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1. INTRODUCAO
1.1 CONTEXTUALIZACAO

O Brasil ocupa posicdes de destaque no cendrio mundial da pecudria, sendo o terceiro maior
produtor de leite de vaca, com uma produgao anual superior a 34 bilhdes de litros (BRASIL,
2025) e o segundo maior produtor de carne bovina, com aproximadamente 11,8 milhdes de
toneladas estimadas para os anos de 2024 e 2025, representando cerca de 19% da produgdo
global (UNITED STATES, 2024). Esses numeros refletem ndo apenas a forca do setor
agropecuario nacional, mas também a relevancia econdmica e social dos rebanhos bovinos,
especialmente em um pais de dimensdes continentais, onde a bovinocultura desempenha papel
central na gera¢ao de renda, alimentos e empregos (CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA
VETERINARIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2023).

1.2 PROBLEMATICA E RELEVANCIA

Apesar da magnitude produtiva, aspectos relacionados a saude e ao bem-estar dos bovinos
ainda necessitam de maior atengdo. Questoes relacionadas a saude ocular desses animais ainda
sdo negligenciadas, tanto na pratica clinica quanto na pesquisa aplicada (GAFEN et al., 2023).
No entanto, doengas oftdlmicas em bovinos podem gerar impactos significativos na
produtividade, resultando em queda na producao de leite, prejuizos no ganho de peso e custos
elevados com tratamentos. Estima-se que, somente nos Estados Unidos, esses custos tenham
alcancgado cerca de 150 milhdes de ddlares em 1993 (SIMMS et al., 1993). A reducao no ganho
de peso pode variar entre 8 e 18 kg, e perdas indiretas também sdo observadas, como lesdes
associadas ao manejo para tratamento e a condenagdo de carcagas devido a sequelas oculares

(PEARCE; MOORE, 2021).

Embora existam alguns estudos pontuais sobre oftalmologia em bovinos, a maioria
deles limita-se a determinac¢do de pardmetros isolados, como pressdo ocular padrdo (PECHE;
EULE, 2018), sensibilidade corneana (WIESER; TICHY; NELL, 2013), teste de vermelho
fenol (SAGLAM; DUZ, 2022), pH lacrimal (BECKWITH-COHEN et al., 2014) e Teste
Lacrimal de Schirmer (TLS) (WIESER; TICHY; NELL, 2013; GELATT, 2021). No entanto,
nenhum desses estudos abordou a padroniza¢do do teste de cristalizagdo da lagrima e sua

relacdo com outros parametros.
1.3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o teste de cristaliza¢do da lagrima em bovinos,
além de compara-lo com a contagem de células caliciformes e com o infiltrado inflamatoério

conjuntival.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPOSICAO DO FILME LACRIMAL PRE-CORNEANO E
IMPORTANCIA PARA SUPERFICIE OCULAR

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) desempenha um papel fundamental na
preservacao da integridade da superficie ocular, sendo responsavel por hidratar, nutrir a cornea,
protegé-la contra agressdes externas e atuar como a primeira interface refrativa para a
passagem da luz (ORIA et al., 2018; GELATT, 2021). A manutencio da estabilidade ocular
depende de uma dindmica eficiente do FLPC, que resulta do equilibrio entre a secrecao,
distribuicdo, evaporagdo, absor¢do e drenagem da lagrima. Esse equilibrio estd diretamente

associado a qualidade do fluido lacrimal (SEBBAG; MOCHEL, 2020).

A lagrima ¢ composta por duas camadas principais: a mucoaquosa ¢ a lipidica. A
camada lipidica, secretada pelas glandulas de Meibomio, ¢ constituida por lipidios polares e
apolares, tendo como fungdes essenciais minimizar a evaporacao da camada aquosa subjacente

e reduzir a tensdo superficial da lagrima (WILLCOX et al., 2017; MAGGIO, 2019).

J4 a camada mucoaquosa, que representa cerca de 60% do volume total do filme
lacrimal, ¢ dividida, de forma didatica, em componentes aquoso e¢ mucoso (HARTLEY;
WILLIAMS; ADAMS, 2006; MAGGIO, 2019). Em bovinos, sua produ¢do ¢ atribuida a
glandula lacrimal principal, a glandula da terceira palpebra e a glandula Harderiana (PEARCE;

MOORE, 2021).

A glandula Harderiana, além de participar da secre¢do lacrimal, ¢ responsavel pela
producdo de imunoglobulinas. Nos bovinos, esta glandula possui formato triangular, superficie
externa lisa e € classificada como mista, contendo por¢gdes mucosas e seromucosas (PAULE,
1957; PINARD et al., 2003). A fragdo aquosa do FLPC ¢ encarregada da lubrificacdo, protecao
e fornecimento de nutrientes a cornea (DAVIDSON; KUONEN, 2004).

Por sua vez, a por¢ao mucosa € rica em mucinas ¢ € majoritariamente produzida pelas
c€lulas caliciformes da conjuntiva. Sua principal funcao ¢ promover a adesdo adequada da
lagrima a superficie ocular, garantindo a estabilidade do filme lacrimal (WILLCOX et al.,
2017; MAGGIO, 2019; GELATT, 2021). Ainda, as mucinas ajudam na remocdo e defesa

contra antigenos, bactérias e outras particulas presentes na lagrima (LIU et al., 2024)



2.2 ANALISE CONJUNTIVAL E O PAPEL DAS CELULAS e
CALICIFORMES NO DIAGNOSTICO OFTALMICO

A conjuntiva ¢ um tecido epitelial estratificado ndo queratinizado que reveste a
superficie interna das palpebras e a esclera. As células caliciformes, localizadas nesse epitélio,
apresentam maior concentragdo em areas de acimulo do filme lacrimal, como o fornice nasal
inferior (LIU et al., 2024). De modo geral, essas células sdo encontradas de forma isolada e
distribuidas irregularmente ao longo do epitélio conjuntival humano (ARGUESO, 2022). A
densidade das células caliciformes varia significativamente conforme a regido anatomica,
podendo variar de dezenas a milhares de células por milimetro quadrado (DOUGHTY, 2012).
A morfologia dessas células esta diretamente relacionada ao seu estagio de secregdo: células
imaturas apresentam nucleos proeminentes, enquanto células maduras, ricas em granulos de

mucina, exibem nucleos menores devido ao acimulo de material secretério (WEIGERT, 2022).

