de caes com protruséo da glandula
da terceira palpebra: a importancia da osmolaridade. 2014. Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasilia Campus
Universitério Darcy Ribeiro, CEP:70330-050 Brasilia/DF-Brasil. E-mail:

dra.paulagalera@gmail.com

Objetivo Avaliar a superficie ocular de cdes com protruséo da glandula da terceira palpebra,
antes e ap0s a cirurgia de reposicionamento da glandula, comparativamente a animais
higidos.

Animais vinte e sete cdes, sendo 14 sem alterac6es de superficie ocular (grupo controle — GC)
e 13 acometidos unilateralmente pela protrusdo da glandula da terceira palpebra (grupo
afetado — GA), machos ou fémeas, com idade media de 20,8 £ 19 meses.

Procedimentos Foram realizados, em todos os cées, o teste lacrimal de Schirmer (TLS); o
tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL); a coloracdo com fluoresceina (FLUO), a analise
histopatoldgica do férnix conjuntival (BIO) e o teste de cristalizagdo da lagrima (TCL),
classificado como o proposto por Rolando (1984) e por meio do programa STEPanizer ©
Stereology tool version 1.0. Sendo que no GA, os testes também foram realizados nos dias 7,
15, 30 e 60 apos a reposicao da glandula protruida. Os dados foram analisados com o
software Statistical Analysis System (SAS ®). Valores de maior correlagéo (r), p < 0.05,
menor erro mean square (MSE) e maior coeficiente de determinacéo (R ajustado) foram
considerados significativos.

Resultados N&o se verificou diferenca significativa para os testes TLS, TRFL e FLUO nem
antes, nem apds o procedimento de reposicéo da glandula. O TCL classificado de acordo com
o STEPanizer mostrou piora significativa apos o procedimento cirargico (p < 0,001), piora

ndo significativa quando classificado de acordo com Rolando (1984). A classificagdo do TCL
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pelo STEPanizer € altamente correlacionada com a de Rolando, tanto nos olhos dos animais
higidos (r — 0,94), como nos olhos afetados pela protruséo (r — 0,91). A concentracao de
celulas caliciformes por campo de grande aumento (400x) para os olhos do GC (22,28 +
5,78) foi significativamente maior do que no GA (18,45 + 10,6).

Concluséo O diagndstico e a terapéutica cirdrgica precoce provavelmente evitaram os sinais
caracteristicos da cronicidade desta afeccéo sobre a superficie ocular dos animais deste
estudo. A classificacdo do TCL utilizando o STEPanizer, mostrou-se mais sensivel do que a
de Rolando (1984). As alteragdes visualizadas no olho sem a protruséo foram as mesmas
visualizadas no olho afetado pela protrusdo, o que gera a hip6tese de que a etiopatogenia da
doenca pode ter inicio com alteragdes de superficie ocular ainda ndo descritas em literatura.
Palavras-chave: etiopatogenia, teste de cristalizacdo da lagrima, STEPanizer, células

caliciformes, osmolaridade do filme lacrimal, tempo de ruptura do filme lacrimal.



21

ABSTRACT

Objective Evaluate third eyelid gland protrusion dogs ocular surface both before and after
surgical repositioning of the gland, compared to healthy animals.

Animals Twenty-seven dogs, 14 with healthy ocular surface (control group - CG) and 13
unilaterally affected by third eyelid gland protrusion (affected group - AG), male or female,
with a mean age of 20.8 £ 19 months.

Procedures In all dogs were performed the Schirmer tear test (STT); the breakup time of the
tear film (BUT); the fluorescein staining (FLUQ), the histopathological analysis of the
conjunctival fornix (BIO) and the tear Ferning test (FT), classified as proposed by Rolando
(1984) and with STEPanizer © Stereology tool version 1.0 program. On AG, the tests were
also performed on 7, 15, 30 and 60 days after the gland replacement. Data were analyzed
with the Statistical Analysis System software. Higher correlation values, p < 0.05, lower
mean square error and higher determination coefficient were significant.

Results No statistical difference was found for STT, BUT and FLUO tests. FT classified
using STEPanizer showed significant worse after surgery (p <0.001), but no significant when
classified according to Rolando (1984). On AG, changes in the eyes without protrusion were
the same displayed in the affected eyes.

Conclusion Early diagnosis and surgical therapy of affected dogs prevented chronic changes
on their ocular surface. The FT rating using the STEPanizer was more sensitive than Rolando
(1984) classification. It’s assumed that the disease pathogenesis may begin with changes in
ocular surface not previously described in the literature.