Essas células especializadas nao sdo exclusivas da superficie ocular, estando também
presentes nos epitélios do trato respiratorio e gastrointestinal, onde atuam como barreira contra
agentes externos (MA; RUBIN; VOYNOW, 2018; ARGUESO, 2022). A presenca de células
caliciformes da conjuntiva ocular ja foi descrita em diversas espécies além da humana,
incluindo gatos (RICCI et al., 2023), ratos (WELSS et al., 2021) e caes (MOORE et al., 1987;
ARAUJO; CORREA; GALERA, 2019).

Alteragdes na densidade dessas células tém sido associadas a diversas condigdes
patologicas. A redugdo no nuimero de células caliciformes estd relacionada, por exemplo, a
doenca do olho seco (DED) em humanos (WELSS et al., 2021) e a oftalmopatia de Graves,
caracterizada por inflamacao significativa da conjuntiva palpebral (YOU et al., 2023) Em caes,
estudos demonstram que casos de ceratoconjuntivite seca (CCS) estdo frequentemente
associados a diminui¢do das células caliciformes e ao aumento do infiltrado inflamatorio
conjuntival (IZCI et al., 2015; BERZINA; TERENTJEVA; KOVALCUKA, 2022; FAYAD et
al., 2023).

A analise da conjuntiva, incluindo a identificacdo do infiltrado celular e a contagem de
células caliciformes, configura uma ferramenta complementar relevante na identificacdo e no
monitoramento de doencas da superficie ocular. Embora os métodos atuais apresentem
limitagdes que restringem sua aplicagdo na rotina clinica, ha consenso sobre a importancia de
otimizar e padronizar essas técnicas, além de desenvolver abordagens inovadoras e marcadores
mais precisos, especialmente para o manejo de condi¢des como a doenca do olho seco (DED).
Nesse contexto, destaca-se a necessidade de uma avaliagdo integrada da superficie ocular, em
que a analise histologica da conjuntiva seja associada a outros testes diagnosticos (GELATT,

2021; LIU et al., 2024).



2.3 TESTE DE CRISTALIZACAO DA LAGRIMA: PRINCIPIOS, APLICACAI(6)
E CLASSIFICACOES

Entre os diversos métodos utilizados para a avaliagdo qualitativa da lagrima, destaca-se
o Teste de Cristalizacdo do Filme Lacrimal (TCFL), também conhecido como tear ferning test.
Trata-se de um exame simples, de baixo custo, que atua como complemento a outros testes
diagnosticos, como o tempo de ruptura do filme lacrimal e a andlise da conjuntiva. Ha
evidéncias de que o TCFL esteja intimamente relacionado a quantidade e qualidade das
mucinas presentes na lagrima. Sua execugao requer a coleta do fluido lacrimal por meio de um
tubo capilar (GELATT, 2021). Parametros ambientais, como umidade e temperatura, exercem
influéncia direta sobre os padrdes de cristalizacao obtidos (GELATT, 2021). Ap6s a completa
secagem da amostra, a anélise ¢ realizada em microscopia de luz, observando-se a conformacao
dos cristais formados.

O TCFL ja foi analisado em diversas espécies, incluindo humanos (ROLANDO, 1984;
MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014), caes (ORIA et al., 2018; VITOR et al., 2023b),
gatos (VELOSO et al., 2020), equinos (SILVA et al., 2016), camelos (MASMALI et al., 2018)
e ovelhas (FAGEHI et al., 2021). Nos humanos, o padrdo de cristalizacdo foi inicialmente
classificado em quatro tipos (I, II, III e IV), conforme a presenga e organizagdo dos cristais. De
acordo com essa classificagdo, os tipos I e II indicam uma condi¢do normal, sendo
caracterizados por abundantes formacdes de cristais, com pouca ou nenhuma separagao entre
seus ramos. Em contrapartida, os tipos III e IV estdo relacionados ao olho seco, apresentando
menor quantidade de cristais e espagos amplos entre as estruturas formadas (ROLANDO,
1984). Posteriormente, uma nova proposta de classificagdo sugeriu cinco categorias,
denominadas de grau 0 a 4. De acordo com o estudo, os graus 0 e 1 sdo considerados normais,
enquanto os graus 2 a 4 indicam padrdes anormais de cristalizagcdo, associados a diferentes
graus de disfuncdo do filme lacrimal (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014).

Além dessas classificagdes subjetivas, ¢ possivel aplicar ferramentas digitais como o
software STEPanizer, que permite a quantificacdo através da contagem de pontos equidistantes
que interceptam as ramificagdes dos cristais, minimizando a subjetividade da analise (SILVA et

al., 2016).

2.4 SAUDE OCULAR EM BOVINOS: PANORAMA CLINICO E DESAFIOS
DIAGNOSTICOS

Estudos amplos e bem controlados sobre as alteragdes da superficie ocular e do filme
lacrimal em bovinos ainda sdo escassos. A maioria dos relatos disponiveis refere-se a
investigacdes pontuais ou casos isolados, com foco limitado em aspectos especificos da saude
ocular. Alteracdes primdrias nas glandulas lacrimais dessa espécie sdo consideradas raras,

sendo que o lacrimejamento excessivo ¢ frequentemente observado como resposta reflexa a
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agentes irritativos ambientais (PEARCE; MOORE, 2021). Além disso, diversas doengas

infecciosas desempenham papel significativo na ocorréncia de ceratoconjuntivite em bovinos,
afetando tanto a qualidade quanto a quantidade do filme lacrimal (DIMA; FIKEDU, 2021;
KUMAR; PRABHAKARAN; SUDHARSAN, 2021; LOY; CLOTHIER; MAIER, 2021).

Entre essas enfermidades, destaca-se a ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB),
causada pela bactéria Moraxella bovis, reconhecida mundialmente pelo impacto econdomico
gerado. Estima-se que, apenas nos Estados Unidos, os prejuizos com perdas produtivas e custos
de tratamento tenham alcangado cerca de 150 milhdes de ddlares em 1993 (SIMMS et al.,
1993). A doenga foi considerada prioritaria para pesquisa pelo PROCISUR em 1996, refletindo
sua importincia no contexto agropecuario (CONCEICAO; GIL TURNES, 2003). Além da
reducdo no ganho de peso — que pode variar entre 8 e 18 kg —, a CIB acarreta perdas
indiretas, como lesdes decorrentes do manejo para tratamento ¢ condenagdes de carcagas
devido a sequelas oculares (PEARCE; MOORE, 2021). Estudos indicam que bovinos
acometidos pela CIB durante o desmame podem apresentar reducdo prolongada na
produtividade (FUNK et al., 2014).

A predisposicdo a ceratoconjuntivite infecciosa esta associada a fatores ambientais,
como exposicao excessiva a radiagdo ultravioleta, poeira e traumas oculares (DIMA; FIKEDU,
2021). A integridade do filme lacrimal ¢ essencial para a defesa ocular, ja que a lagrima atua
como barreira fisica e imunologica, contendo imunoglobulinas e células de defesa (WILLCOX
et al.,, 2017). Uma lagrima de baixa qualidade favorece a aderéncia de microrganismos a
superficie ocular, aumentando o risco de infeccoes.

Outras doencas infecciosas, como a rinotraqueite infecciosa bovina, listeriose e
clamidiose, também sdo causas frequentes de ceratoconjuntivite nessa espécie (KUMAR;
PRABHAKARAN; SUDHARSAN, 2021). Além das afecgdes infecciosas, condig¢des
neurologicas, como a paralisia do nervo facial, podem comprometer a dindmica palpebral,
prejudicando a prote¢do da superficie ocular e favorecendo a evaporagdo do filme lacrimal
(PEARCE; MOORE, 2021).

No que diz respeito a avaliagdo da satde ocular em bovinos, o Teste Lacrimal de
Schirmer (TLS) ¢ amplamente utilizado para mensuracdo da producdo lacrimal, sendo uma
ferramenta fundamental no diagnéstico de disfungdes quantitativas do filme lacrimal em
diferentes espécies (LEMP et al., 2011; LEONARD et al., 2019; SEBBAG; MOCHEL, 2020).
Em bovinos adultos saudaveis, valores de TLS I variam entre 25 ¢ 35 mm/min (WIESER;
TICHY; NELL, 2013; PEARCE; MOORE, 2021). Outras avaliagdes incluem a tonometria, com
valores médios de 23 mmHg utilizando o TonoVet (PECHE; EULE, 2018), a sensibilidade
corneana, avaliada com estesidometro de Cochet-Bonnet, que apresenta média de 1,67 £+ 1,13
g/mm?, valor semelhante ao observado em outras espécies domésticas (WIESER; TICHY;
NELL, 2013). O teste do vermelho de fenol revelou valores entre 25 ¢ 38 mm/15 segundos,
variando conforme a estagio do ano (SAGLAM; DUZ, 2022). Ja o pH lacrimal dos bovinos
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apresentou média de 8,31, evidenciando carater mais alcalino em comparacdo a lagrima humana

(BECKWITH-COHEN et al., 2014).
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RESUMO

O presente estudo avaliou, de forma inédita, o teste de cristalizacao do filme lacrimal (TCFL)
em bovinos da raga Holandesa, correlacionando-o com parametros histologicos conjuntivais.
Foram avaliados 100 olhos de 50 bovinos da raca Holandesa clinicamente saudaveis,
submetidos a exame oftdlmico com lupa de pala. O TCFL foi realizado com coleta por
microcapilar e andlise microscopica das amostras apds secagem, sendo classificadas segundo
os critérios de Rolando (1984), Masmali et al. (2014) e por contagem dos cristais com o
software STEPanizer©. Realizou-se biopsia conjuntival em 35 animais para colora¢do por
hematoxilina/eosina (HE) e por Periodic Acid Schiff (PAS — Easy Path — Sao Paulo — Brasil),
com posterior contagem de células caliciformes em até 5 diferentes campos, além da avaliacao
do infiltrado celular. As analises estatisticas incluiram testes de normalidade, comparagao entre
olhos, correlagdes, regressao linear e concordancia interobservador, adotando-se p < 0,05. Os
padrdes de cristalizagdo foram predominantemente classificados como tipo III/grau 3 em ambas
as escalas, indicando a presenga de cristais isolados e amplas areas sem formacdo, sugestivas,
em outras espécies, de instabilidade do filme lacrimal. A anélise quantitativa revelou baixa
contagem de cristais, com mediana de 12 (IIQ: 9,00—15,25) nos olhos direitos e 11 (IIQ: 7,00—
13,25) nos esquerdos. Observou-se correlagdo negativa significativa entre o nimero de pontos
de cristalizagdo e os graus qualitativos, especialmente com a escala de Masmali (r = 0,72 no
olho direito e r = —0,61 no esquerdo). Na andlise histoldgica, a contagem de células
caliciformes variou de 0 a 71 células, com mediana de 6,0 (IC95%: 5,0-6,0; n=236). O
infiltrado inflamatoério apresentou mediana de 2,0 (IC95%: 2,0-2,0), caracterizando-se
predominantemente por um grau moderado de inflamagdo, com predominio de linfocitos. Nao
foi observada correlacdo entre o TCFL e os achados histologicos. De forma relevante,
observou-se que os padrdes de cristalizacdo lacrimal nos bovinos apresentaram morfologia
distinta daquela descrita em outras espécies, indicando possiveis particularidades anatomicas
ou fisiologicas da espécie que ainda ndo foram caracterizadas e que apontam para a necessidade
de adaptagdes metodologicas ou desenvolvimento de escalas especificas para ruminantes. Esses
achados reforgam o potencial do TCFL como ferramenta funcional complementar na avaliagao
do filme lacrimal e sua integragdo com analises histologicas pode ampliar a compreensao de
alteracdes precoces que predispdem ao desenvolvimento de doencas oculares, como a
ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

Palavras-chave: cristalizacdo da lagrima, bovinos, infiltrado inflamatorio, células

caliciformes, oftalmologia veterinaria.
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ABSTRACT