Keywords: pathogenesis, tear ferning test, STEPanizer, goblet cells, osmolarity of the tear

film, tear film breakup time.
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Introducgéo

O olho dos animais possui, no canto nasal, a terceira palpebra ou membrana nictitante,
composta pela glandula da terceira palpebra, por uma cartilagem em forma de “T”, pelas
conjuntivas bulbar e palpebral e por foliculos linfoides que se localizam sobre a superficie
bulbar, os quais possuem a fungéo de produzir imunoglobulinas para o filme lacrimal de
mamiferos domésticos.”) A protruséo da glandula da terceira palpebra é uma afeccdo comum
em cdes jovens e algumas racas sdo descritas como predispostas, a exemplo do Beagle,
Cocker Spaniel Americano, Lhasa Apso, Pequinés e Bulldog Inglés.®) O tratamento é o
reposicionamento da glandula, ja que a remoc¢do ou a permanéncia da glandula protruida,
acarretam em diminuicéo da producdo lacrimal, com o desenvolvimento da ceratoconjuntivite
seca (CCS).3 459

A avaliag&o da superficie ocular deve combinar o resultado dos testes diagnosticos
disponiveis aos sinais clinicos observados.” Ha iniimeros testes que avaliam a integridade da
superficie ocular, dentre os mais utilizados, pode-se citar o Teste Lacrimal de Schirmer
(TLS),® que mensura a porgdo aquosa do FLPC; o Tempo de Ruptura do Filme Lacrimal
(TRFL) do FLPC," 8919 que verifica a estabilidade do filme lacrimal“? e pode indicar
deficiéncia indireta de mucina;*? o Teste de Cristalizacdo da Lagrima (TCL), que permite a
mensuracdo indireta da osmolaridade do FLPC.™® A afericdo da osmolaridade do FLPC tem
sido considerada como um biomarcador da gravidade da doenga que afeta a superficie
ocular,™¥ visto que a hiperosmolaridade induz a expresséo e producéo de citocinas
inflamatdrias pelas células epiteliais da superficie ocular, de forma a desencadear apoptose
nas células epiteliais e corneanas, incluindo as células caliciformes, secretoras de
mucinas.(4'11'15‘ 16, 17,18)

Diante da importancia das propriedades do filme lacrimal para a manutencao da

integridade da superficie ocular objetivou-se, neste estudo, avaliar a superficie ocular de cées
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com protrusdo da glandula da terceira palpebra, antes e ap6s a cirurgia de reposicionamento
da glandula, comparativamente a animais higidos.

Material e Métodos

Animais

O estudo foi realizado em pacientes provenientes do Hospital Veterinario de Pequenos
Animais da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia.
Foram incluidos neste estudo 27 cées (54 olhos), sendo 12 fémeas e 15 machos. Os animais
foram divididos em dois grupos, o grupo controle (GC) e o grupo afetado (GA). O GC foi
composto por 14 cdes, pacientes do servico de Clinica Cirdrgica do referido hospital, que
foram submetidos a cirurgia de castracao eletiva (orquiectomia ou
ovariosalpingohisterectomia). Eles apresentavam a superficie ocular sem alteracdes, sendo
nove sem racga definida (SRD), trés da raga Shih-Tzu, um Dachshund e um Pinscher. Ja 0 GA
foi composto por 13 cdes, pacientes do Servigo de Oftalmologia do referido hospital, que
apresentavam diagnostico de protrusdo unilateral da glandula da terceira palpebra desde
aproximadamente dois meses de idade. Dentre os animais do GA, trés eram SRD, dois
Bulldogues Ingleses, trés Lhasa Apsos, dois Shih-Tzus, um Maltés, um Déalmata e um Beagle.
A idade média do GC foi de 27,8 + 19,5 meses e a do GA de 13,2 + 15,6 meses. Todos 0s
pacientes foram incluidos mediante aquiescéncia e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido pelos proprietéarios. O projeto foi submetido a aprovacdo pelo Comité de
Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-IB/UnB), sob o protocolo: UnB-
DOC 17776/2012.

Avaliagéo da superficie ocular

Todos os animais foram submetidos a biomicroscopia em ldampada de fenda (Portable
Slit lamp SL-15®, Kowa, Califérnia, EUA), ao TLS®® (Teste de Schirmer Ophthalmos®, Sdo

Paulo/SP), ao TRFL,"? & coloracdo com fluorosceina (FLUO)“®¥ (Fluoresceina Strips
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Ophthalmos®, S&o Paulo/SP) e & tonometria de aplanacio (Tono-pen ® XL Tonometer
Medtronic Solan) para determinagdo dos pardmetros basais de cada cdo. Estes testes também
foram utilizados como testes de triagem para a inclusdo dos animais no GC. Apos a inclusao
no grupo designado, cada animal foi submetido ao TCL. Nos dois grupos, ambos os olhos
foram avaliados.

Também foi realizada a bidpsia incisional do fornix conjuntival inferior médio para
contagem das células caliciformes (BIO). Nos animais do GC, a BIO foi realizada apenas no
olho esquerdo, no dia da cirurgia eletiva (ovariosalpingohisterectomia ou orquiectomia) e,
para os animais do GA foi realizada em ambos os olhos, no dia do procedimento cirirgico de
reposicao da glandula da terceira palpebra.

No GC todos os testes foram realizados uma Unica vez (tempo -1). No GA, a BIO foi
realizada apenas no tempo 0 e os testes restantes, na consulta inicial (tempo 0) e aos 7, 15, 30
e 60 dias de pds-operatorio.