This study conducted a novel evaluation of the tear ferning test (TFT) in Holstein cattle, correlating
the findings with conjunctival histological parameters. A total of 100 eyes from 50 clinically
healthy Holstein cattle were examined using a headband magnifier. The TFT was performed by
collecting tear samples with microcapillary tubes, followed by microscopic analysis after air drying.
Samples were classified according to the criteria proposed by Rolando (1984), Masmali et al.
(2014), and crystal density was quantified using the STEPanizer© software. Conjunctival biopsies
from 35 animals were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and Periodic Acid Schiff (PAS —
Easy Path — Sdo Paulo — Brazil). Goblet cells were counted in up to 5 different fields, and cellular
infiltrate was evaluated. Statistical analyses included normality testing, paired comparisons between
eyes, correlations, linear regression, and interobserver agreement, adopting a significance level of p
< 0.05. Tear ferning patterns were predominantly classified as type III / grade 3 on both scales,
characterized by the presence of isolated crystals and large acellular areas, a morphological pattern
that, in other species, is often associated with tear film alterations. Quantitative analysis revealed a
low crystal count, with a median of 12 (IQR: 9.00—-15.25) in right eyes and 11 (IQR: 7.00—13.25) in
left eyes. A significant negative correlation was observed between crystal point count and
qualitative grading, particularly with the Masmali scale (r = —0.72 in the right eye and r = —0.61 in
the left). Histological analysis showed goblet cell counts ranging from 0 to 71 per field, with a
median of 6.0 (95% CI: 5.0-6.0; n = 236). The inflammatory infiltrate had a median score of 2.0
(95% CI: 2.0-2.0), predominantly moderate in intensity, with lymphocytes as the main cell type. No
correlation was found between TFT results and histological findings. Notably, tear ferning patterns
in cattle exhibited morphological features distinct from those described in other species, suggesting
possible anatomical or physiological particularities that remain uncharacterized and highlight the
need for methodological adaptations or the development of species-specific grading scales for
ruminants. These findings support the potential of TFT as a complementary functional tool for
assessing tear film quality and indicate that its integration with histological analyses may enhance
early detection of tear film alterations that predispose cattle to ocular diseases such as infectious
bovine keratoconjunctivitis.

Keywords: tear ferning test, cattle, inflammatory infiltrate, goblet cells, veterinary
ophthalmology.
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1. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Brasilia, (protocolo n® 23106.068874/2024-67).

ANIMAIS

Foram avaliados 100 olhos de 50 bovinos da raga Holandesa, incluindo machos e
fémeas, adultos e bezerros, com idade média de 4 anos e 10 meses £+ 2 anos € 9 meses. Todos os
animais eram clinicamente saudaveis e nao apresentavam alteragdes oftdlmicas no momento da
avaliagdo. Os bovinos pertenciam ao rebanho da Fazenda Agua Limpa (FAL), vinculada a
Universidade de Brasilia (UnB), sendo mantidos em sistema extensivo, livres em pastagem, e
expostos as condigdes naturais de temperatura e umidade caracteristicas da regido Centro-Oeste do
Brasil.

Para inclusdo no trabalho, os animais passaram por avaliagdo oftalmica com lupa de
pala (B-max®, BM-9893, Shenzhen, China), com sistema de 5 lentes intercambidveis e iluminacao

LED, como suporte na inspe¢ao ocular.

TESTE DE CRISTALIZACAO DO FILME LACRIMAL (TCFL)

A coleta do filme lacrimal foi realizada por meio de microcapilares, inseridos no fornice da
palpebra inferior de ambos os olhos (FARIAS et al., 2013). No momento da coleta, os valores de
temperatura e umidade relativa do ar foram registrados utilizando um termo-higrometro
(Incoterm®, modelo 7666.02.0.00, Porto Alegre, Brasil).

Uma gota da amostra lacrimal foi depositada sobre a lamina de vidro, padronizando-se o
tempo de 10 minutos para a secagem espontanea a temperatura ambiente. As laminas secas foram
posteriormente analisadas com o auxilio de um microscopio Optico equipado com camera acoplada,

e as imagens foram capturadas utilizando o software Motic Images Plus 2.0.

CLASSIFICACAO DO TESTE DE CRISTALIZACAO DA LAGRIMA, SEGUNDO
ROLANDO (1984) E MASMALI ET AL. (2014)

As imagens obtidas foram analisadas com base nos critérios de classificagdo
propostos por Rolando (1984) e Masmali et al. (2014). De acordo com Rolando, os padrdes de
cristalizacao do filme lacrimal sdo categorizados em quatro tipos progressivos, do I ao IV. O tipo1¢
caracterizado por uma cristalizagdo densa, formada por cristais altamente ramificados e sem
espagamento entre as estruturas. No tipo II, embora a cristalizacdo ainda seja densa, observa-se uma
reducdo no tamanho das ramificagdes, com arborizacdes menos complexas e discretamente
espacadas. O tipo III apresenta poucas ramificagdes, geralmente incompletas e de maior dimensao,

associadas a amplos espagos entre os cristais. Ja o tipo IV € marcado pela auséncia de estruturas
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cristalinas definidas, predominando areas com grumos e acumulo de muco.

A classificagdo proposta por Masmali et al. (2014) adota uma escala de zero a quatro,
na qual os graus 0 e 1 indicam padrdes de cristalizacdo considerados normais, enquanto os graus de
2 a 4 refletem alteragdes compativeis com disfun¢@o do filme lacrimal, em diferentes intensidades.
Para assegurar a padroniza¢do da andlise, trés avaliadores previamente treinados classificaram as
amostras de forma independente. Em seguida, foram aplicados testes estatisticos para avaliar a

concordancia interobservador.

CLASSIFICACAO SEGUNDO METODO STEPANIZER®

As imagens capturadas foram analisadas utilizando o software STEPanizer© stereology
tool, versdo 2.28. Para a avalia¢do, foram sobrepostos 36 pontos equidistantes em um campo
delimitado, sob aumento de 20x. A contagem foi realizada considerando apenas os pontos
localizados no quadrante inferior da malha que interceptavam as estruturas cristalinas, sendo
desconsiderados aqueles posicionados sobre areas vazias. Todas as imagens foram analisadas na

magnificacdo de 20x.
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Figura 1. Interface da ferramenta de contagem ( “Counting ) do software STEPanizer®. Sobre a
imagem do padrio de cristalizacdo, foi sobreposta uma malha com 36 pontos equidistantes. A contagem
considerou apenas os pontos que interceptaram ramificagdes cristalinas no quadrante inferior da malha
(exemplificado pelos pontos em vermelho). Nesta imagem, 30 dos 36 pontos coincidiram com cristais,

resultando em uma densidade de cristalizacido de 30/36.