A cirurgia de reposicionamento da glandula foi realizada sempre pelo mesmo
cirurgido, empregando-se a técnica de Morgan pocket®, com fio poliglactina 910,
encastoado de fabrica (Vycril® — Ethicon, Sdo José dos Campos/Sao Paulo), calibre 5-0 ou 6-
0, conforme o tamanho do animal. No pés-operatério imediato, administrou-se, por via
intravenosa, succinato de hidrocortisona (Androcortil® — Teuto, Anapolis/Goiés), na dose
Unica de 5mg/kg. Prescreveu-se o0 uso de colar elisabetano e a utiliza¢éo topica da pomada
Epitezan® (Allergan, Sdo Paulo/S&o Paulo) em intervalos de 12 horas, durante 10 dias
consecutivos. Estes animais ndo foram submetidos a tratamento clinico pré-operatorio.

Teste de cristalizagédo do filme lacrimal (TCL)

Apds sua inclusdo no grupo, cada animal foi submetido ao TCL em dia posterior ao
dos testes iniciais. A lagrima foi colhida com o auxilio de um tubo microcapilar, a partir do

menisco lateral inferior de ambos os olhos. O contetdo do microcapilar foi retirado do
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mesmo com auxilio de uma seringa agulhada de trés mililitros, cuidadosamente depositado na
superficie de uma lamina de vidro, deixando-se secar a temperatura ambiente (21°C) por 30
minutos. Ato continuo, a leitura da mesma quanto ao padrdo de cristalizagdo foi realizada
com auxilio de um microscoépio de luz no aumento de 10x.

A classificacdo dos cristais foi realizada por meio de duas analises, sendo a primeira
de acordo com o proposto por Rolando (1984)Y; e a segunda, utilizando-se o programa
STEPanizer®© stereology tool version 1.0 (STEPanizer) com o sistema teste de 100 pontos
por campo. As imagens avaliadas para as duas classificagdes foram as mesmas.

Analise histopatoldgica conjuntival (BIO)

A andlise histopatoldgica foi realizada a partir de fragmento conjuntival de trés
milimetros de didmetro, retirado cirurgicamente do fornix conjuntival médio do olho
esquerdo dos cées do CG e de ambos os olhos dos cdes do GA, mediante anestesia geral, com
o0 protocolo anestésico adequado ao animal e ao procedimento cirdrgico em questdo. As
amostras foram fixadas em solucéo de formalina tamponada a 10% e processadas
rotineiramente no Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade de Brasilia —
LPV/UnB, utilizando o Periodic Acid Schiff (PAS) para evidenciacgdo das células
caliciformes.

A contagem de células caliciformes foi estabelecida pela média entre o total de células
visualizadas e o niUmero de campos contados em maior aumento (400x), sendo contados, no
méaximo, dez campos. A contagem nao foi realizada em campos aleatérios devido ao
pequeno tamanho da amostra e foi executada a partir da borda da inciséo, seguindo-se pelo
epitélio conjuntival, de forma continua.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do software Statistical Analysis System

(SAS v.9.3, Cary, North Carolina). Foi realizada a estatistica descritiva de ambos os olhos do
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GC e de cada olho dos animais do GA, o afetado (a) e o contralateral (c). Foi realizada a
andlise de variancia (GLIMMIX) e a correlacdo de Spearman entre ambos os olhos do GC, o
olho direito (OD) e o esquerdo (OE); entre (a) e (c) no GA e entre (a) e os olhos do GC.
Valores de maior correlagéo (r), p < 0.05, menor erro mean square (MSE) e maior coeficiente
de determinacéo (R? ajustado) foram considerados significativos.

Resultados

N&o houve diferenca significativa entre sexo, raca e idade dos animais avaliados, em
ambos 0s grupos. A estatistica descritiva do GC é demonstrada na Tabela 1 e a do GA, na
Tabela 6.

Grupo controle (GC)

A anélise de variancia realizada com os olhos do GC mostrou alto R? ajustado (0,78) e
baixo erro (MSE 0,42) (Tabela 4). Ainda nestes animais, a correlacdo de Spearman
demonstra que a classificacdo do TCL pelo STEPanizer ¢ altamente correlacionada a
classificacdo de acordo com Rolando (1984) (r -0,94) (Tabela 5).

Grupo afetado (GA)

No GA, ao se comparar o olho afetado com o contralateral, ndo houve diferenca
significativa para o TLS, o TCL classificado de acordo com Rolando (1984), o TRFL e a BIO
ao longo do tempo, nem entre si (Tabela 7). Assim como, ao longo do tempo ndo houve
diferenca significativa em cada grupo de olho afetado ou contralateral, separadamente
(Tabela 8). Ja para o TCL classificado de acordo com o STEPanizer, houve piora
significativa em relagcdo ao tempo no grupo de olhos afetados (em todos os tempos de
avaliacdo apos o procedimento de reposicdo da glandula), mas ndo houve entre os olhos
afetados e os contralaterais (Tabela 7 e 8).

Na anélise de variancia comparando o STEPanizer nos olhos do GC (-1) com os olhos

afetados (a); no pre-opertorio (0) e aos 7, 15, 30 e 60 dias pos-operatorios (Tabela 12), os
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animais do GA ndo apresentaram, no pré-operatorio, sinais significativos de
hiperosmolaridade indireta (TCL alterado) e nem deficiéncia de produgéo lacrimal, baseada
nos testes realizados. Verificou-se, entretanto, que em todos 0s tempos ap6s o procedimento
de reposicao da glandula da terceira palpebra, houve piora significativa da classificagdo do
TCL de acordo com o STEPanizer (Tabelas 10, 11 e 12 — passou de 77,3 + 17,49 para 63,66
+ 17,88), tanto comparando apenas (a) no decorrer do tempo, como comparando (a) com 0s
olhos do GC, piora também visualizada quando a classificacdo foi feita pelo sistema de
Rolando (1984) (passou de tipo I, para tipo I11), embora nesta ultima classificacdo ndo se
tenha verificado significancia estatistica.

A correlacdo de Spearman demosntrou alta correlacdo da classificacdo do TCL pelo
STEPanizer com a classificada de acordo com Rolando, tanto em (a) (r - 0,91), como em (c)
(r-0,87) (Tabela 9). Além disso, os testes comparando (a) com (c), mostraram alta
correlacdo (Tabela 9) para o TLS (r 0,48), o TCL classificado pelo STEPanizer (r 0,44) e por
Rolando (r 0,44), o TRFL (r 0,41) e a FLUO (r 0,57), o que significa que ambos os olhos [(a)
e (c)] variam de forma diretamente proporcional no mesmo animal.

Nenhum animal foi positivo ao teste FLUO, tampouco verificou-se diferenca significativa
entre 0 GC e 0 GA (Tabela 11). Entretanto, pode-se identificar uma tendéncia de
impregnacéo com fluoresceina na cornea dos animais do GA (Tabela 10), demonstrada por
impregnacéo em 38% do (a) no tempo 0, sendo que o valor padrdo encontrado no GC foi de
0% de impregnacao. Decorridos 60 dias do procedimento cirirgico no GA, a porcentagem de
impregnacéo caiu para 25 %.

A BIO resultou na concentracdo de 22,28 + 5,78 células caliciformes por campo de
grande aumento (400x) para o GC e 18,45 + 10,6 para (a) (Tabela 10), denotando diferenca
significativa entre os dois grupos (Tabela 11). Ao comparar, no mesmo animal do GA, (a) e

(c); amedia de (a) foi de 18,45 + 10,6 e de (c) de 17,09 + 5,16 células caliciformes por
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campo de grande aumento (400x) (Tabela 6); mostrando auséncia de diferenca significativa
entre eles (p 0.76 e r 0.16) (Tabelas 7 e 9).

Discusséo

A andlise bioquimica do filme lacrimal é complicada pelo escasso volume disponivel e
pela prépria dindmica e transparéncia inerentes ao FLPC. Médicos e cientistas reconhecem
que a analise bioquimica da osmolaridade e a identificagdo de componentes-chave é o
caminho a se seguir para avaliar a superficie ocular, mas os pequenos volumes fazem a
analise bioquimica particularmente desafiadora. Técnicas disponiveis estdo limitadas pela
necessidade de equipmentos caros, que ndo sdo praticos para utilizagdo em condi¢es clinicas
normais. O teste de cristalizacdo do filme lacrimal é um teste clinico simples, rapido e barato
e pode indicar, indiretamente, as propriedades bioguimicas do filme lacrimal.®? Existe a
hipotese de que 0 aumento na osmolaridade do FLPC possa ser ocasionado por um
desequilibrio na concentracdo de sais inorganicos e macromoléculas presentes no FLPC. No
TCL, isso dificulta o deslocamento destes componentes para a periferia, impedindo assim o
processo de cristalizacdo.™® Desta forma, a hiperosmolaridade lacrimal pode ser
indiretamente indicada por um TCL alterado, sendo um dos eventos centrais no circulo
vicioso de olho seco e caracterizando-se por um estado em que a osmolaridade da lagrima
excede a da célula epitelial, levando a reducéo do volume da célula e ao aumento da
concentracdo de solutos com consequente morte celular e perda das células caliciformes
produtoras de mucina. Isso agrava a instabilidade do filme lacrimal, alimentando o circulo de
eventos que levam ao olho seco e pode ser considerado como uma incapacidade do olho para
se adaptar a um desafio de manutencéo osmatica nas células epiteliais expostas. Antes destes
acontecimentos, muitas células sdo capazes de resistir aos ambientes hiperosmoticos, por
meio da regulacdo osmética."® Os animais deste estudo, diagnosticados com uma afeccéo

que, no estado cronico, é conhecida por provocar a sindrome do olho seco,®* > nao
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apresentaram, antes do procedimento cirurgico de reposic¢ao da glandula, sinais significativos
de hiperosmolaridade indireta (TCL alterado) (Tabela 12), nem deficiéncia de producéo
lacrimal, baseada nos testes realizados. Acredita-se que por se tratar de um grupo de animais
jovens (em média 13,2 + 15,6 meses, tendo o mais velho 60 meses), submetidos ao
diagndstico e ao tratamento cirdrgico precoce, a atividade de regulacdo osmostica celular
ainda se fazia presente.