BIOPSIA CONJUTIVAL #

A conjuntiva do olho esquerdo de 35 dos animais foi higienizada com solugdo de Polivinil
Pirrolidona Iodo a 1%. Em seguida, foram instiladas duas gotas de tetracaina 1% (Allergan®, Sao
Paulo, Brasil) para promover anestesia topica. A bidpsia foi realizada na regido do fornice
conjuntival inferior nasal, utilizando pinca anatdmica e tesoura Stevens. As amostras obtidas foram
imediatamente acondicionadas em frascos contendo formalina tamponada a 10% para posterior
processamento histologico no Laboratorio de Diagndstico Patologico Veterindrio — LDPV. Duas
laminas de cada fragmento foram confeccionadas e coradas por hematoxilina/eosina (HE) e por

Periodic Acid Schiff (PAS — Easy Path — Sdo Paulo — Brasil).

CONTAGEM DE CELULAS CALICIFORMES

As laminas coradas com PAS foram inicialmente analisadas em aumento de 20x, com o
intuito de verificar a integridade e qualidade dos cortes histologicos. Apds essa avaliagdo
preliminar, procedeu-se a contagem das células caliciformes, realizada em até cinco campos viaveis
consecutivos ao longo do epitélio conjuntival, utilizando aumento de 40x. A quantificacdo foi
conduzida de forma independente por dois avaliadores, sendo o nimero final de células produtoras

de muco por campo determinado pela média dos valores obtidos por ambos.

AVALIACAO DO INFITRADO CELULAR

As laminas contendo amostras de conjuntiva foram coradas com hematoxilina e eosina (HE)
para avaliagdo do infiltrado celular. A quantificacdo foi realizada por analise microscopica,
utilizando uma escala semiquantitativa, na qual: 1 indicava infiltrado discreto, 2 correspondia a
infiltrado moderado e 3 a infiltrado acentuado. O infiltrado também foi classificado de acordo com

o tipo celular predominante.

AVALIACAO ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versao 10.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A verificacio da normalidade das variaveis foi
realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
Variaveis com distribuicdo ndo paramétrica foram expressas como mediana e intervalos interquartis
(IQR). A comparagdo entre os valores do STEPanizer© dos olhos direito (OD) e esquerdo (OE) foi
realizada por meio do teste t pareado. A associagdo entre as contagens do STEPanizer© e os graus
de cristalizagdo das escalas de Rolando ¢ Masmali, bem como entre as classificagdes dessas duas
escalas, foi avaliada utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman.

Para explorar a relagdo entre os escores do STEPanizer© e a classificagdo do TCL, foram

aplicados modelos de regressao linear simples. A concordancia interobservador na classificagdo das
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escalas qualitativas foi verificada por meio do teste de Kendall, com maior concordancia para a

escala Rolando em olho direito (t = 0.71; p < 0.001). A possivel associagdo entre a idade dos
animais e as varidveis estudadas também foi analisada também por meio do teste de Kendall.
Adicionalmente, foi realizada analise de frequéncia para descrever a distribuicdo dos graus

atribuidos por olho. O nivel de significancia adotado para todas as analises foi de p < 0,05.



2. RESULTADOS E DISCUSSAO 2

O presente estudo reporta, pela primeira vez, a aplicacdo do teste de cristalizagdao da lagrima
em bovinos, utilizando uma metodologia de baixo custo e facil execugdo. Fluidos corporais como
saliva e lagrima produzem padrdes especificos de cristalizagdo quando secos sob condi¢des
controladas de temperatura e umidade, refletindo a qualidade do filme lacrimal e fornecendo
informacdes sobre a atividade das células caliciformes, responsaveis pela producdo de mucinas
(ALANAZI et al., 2021).

Antes de apresentar os resultados, ¢ relevante destacar que a avaliagdo focou-se no aspecto
qualitativo do filme lacrimal. Optou-se por nao incluir o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) nesta
andlise, uma vez que estudos em outras espécies ndo tém demonstrado correlagdo robusta entre a
producdo lacrimal quantitativa e os padrdes de cristalizagdo (TCFL) (SILVA et al., 2016; VITOR et
al., 2023a). Além disso, buscou-se priorizar o bem-estar animal, minimizando o numero de
procedimentos no manejo dos bovinos.

Foram avaliados 100 olhos de 50 bovinos da ra¢a Holandesa. De acordo com a classificacao
do teste de cristalizacdo pela escala de Rolando, o tipo III foi o mais prevalente, observado em 76%
dos olhos direitos e 82% dos esquerdos. O tipo II foi identificado em 18% e 8% dos olhos direitos e
esquerdos, respectivamente. O tipo IV esteve presente em 6% dos olhos direitos e 8% dos
esquerdos, enquanto o tipo I foi registrado em apenas 2% de ambos os olhos.

Resultados semelhantes foram obtidos com a escala de Masmali, na qual o grau 3 também
predominou, ocorrendo em 46% dos olhos direitos e 48% dos esquerdos. O grau 2 foi identificado
em 34% dos olhos direitos e 36% dos esquerdos; o grau 1 em 12% e 6%, respectivamente. O grau 4
foi o menos prevalente na escala de Masmali, representando 8% dos olhos direitos e 10% dos

esquerdos (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacdo da frequéncia dos graus de TCFL por olho de acordo com a Escala de Rolando
(1984) e Masmali (2014) e associagdo com a mediana de pontos do STEPanizer® e seu intervalo interquartil

d1Q).

Classificacao Rolando (1984) Masmali (2014) Mediana de pontos
STEPanizer® (I1Q)

Olho direito (OD) 12,0 (9,00 — 15,25)

Grau 1 2% 12%

Grau 2 18% 34%

Grau 3 76% 46%

Grau 4 6% 8%

Olho esquerdo (OE) 11,0 (7,00 — 13,25)

Grau 1 2% 6%

Grau 2 8% 36%

Grau 3 82% 48%

Grau 4 8% 10%

Fonte: Elaboragado propria (2025).

Em ambas as escalas, o tipo III/grau 3 caracteriza um padrdo de cristalizacdo deficitario,

com presenca de cristais isolados e grandes areas sem formacgdo, indicando, segundo literatura
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relacionada ao TCFL em outras espécies (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014; SILVA et al.,

2016; MASMALI et al., 2018; ORIA et al., 2018; ALANAZI et al., 2021), déficit do filme lacrimal
e possivel comprometimento da satide ocular. A avaliacdo da concordancia interobservador revelou
variabilidade significativa, possivelmente atribuida a predominancia de padrdes intermediérios e
ruins, nos quais as transi¢oes entre os graus se tornam mais subjetivas e dificultam a classifica¢do
precisa. A classificagdo das amostras dos bovinos segundo Masmali € Rolando podem ser vistas na

Figura 2.

Figura 2. TCFL de bovinos 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 Il e grau 3 (E) Tipo IV e grau 4. Magnificagdo de 20x.

A analise quantitativa realizada pelo software STEPanizer© revelou uma mediana de 12
pontos (IIQ: 9,00-15,25) nos olhos direitos e 11 pontos (IIQ: 7,00-13,25) nos olhos esquerdos,
refletindo uma baixa densidade de cristais. Embora a auséncia de avaliacdes como o TRFL ¢ o TLS
impeca inferéncias diretas sobre a estabilidade ou produg¢do lacrimal, a literatura em outras espécies
sugere que padroes com baixa contagem de cristais estdo frequentemente associados a distirbios

qualitativos do filme lacrimal. Adicionalmente, observou-se uma correlagdo negativa significativa
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entre a contagem de pontos e os graus atribuidos pelas escalas qualitativas em ambos os olhos

Pela escala de Rolando, os coeficientes de correlagdo foram r = —0,62 (p < 0,001) para o
olho direito e r = —0,42 (p = 0,0002) para o esquerdo, com equagdes de regressao linear indicando
TFT = 3,711 — 0,06939-POINTS (R? = 0,42; p < 0,0001) e TFT = 3,359 — 0,03386-POINTS (R? =
0,1665; p = 0,0033), respectivamente. Na escala de Masmali, observou-se r = —0,72 (p < 0,0001)
para o olho direito e r = —0,61 (p < 0,0001) para o esquerdo, com equagdes TFT = 3,898 —
0,1173-POINTS (R? = 0,55; p < 0,0001) e TFT = 3,396 — 0,07463-POINTS (R? = 0,3705; p <
0,0001), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Correlagdes entre os escores qualitativos (Rolando e Masmali) e a contagem de pontos do
STEPanizer® (varidvel independente) em bovinos.

Escala Olho r p-valor Regressao linear R? p-valor

(variavel (Spearman) (Escala = (reg.)

dependente) f(POINTY))

Rolando OD -0,62 <0,001 TFT=3,711 - 0,42 <0,0001
0,06939-POINTS

Rolando OE -0,42 0,0002 TFT =3,359 - 0,1665 0,0033
0,03386-POINTS

Masmali OD -0,72 <0,0001 TFT = 3,898 — 0,55 <0,0001
0,1173-POINTS

Masmali OE —-0,61 <0,0001 TFT =3,396 — 0,3705 <0,0001

0,07463-POINTS

A regressdo linear entre os escores qualitativos e a contagem de cristais ¢ apresentada na
Figura 3. Evidencia-se que uma menor densidade de cristalizagdo estd associada a padrdes
qualitativos piores de TCFL, compativeis com um filme lacrimal menos estdvel e funcional,
segundo avaliado em outras espécies (SILVA et al., 2016). E possivel observar o padrio de
correlagdo na Figura 4. Apesar da correlagdo observada, a elevada varia¢do dos graus atribuidos e a
variabilidade interobservador indicaram que o desempenho do STEPanizer© foi considerado de
moderado a ruim para ambas as escalas. Essa limitagdo metodoldgica deve ser considerada na
interpretagdo dos resultados, ressaltando a necessidade de estudos futuros que avaliem a
reprodutibilidade e a acurdcia do STEPanizer© na andlise do TCFL em bovinos. Nao foi

identificada correlagdo significativa entre a idade dos animais e os parametros analisados.
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Figura 3. Regressdo linear entre a contagem de pontos obtida no STEPanizer® e os escores
atribuidos pela Escala de Rolando (1984) nos olhos direito (A) e esquerdo (B), e pela Escala de
Masmali (2014) nos olhos direito (C) e esquerdo (D).
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Figura 4. Mapa de calor das correlagdes entre as escalas de Rolando (1984) e Masmali
(2014) e a contagem de pontos obtida pelo STEPanizer® nos olhos direitos (OD) (A) e esquerdos
(OE) (B).

Algumas amostras apresentaram padroes de cristalizagdo com morfologia distinta daquela
tradicionalmente descrita na literatura para outras espécies. As imagens exemplificadas na Figura 5
ilustram uma organizagao cristalina em rede poligonal, com ramificagdes curtas, regulares e pouco
arborizadas, formando estruturas contornadas por pequenos cristais periféricos. Este padrdo ndo se
enquadra completamente em nenhum dos tipos classicos descritos por Rolando (1984) nem nos
escores de Masmali et al. (2014), o que sugere a existéncia de particularidades morfologicas do
TCFL em bovinos. Esse padrao poligonal foi encontrado em trés olhos de diferentes animais. Essa

observagao reforca a hipdtese de que os critérios atualmente utilizados para classificagdo do TCFL
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podem necessitar de adaptacdes especificas para bovinos, levando em conta possiveis diferencas na

composi¢ao da lagrima ou na dindmica de evaporacdo em comparagdo com outras espécies.

Figura 5. Padrao de cristalizagdo observado na lagrima de bovinos, evidenciando formagdes

diferenciadas com aspecto de estruturas hexagonais. Magnificacdo de 20x.

Ainda, outros padrdes diferentes dos encontrados na literatura podem ser vistos da Figura 6,
apresentando uma estrutura central robusta e ramificagdes laterais de contornos irregulares e bem
definidos, com cristais de formato geométrico e bordas serrilhadas. O aspecto da formacgdo dos
cristais ¢ distinto do observado nos padrdes classicos descritos na literatura, especialmente pelos
prolongamentos laterais assimétricos ¢ a auséncia de numerosas arborizagdes finas, como esperado
nos tipos I ou II de Rolando (ROLANDO, 1984; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). Essa
morfologia sugere uma variacdo atipica na cristalizagdo, possivelmente relacionada a fatores

ambientais, fisioldgicos ou & composi¢ao lacrimal especifica destes animais.



31

Figura 6. Padrao de cristalizacdo observado na lagrima de bovinos, evidenciando formagdes

diferenciadas com aspecto de estruturas geométricas. Magnificagdo de 20x.