Verificou-se, entretanto, que apds o procedimento de reposi¢do da glandula da terceira
palpebra, houve piora significativa da classificacdo do TCL, classificado de acordo com o
STEPanizer (Tabelas 10, 11 e 12), tanto comparando apenas o olho afetado (a) no decorrer do
tempo (em todos os tempos pds-operatdrios), como comparando (a) com os olhos higidos do
GC, piora néo significatica quando a classificacéo foi feita de acordo com Rolando (1984).
Isso demonstra que quando a classificacdo do TCL é feita pelo STEPanizer, o TCL € mais
sensivel em identificar mudancas precoces. A piora visualizada pode ser, supostamente,
justificada pela reacdo inflamatdria pos-operatoria, que provavelmente provocou um grau de
hiperosmolaridade transitoria. Portanto, ndo deve ser vista como um sinal precoce de olho
seco. Entretanto, a validade clinica do TCL requer investigacdo mutua dos seus resultados
com os valores de osmolaridade direta (que pode ser aferida com o aparelho TearLab)” de
modo a padronizar sistematicamente os graus de cristaliacdo, correlacionando-os com o valor
osmético aferido.®

A andlise de variancia realizada com os olhos direito e esquerdo do GC mostrou alta
significancia. Isso demonstra que em um animal sem afecg¢des oftalmicas, tanto o olho direito
como o esquerdo, reagem da mesma forma aos testes realizados. Ainda nestes animais, a alta
correlacdo entre a classificacdo do TCL pelo STEPanizer com a classificacédo feita de acordo

com Rolando (1984) (Tabela 5) mostra que a classificacdo feita com o STEPanizer, pode ser



30

utilizada para diminuir a subjetividade da classificacdo proposta por Rolando (1984), ja
relatada em outro estudo.®

Na analise de variancia realizada apenas com o GA, ao se comparar (a) e (c), ndo houve
diferenca significativa para o TLS, o TCL classificado de acordo com Rolando (1984), o
TRFL e a BIO em relacéo ao tempo, nem entre si (Tabela 7 e 9). Assim como, no decorrer do
tempo ndo houve diferenca significativa em cada grupo de olho afetado ou contralateral,
separadamente (Tabela 8). Isso demonstra que ambos os olhos, mesmo sendo um com e 0
outro sem a protrusdo da glandula da terceira palpebra, respondem da mesma forma aos
testes, o que significa que ndo ha diferenca significativa nesses testes entre o olho acometido
pela protruséo da glandula e o olho ndo acometido de um mesmo animal, demonstrando
possivelmente, a predisposicao individual em ambos os olhos ao desenvolvimento da
afeccdo. A protrusdo da glandula da terceira palpebra pode se manifestar de forma bilateral,
mas em momentos distintos entre os olhos. Este fato pode indicar novas hipo6teses em relacéo
a etiologia desta afeccdo, que embora descrita como decorrente de provavel aplasia ou
hipoplasia do tecido conectivo (retinaculo) entre a base da glandula e os tecidos
periorbitais,”® pode estar relacionada a outras alteracdes prévias de superficie ocular, ainda
néo relatadas em literatura.

A fluoresceina é amplamente utilizada para estudar a integridade e viabilidade das células
epiteliais da cérnea e da conjuntiva, onde células epiteliais danificadas com conexdes
intercelulares interrompidas se coram em verde brilhante sob a luz azul cobalto-filtrada.*®
Caso o filme lacrimal avaliado esteja hiperosmatico, pode degradar a barreira epitelial da
cdrnea, situacdo precocemente demonstrada pela impregnacdo com fluoresceina no exame
oftalmico."® Em relacéo aos resultados encontrados neste estudo, nenhum animal foi
positivo ao teste, tampouco verificou-se diferenca significativa entre 0 GC e 0 GA (Tabela

11). Entretanto, pode-se identificar uma tendéncia de impregnacao com fluoresceina na
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cdrnea dos animais do GA (Tabela 10), onde 38% dos olhos afetados impregnaram com o
corante antes da cirurgia de reposi¢do da glandula, caindo para 25 % ap06s o procedimento de
reposicao, mostrando a regressao deste sinal precoce de hiperosmolaridade do FLPC ap6s o
tratamento cirdrgico. Tais valores possivelmente seriam significativos caso o nimero de
animais avaliados fosse maior.