Os trés olhos que apresentaram padrdes morfologicos distintos (hexagonais/geométricos)
pertenciam a animais clinicamente sauddveis, sem sinais de doenca ocular a inspe¢dao com lupa de
pala. Isso reforga a hipdtese de que tais padrdes podem representar variagdes fisioldgicas proprias
da espécie bovina, e ndo necessariamente um estado patologico.

Além da analise da cristalizagdo da lagrima, foi realizada a quantificacdo das células
caliciformes da conjuntiva bulbar, responsaveis pela producdo de mucinas. Os valores variaram de
0 a 71 células por campo. A mediana foi de 6 células (IC95%: 5-6), enquanto a média foi de 8,1
células (DP = 10,19; EP = 0,66). Os percentis revelaram que 50% das observacdes estavam
concentradas entre 2 e 10 células, embora alguns valores elevados tenham produzido assimetria a
direita na distribuicdo. A Figura 7 ilustra um corte histolégico da conjuntiva, evidenciando células

caliciformes coradas em PAS.
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Figura 7. Corte histologico da conjuntiva palpebral corado em PAS, com (*) indicando uma

célula caliciforme conjuntival (CCC). Aumento de 400x.

A analise histologica também evidenciou a presenca de infiltrado inflamatério conjuntival,
predominantemente linfocitico (aproximadamente 91,4%). As amostras foram classificadas quanto
ao grau em discreto, moderado e acentuado, com valores variando de 1 (discreto) a 3 (acentuado). A
Figura 8 apresenta exemplos representativos de cada tipo. A mediana foi de 2,0 (IC95%),
correspondendo ao infiltrado classificado como moderado, como ¢ possivel observar na Figura 9,
enquanto a média foi de 2,13. Nao foi encontrada correlagdo entre a contagem de células

caliciformes, o infiltrado inflamatério e os achados qualitativos da lagrima (Tabela 2).
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Figura 8. Cortes histoldgicos de conjuntiva classificados conforme a intensidade do

infiltrado inflamatorio: (A) leve, (B) moderado e (C) intenso. Coloragdo por HE. Aumento de 400x.

‘0,\" ‘

Figura 9. Seccdo histologica da conjuntiva evidenciando infiltrado inflamatério moderado.

Coloragao por HE, ampliacao de 400x.
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Tabela 3 — Correlagdo de Spearman entre os graus de cristalizacdo pelas escalas de Rolando (1984) e
Masmali (2014), células caliciformes (CCCs) e infiltrado inflamatério da conjuntiva palpebral de bovinos.

Comparacio r de Spearman p-valor Significancia
Rolando x Masmali 0,720 <0,0001 Sim

Rolando x CCCs -0,176 0,167 Nao

Rolando x Infiltrado  —0,024 0,849 Nao
inflamatorio

Masmali x CCCs -0,059 0,644 Nao
Masmali x Infiltrado  —0,058 0,652 Naéo
inflamatorio

CCCs x Infiltrado 0,182 0,152 Nao
inflamatorio

Foi descrito o processo de cristalizagdo da lagrima, que se inicia com o aumento da
concentracdo de sais, decorrente da evaporacdo gradual da fase aquosa, e progride até a completa
secagem da amostra (MURUBE, 2004). A formacgao eficiente dos cristais depende de uma solugio
com baixa viscosidade, lenta taxa de nucleagdo e presenca minima de impurezas (ALANAZI et al.,
2021). Fatores como maior temperatura, aumento da taxa de evaporacao e baixa umidade relativa
do ar contribuem significativamente para a intensificagdo do processo (PEARCE; TOMLINSON,
2000).

Embora os principios da cristalizagdo lacrimal estejam bem estabelecidos em diversas
espécies, os resultados obtidos nas amostras de bovinos indicaram padrdes morfoldgicos distintos
dos considerados ideais na literatura. Essa particularidade pode ser atribuida a fatores fisiologicos e
ambientais especificos da espécie. A lagrima bovina pode apresentar particularidades em sua
composi¢do, incluindo variagdes na concentracdo de mucinas, proteinas e eletrolitos, que
influenciam diretamente a formacao do TCFL.

Além disso, aspectos como a exposicao a poeira, vento, variagdes de temperatura e umidade
no ambiente de criagdo podem alterar as caracteristicas do filme lacrimal (SILVA et al., 2016;
ALANAZI et al., 2021). A propria natureza sutil das transi¢des entre os graus intermedidrios
também pode ter contribuido para a dificuldade na obtencdo de padrdes de cristalizagdo bem
definidos. Tais elementos, combinados, ajudam a contextualizar a predominancia dos padroes
classificados como tipo III/grau 3 nas amostras avaliadas, sem, no entanto, desqualificar o potencial
do teste como ferramenta complementar na avalia¢ao da satide ocular em bovinos.

Os padrdes deficitarios observados neste estudo podem refletir ndo apenas variagdes
fisiologicas da espécie, mas também uma potencial vulnerabilidade na superficie ocular. A
integridade do filme lacrimal ¢ reconhecidamente essencial para a prote¢do da superficie ocular,
atuando como barreira fisica e imunologica contra agentes patogénicos (WILLCOX et al., 2017). A
baixa contagem de células caliciformes verificada histologicamente, associada a um infiltrado
inflamatoério moderado, sugere uma redu¢do na produgdo de mucina e um estado de irritagdo
conjuntival cronica. Essa condi¢do pode comprometer a qualidade do filme lacrimal, favorecendo a

adesdo e proliferagdo de patdgenos. Nesse sentido, a predomindncia de TCFL classificado como
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intermedidrio a ruim pode indicar um estado predisponente ao desenvolvimento de enfermidades

como a ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB), especialmente em rebanhos expostos a
condi¢des ambientais adversas.

A auséncia de correlacdo significativa entre os padrdes de cristalizacdo e os achados
histologicos pode ser explicada por fatores biologicos, metodologicos e estatisticos. Do ponto de
vista biologico, o TCFL reflete um desfecho funcional complexo, dependente das fases aquosa,
lipidica e mucinica da lagrima (LATKANY; MILLER; ZEEV, 2014; ALMUTLEB, 2023),
enquanto a histologia oferece um instantaneo estrutural estatico. A funcao secretoria e a qualidade
das mucinas podem ter maior impacto na cristalizagdo do que o numero absoluto de células
caliciformes. Metodologicamente, hd um desalinhamento inerente: a bidpsia captura uma regido
especifica da conjuntiva, enquanto o TCFL integra a composi¢ao lacrimal momentanea de toda a
superficie ocular (GIPSON, 2004; ALANAZI et al., 2021).