Na camada de FLPC adjacente ao glicocélice das células apicais da cornea e do epitélio
conjuntival da superficie ocular, estdo concentradas as mucinas, que séo glicoproteinas
grandes e pesadas presentes na superficie entre o epitélio corneano e o meio extracelular.*
Cabe a elas estabilizar e espalhar o FLPC, a fim de proporcionar uma superficie refrataria de
alta qualidade ao longo da cdrnea, além de lubrificar sua superficie epitelial durante o
piscar.) A secrecdo de mucina é a funcéo primaria das células caliciformes conjuntivais,
importante para a estabilidade do filme lacrimal, protecdo e manutencao da superficie ocular,
visto que é responsavel pela adesdo do filme lacrimal a superficie corneana. A reducdo na
densidade ou alteracdes morfoldgicas nas células caliciformes repercutem em alteracdo na
secrecdo de mucina.*¥ Na CCS, as mucinas desidratam e perdem suas propriedades polares
formando agregados hidrofdbicos, fazendo com que contaminantes apolares ou fracamente
polares (debris celulares, lipidios, bactérias gram negativas e particulas do ar) se liguem
preferencialmente a mucina hidratada e ao epitélio corneano do que a mucina desidratada,
acentuando as caracteristicas da CCS e aumentando o risco de infeccéo.®

A determinagdo da densidade das células caliciformes na conjuntiva ocular é um
indicador da saude da superficie ocular mais sensivel do que os métodos que quantificam
diretamente a mucina da lagrima.®® A avaliacdo das células caliciformes da conjuntiva pode
ser realizada por citologia conjuntival por impressao, mas a quantidade de células na amostra
é inferior a real e, como na conjuntiva bulbar ndo ha quantidade de células caliciformes

significativa, realizar a citologia néo é necessario.*®*”) A BIO de um fragmento de conjuntiva



32

do fornix inferior médio proporciona melhor contagem dessas células.®® Neste estudo, a BIO
resultou na concentracdo de 22,28 + 5,78 ceélulas caliciformes por campo de grande aumento
(400x) para olhos de animais higidos e 18,45 + 10,6 para olhos afetados (Tabela 10),
denotando diferenca significativa entre os dois grupos (Tabela 11). Tal diferenca indica que
0s animais com protrusdo da glandula ja possuiam provavel apoptose das células caliciformes
conjuntivais,"® que com a progressao da doenca, poderiam levar & CCS por deficiéncia de
mucina.®® Ao comparar no mesmo animal, o olho afetado (a) e o contralateral (c), a média
de (a) foi de 18,45 + 10,6 e de (c) de 17,09 + 5,16 células caliciformes por campo de grande
aumento (400x) (Tabela 6); sem diferenca significativa entre eles (p 0.76 e r 0.16)(Tabelas 7
e 9). Isso também pode indicar que por mais que a afeccdo seja unilateral, o animal pode ter
predisposicdo ao desenvolvimento de alteragdes bilaterais, reforcando a hipétese, ainda néo
descrita em literatura, de que a protrusdo da glandula da terceira palpebra pode decorrer de
alteracOes prévias na superficie ocular.

Conclusoes

O diagnostico e a terapéutica cirurgica da protusdo da glandula da terceira palpebra foram
estabelecidos de forma precoce nos animais deste estudo, fato que os poupou das alteragdes
cronicas sobre a superficie ocular desencadeadas por esta afec¢do, como a CCS. Acredita-se,
portanto, que estes cdes ainda estivessem em fase de regulacdo osmotica oftalmica, o que
possibilitou a auséncia de alteracBes nos testes de superficie ocular realizados, indicando que
estes animais ainda mantiam a integridade do FLPC.

A classificagdo para o TCL por meio do programa STEPanizer© stereology tool, version
1.0, mostrou-se mais sensivel em identificar alteracdes precoces de hiperosmolaridade
indireta do que a classificacdo proposta por Rolando (1984), dotada de subjetividade.

A etiologia da protrusdo da glandula da terceira palpebra ainda ndo foi completamente

elucidada em lliteratura. Neste estudo, verificou-se que mesmo no olho sem a protrusdo da
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glandula de um animal acometido unilateralmente pela afeccdo, sdo verificadas as mesmas
alteracOes visualizadas no olho afetado, como baixa densidade de células caliciformes e TCL
alterado. Visto que a protrusdo da glandula da terceira palpebra ainda poderia ocorrer no olho
ndo afetado destes animais, levanta-se a hipétese, ainda ndo descrita em literatura, de que a
protrusdo da glandula da terceira palpebra pode decorrer de alterac6es de superficie ocular
prévias, anteriores a frouxiddo do retinaculo.

Estudos futuros com animais que apresentem a protruséo da glandula da terceira palpebra
de forma cronica podem corroborar com a elucidagéo da etiopatogenia desta afec¢do e com a
importancia do emprego destes testes, correlacionando-0s com a mensurag¢do osmotica direta,
visto que a osmolaridade é fator determinante no desencadeamento da sindrome do olho seco.