A variabilidade interobservador na classificacdo dos graus intermediarios e o carater ordinal
das escalas utilizadas (tanto para o TCFL quanto para o infiltrado) reduzem a precisdo das
estimativas e a poténcia para detectar associagdes. Por fim, fatores estatisticos, como a distribui¢do
assimétrica da contagem de células caliciformes e a faixa estreita de variagdao do infiltrado, podem
ter limitado a detec¢do de correlagdes significativas, sobretudo quando a relagdo entre mucina e
padrao de cristalizagdo ocorre de forma ndo linear ou apenas apds determinados limiares
(MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014; CHIGBU; MINHAS, 2018). Esses elementos,
combinados, ajudam a justificar a auséncia de associagdo direta entre as varidveis avaliadas neste
estudo. Por fim, os achados deste trabalho corroboram com dados encontrados em outros trabalhos
(SILVA et al., 2016).

A CIB, causada pela bactéria Moraxella bovis, representa uma das principais doencas
oculares em bovinos, com impacto econdmico significativo e associacdo direta a fatores ambientais
como poeira, radiagdo ultravioleta e traumas oculares (CONCEICAO; GIL TURNES, 2003; DIMA;
FIKEDU, 2021). A combinagdo de um filme lacrimal qualitativamente alterado (sugerido pelo
TCFL) com uma barreira de mucina reduzida (indicada pela baixa contagem de células
caliciformes) pode criar um cendrio favordvel a instalagdo da doenga. Assim, embora ndo sejam
diagnosticos isolados, o TCFL e a andlise histoldgica conjuntival emergem como ferramentas
auxiliares valiosas na identificacdo precoce de bovinos com maior risco para doengas oculares,

permitindo intervencgdes de manejo ou profilaticas mais direcionadas.
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3. CONCLUSAO

O presente estudo descreveu, de forma inédita em bovinos, a aplicacdo combinada do teste
de cristalizagdo da lagrima (TCFL), das escalas qualitativas de Rolando (1984) e Masmali (2014),
da quantificagdo pelo software STEPanizer® e da analise histoldgica conjuntival. Os resultados
evidenciaram a predominancia de padrdes de TCFL intermediarios a ruins, com destaque para o
tipo III / grau 3 em ambas as escalas, sugestivos de alteracdes na qualidade do filme lacrimal.
Adicionalmente, foi observado que, em bovinos, o TCFL apresentou variados formatos, incluindo
estruturas atipicas e padrdes distintos dos classicos descritos na literatura, como cristais pequenos,
dispersos ou formas geométricas ndo ramificadas — padrdes estes encontrados em animais
clinicamente saudaveis, o que reforca a necessidade de uma avalia¢ao especifica para a espécie.

A analise quantitativa pelo STEPanizer® confirmou baixa densidade de cristais e
demonstrou correlagcdo negativa significativa com as escalas qualitativas, especialmente com a de
Masmali. No entanto, a elevada variabilidade interobservador limitou a reprodutibilidade do
método, resultado potencialmente influenciado pelo fato de os avaliadores possuirem treinamento
prévio apenas no padrdo de cristalizacdo lacrimal de cdes, cuja morfologia difere substancialmente
daquela encontrada em bovinos. Este aspecto ressalta que o reconhecimento e classificagao das
imagens podem ser desafiadores e requerem capacitagdo especifica para cada espécie.

A andlise histologica revelou numero reduzido de células caliciformes e infiltrado
inflamatoério predominantemente moderado, sem associacdo direta com os padrdes de
cristalizacdo. A baixa densidade de células caliciformes observada pode representar um fator de
risco para a saude ocular em bovinos, uma vez que essas células sdo produtoras de mucinas,
essenciais para a estabilidade e prote¢ao do filme lacrimal. Essa redu¢ao pode predispor a adesao de
patdgenos, como Moraxella bovis, aumentando a susceptibilidade a doencas como a
ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB).

Em conjunto, os achados reforcam que o TCFL pode ser considerado uma ferramenta
complementar, de baixo custo e aplicabilidade pratica na avaliacdo do filme lacrimal em bovinos.
Reitera-se, porém, que sua aplicacdo isolada ndo permite inferir alteragdes celulares ou
inflamatorias, sendo sua utilidade ampliada quando empregada em associacdo a métodos
histoldgicos e funcionais, ja que cada abordagem fornece informacdes distintas e complementares

sobre a superficie ocular.

Limitacoes do estudo

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. Em primeiro
lugar, ndo foram realizados o teste do tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) nem o Teste
Lacrimal de Schirmer (TLS). A auséncia do TRFL impede conclusdes diretas sobre a estabilidade

do filme lacrimal. A opg¢ao por ndo incluir o TLS baseou-se em dois aspectos principais: 1) o bem-
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estar animal, visando minimizar procedimentos invasivos € o manejo prolongado; e 2) evidéncias

da literatura em outras espécies que nao demonstram correlacdo consistente entre a produgdo
lacrimal quantitativa (TLS) e os padrdes qualitativos de cristalizacdo (TCFL). Adicionalmente, a
classificagdo do TCFL foi realizada por avaliadores treinados majoritariamente em padrdes de caes,
o que pode ter influenciado a interpretacao dos padrdes atipicos encontrados em bovinos. Por fim, a
amostra ¢ proveniente de uma Unica raca criada em condigdes especificas, o que pode limitar a

generalizacdo dos achados.

Perspectivas futuras

Futuras pesquisas devem contemplar a padronizagdo do método, avaliar sua
reprodutibilidade em bovinos e explorar seu potencial no diagnéstico e monitoramento de
enfermidades sanitarias e econdmicas, como a ceratoconjuntivite infecciosa bovina. A criacdo de
uma escala especifica para bovinos, que contemple seus padrdes morfoldgicos peculiares, ¢
altamente recomendada. Desta forma, este trabalho contribui para a caracterizagdo inicial dos
diferentes padrdoes de TCFL em bovinos e amplia as perspectivas para o avango do diagnostico

oftalmico na espécie.
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