Dentre os fatores limitantes deste estudo, citam-se a ndo padronizacdo de ragas dentro dos
grupos, considerando-se sua susceptibilidade as desordens do filme lacrimal, bem como néo
ter sido estabelecido um grupo de animais que apresentassem a afec¢éo de forma cronica, a
fim de se estabelecer a evolucédo das alteracdes oculares. Entretanto, o trabalho descrito
dependeu de casuistica clinica do servico. Adicionalmente, a avaliacdo direta da
osmolaridade lacrimal e sua correlagdo com o TCL poderiam trazer dados complementares a

esta pesquisa.
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Tabela 1. Estatistica descritiva do grupo controle com, o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS),

o teste de cristalizagdo do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de acordo

com o STEPanizer; e a analise histopatoldgica conjuntival (B10O).

Desvio

Variavel N Média Padrdo Mediana Minimo Maéaximo
TLS OD 14 25,5 3,99 25 19 31
TLS OE 14 25,85 3,39 25,5 18 32
Rolando OD 14 2 0,78 2 1 3
Rolando OE 14 221 1,05 2,5 1 4
STEPanizer OD 14 8521 10,19 87 63 100
STEPanizer OE 14 78,28 17,27 81,5 44 97

BIO OE

14 22,28 5,78 22,05 13,6 34,5

OD: olho direito OE: olho esquerdo

Tabela 2. Teste de cristalizacdo da lagrima no olho direito do grupo controle classificado

segundo Rolando (1984)

Rolando Desvio

(1984) N Meédia Padrdo Minimo Maximo
STEPanizer

1 4 96,7 3,77 93 100

2 6 85,5 3,27 80 89

3 4 73,2 7,08 63 78

4 0 - - - -

Tabela 3. Teste de cristalizacdo da lagrima no olho esquerdo do grupo controle classificado

segundo Rolando (1984)
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Rolando Desvio

(1984) N Média Padrdao Minimo Maximo
STEPanizer

1 5 944 3,2 90 97

2 2 87 0 87 87

3 6 67,6 10,3 48 76

4 1 44 - 44 44

Tabela 4. Analise de variancia de cada olho e entre os olhos direito (OD) e esquerdo (OE) do

grupo controle

R2
Variavel Ajustado Erro MSE Pr>F
oD 0,80 4,54 < 0,001
OE 0,79 7,77 < 0,001
OD X OE 0,78 0,42 < 0,001

Tabela 5. Correlacdes de Spearman do grupo controle entre o Teste Lacrimal de Schirmer
(TLS), o teste de cristalizacdo do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de

acordo com o STEPanizer.

TLS Rolando Rolando STEPanizer STEPanizer

OE OD OE oD OE
TLS OD 0,22 -0,27 -0,05 0,23 -0,04
TLS OE -0,02 -0,20 0,15 0,24
Rolando OD 0,37 -0,94*** -0,35
Rolando OE -0,38 -0,94***
STEPanaizer OD 0,37

***n<.,0001 OD: olho direito OE: olho esquerdo



39

Tabela 6. Estatistica descritiva do grupo afetado com o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), o
teste de cristalizagéo do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de acordo com
o STEPanizer, o teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), a colora¢do com fluoresceinda

(FLUO) e a analise histopatologica conjuntival (BI1O).

Média Desvio Mediana Minimo Maximo
Padréo
TLS (a) 26 4,63 27 11 34
TLS (c) 26,7 5,39 28 11 35
Rolando (a) 2,51 0,88 3 1 4
Rolando (c) 2,46 0,86 3 1 4
STEP (a) 69,53 19,36 66,5 33 100
STEP (c) 71,48 17,75 69 30 100
TRFL (a) 19,25 1,84 20 12 20
TRFL (c) 19,74 1,01 > 20 15 > 20
Fluo (a) 27,7 %* 45 % 0 0 (negativo) 1(impregnado)
Fluo (c) 25,9 %* 44 % 0 0 (negativo) 1(impregnado)
BIO (a) 18,45 10,60 15,5 5,6 34,5
BIO (c) 17,09 5,16 16,6 9,7 26,7

*Porcentagem de olhos que impregnaram o corante no FLUO. (a) olho afetado e (c) olho

contralateral

Tabela 7. Analise de variancia no grupo afetado, comparando o Teste Lacrimal de Schirmer
(TLS), o teste de cristalizacao do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de
acordo com o STEPanizer, o teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), a coloragdo com
fluoresceinda (FLUO) e a analise histopatologica conjuntival (BI1O) no tempo, entre os olhos

(protruséo - afetado e contralateral) e, juntamente, entre o tempo e os olhos
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TLS Rolando STEPanizer TRFL FLUO BIO

Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F
Tempo 085 0,82 0,0002 0,96 0,64
Protruséo 0,34 0,92 0,35 0,57 0,84 0,76
Tempo X Protruséo 0,31 0,99 0,45 0,98 0,70

Tabela 8. Analise de variancia do grupo afetado, em cada olho, o afetado (a) e 0
contralateral(c), separadamente, em relacéo ao tempo, demonstrando a variancia do Teste
Lacrimal de Schirmer (TLS), do teste de cristalizagéo do filme lacrimal classificado segundo
Rolando (1984) e de acordo com o STEPanizer, do teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL)

e da coloracéo com fluoresceinda (FLUO).

TLS Rolando STEPanizer TRFL FLUO

Pr>F(a) 0,66 0,91 0,0011 0,96 0,58

Pr>F (c) 0,44 094 0,10 099 0,71
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Tabela 9. Correlagdes de Spearman do grupo afetado, comparando o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), o teste de cristalizagdo do filme

lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de acordo com o STEPanizer, o teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), a coloragéo com

fluoresceinda (FLUO) e a andlise histopatoldgica conjuntival (BIO) entre os olhos ((a) afetados e (c) contralaterias)

TLS Rolan STEP ~ TRFL FLUO BIO TLS  Rolando STEP  TRFL FLUO BIO

@ do(@ (a) @ @ @ @© (© (©) ©) (© (©
Tempo 008 022 -021 012  -0,00 009 015 -0,14 017 004
TLS (a) -0,01 0,07 021 -031 -0,13 048* -0,07 0,02 006  -024 0
Rolando (a) -0,91%** -0,04 018 -001 013  044*** .040*** -016 011 014
STEP (a) 000 -016 -0,07 -0,13  -046*** 044*** 014  -009  -0,10
TRFL(a) 019 04 009 0,10 -0,12 0,41**  -0,32** 0,40
FLUO(a) 011 -0,30** 0,08 -0,15 0,14  057*** -0,32
BIO(a) 022 0,39 -0,48 044 052 016
TLS (c) -0,04 0,08 012 -0,31** -0,01
Rolando (c) -0,87*** 0,16  -0,00 0,00
STEP (c) 015  -003  -0,03



BI1O(c)

FLUO(c)

0,01

0,22

-0,37

**p<.001 ***p<.0001
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Tabela 10. Estatistica descritiva do Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), do teste de
cristalizagéo do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de acordo com
0 STEPanizer, do teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), da coloragdo com
fluoresceinda (FLUO) e da analise histopatoldgica conjuntival (BIO) nos animais do
grupo controle (-1) e nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60 dos animais do grupo afetado

(somente os olho afetado)

Desvio Intervalo
Tempo N Variavel Média Padrdo Mediana Interquartil
-1 28 TLS 25,67 3,64 25 24 a 28
Rolando 2,10 0,91 2 l1a3
STEPanizer 81,75 14,36 87 742 92,5
TRFL 20 0 20 20a20
FLUO 0 0 0 0ao0
BIO 22,28 5,78 22,05 19,5a24
0 13 TLS 26,30 4,13 27 24a 30
Rolando 2,23 0,83 2 2a3
STEPanizer 77,30 17,49 83 67 a 88
TRFL 19,23 2,04 20 20a20
FLUO 038 050 0 Oal
BIO 18,45 10,60 155 6,8a29,3
7 13 TLS 24,66 5,64 25 22a?29
Rolando 258 1,08 3 15a3

STEPanizer 65,83 2242 655 46,5289




TRFL 185 2,61 20 17,5a20
FLUO 008 028 0 0a0

15 13 TLS 25,81 3,45 25 24a?29
Rolando 2,45 0,82 3 2a3
STEPanizer 70,63 17,54 65 53a 89
TRFL 19,63 1,20 20 20a20
FLUO 0,27 0,46 0 0al

30 13 TLS 25 6,60 25,5 21a30
Rolando 2,5 1,22 3 la3
STEPanizer 69,83 23,18 62 52 a97
TRFL 19,16 2,04 20 20a20
FLUO 0,5 0,54 0,5 0al

60 13 TLS 27,66 4,07 27,5 25,5a31
Rolando 2,83 0,57 3 25a3
STEPanizer 63,66 17,88 61 515a81
TRFL 19,75 0,86 20 20220
FLUO 025 045 O 0a05

Tabela 11. Anélise de variancia do Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), do teste de
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cristalizacéo do filme lacrimal classificado segundo Rolando (1984) e de acordo com

0 STEPanizer, do teste de ruptura do filme lacrimal (TRFL), da coloragdo com
fluoresceinda (FLUO) e da analise histopatolégica conjuntival (BIO) ao longo do

tempo entre olhos do grupo controle e os olhos afetados (a) do grupo afetado.
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TLS Rolando STEPanizer TRFL FLUO BIO

Pr>F 0,77 0,80 < 0,001 095 0,72 0,04

Tabela 12. Andlise de variancia comparando o STEPanizer nos olhos do GC (-1) com

os olhos afetados (a); no pré-opertério (0) e aos 7, 15, 30 e 60 dias pds-operatdrios

Tempo Tempo Pr> [t

-1 0 0,1439
-1 7 <.0001
-1 15 0,0007
-1 30 0,004

-1 60 <.0001
0 7 0,0012
0 15 0,0627
0 30 0,0844

0 60 0,0001




