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BALDO-LIMA, Felipe, Avaliação da cristalização da lágrima de cães: Três métodos 

de colheita e comparação entre duas escalas de classificação. 2017, 61p. Dissertação 

(Mestrado em Ciência Animal nos Trópicos)-Escola de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2017. 

 

RESUMO 

 

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) é de importância vital para manutenção da saúde 

da superfície ocular, entretanto, trata-se de uma estrutura complexa e de baixo volume o 

que por vezes dificulta a sua avaliação, portanto, é importante entender de forma 

completa a fisiologia do filme lacrimal. Testes para a avaliação quantitativa do FLPC 

são utilizados de forma rotineira em Medicina Veterinária, contudo, testes que avaliem a 

qualidade da lágrima são desafiadores, por possuírem técnicas complexas ou que 

demandem alto custo de aparelhagem. O teste de cristalização da lágrima apesar de ser 

um teste classificado como laboratorial, possui aplicabilidade na rotina clínica, e pode 

trazer informações indiretas importantes em relação a composição bioquímica bruta do 

FLPC. Diversos estudos atestam a sua aplicabilidade e reprodutibilidade, o teste 

consiste em deixar uma gota de lágrima secar sobre uma lâmina de microscopia e 

avaliar o padrão de cristalização assumido pela amostra, padrão similar a “folhas de 

samambaia”. A classificação dos padrões de cristalização se dá de acordo com a 

densidade das formações dos cristais, e é comumente realizada a partir da escala 

proposta por Rolando, todavia, mais recentemente uma nova escala, a escala de 

Masmali, Murphy e Purslow, foi desenvolvida a fim de melhorar sua aplicação na rotina 

clínica. Não há um consenso na literatura em relação a metologia a ser empregada para 

a obtenção de lágrima, e não existem relatos na literatura em relação ao uso do TC em 

cães. Foram avaliadas três metodologias de colheita de lágrima (schirmer, microcapilar 

e micropipeta) e aplicada duas escalas de classificação da cristalização em cães hígidos. 

A colheita de lágrima para o TC demonstrou-se possível e é factível a utilização de 

ambas escalas na classificação do fenômeno de cristalização em cães. 

 

 

Palavras-chave: olho, superfície ocular, Rolando, Masmali, composição lacrimal, filme 

lacrimal. 

 



 
 

BALDO-LIMA, Felipe, Tear ferning evaluation in dogs: Three sampling techniques 

and comparison between two grading scales.2017, 61p. Dissertação (Mestrado em 

Ciência Animal nos Trópicos)-Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2017.  

 

ABSTRACT 

 

The pre-corneal tear film (PCTF) is vitally important for the ocular surface health 

maintenance. However, this is a complex structure and of low volume that, sometimes, makes it 

difficult to evaluate. Therefore, the complete understand of the tear film physiology is 

important. Tests for quantitative assessment of PCTF are routinelly used in veterinary medicine; 

however, tests for qualitative evaluation of tear are challenging, due to the complex techniques 

and the expensive equipments requirements. Despite the tear ferning test is considered a 

laboratorial technique, the results demonstrate that its applicability in the clinical routine can 

indirectly suggest important informations about the gross biochemistry composition of PCTF. 

Several studies describe its applicability and reproductibility, that consist in put a tear drop over 

a microscope slide and wait for drying to evaluate the ferning pattern assumed by the sample, 

similar to “fern leaves”. The classification of ferning pattern is performed according to the 

density of cristal formation, and is commonly performed by the grading proposed by Rolando. 

Recently, a new ferning grading was proposed by Masmali, Murphy and Puslow 

in order to improve the applicability of the test in the clinical routine. There is no consensus in 

the literature regarding the methodology for tear sampling, and there are no reports in the 

literature of ferning test use in dogs. Three tear sampling methodologies were assessed 

(schirmer, microcapillary tubes and micro-pipette) and applied to two ferning grading in healthy 

dogs. The tear sampling for ferning test was possible and the use of both ferning grading was 

feasible in dogs. 

 

 

Keywords:  Eye, ferning, Masmali, ocular surface, Rolando, tear components, tear film. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) é o responsável pela manutenção da saúde da 

superfície ocular e pálpebras; seus componentes carreiam nutrientes, distribuem leucócitos 

para a córnea e promovem limpeza e proteção física da superfície. Dessa forma, o FLPC é 

considerado como defesa primária do olho (GRAHN; STOREY, 2004; ROYLE et al., 2008). 

As avaliações das deficiências do componente aquoso da lágrima, denominadas de 

quantitativas, possuem metodologias consagradas na medicina e na medicina veterinária, 

sendo a mais utilizada o teste da lágrima de Schirmer (TLS) (VAN KAMPEN; JAMES, 1971; 

SWEENEY et al., 2013). As deficiências qualitativas, decorrentes da alteração da composição 

bioquímica ou biofísica do FLPC, levam à instabilidade e são clinicamente mais sutis, por 

esse motivo, seu diagnóstico é mais laborioso e delicado (SWEENEY; MILLAR; RAJU, 

2013; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014).  

Alguns testes para a avaliação da qualidade da lágrima, como citologia, densidade de 

células caliciformes, análise proteômica, osmolaridade, já foram descritos em algumas 

espécies, entretanto são testes laboratoriais que congregam maior complexidade e maiores 

custos, e há que ser considerado que o baixo volume da lágrima obtido os torna mais 

desafiadores (HENDRIX, 2005; FELBERG et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; 

McGINNIGLE; NAROO; EPERJESI, 2012). Contudo, o teste de cristalização da lágrima 

(TCL), mesmo sendo método laboratorial, é rápido, de baixo custo, fácil exequibilidade e 

pode indicar, de maneira indireta, propriedades bioquímicas do FLPC.  

O entendimento do TCL tem sido discutido amplamente na medicina, e, inicialmente, 

acreditava-se estar relacionado com a quantidade de mucina do filme lacrimal (TABBARA; 

OKUMOTO, 1982; ROLANDO, 1984; NORN, 1987). No entanto, estudos posteriores a 

notaram que a cristalização do filme lacrimal está ligada, diretamente, à composição iônica e, 

indiretamente, à relação íons/proteínas do FLPC, consequentemente, à sua osmolaridade, que 

se reflete diretamente na qualidade do FLPC (PEARCE; TOMLINSON, 2000; BARABINO; 

CHEN; DANA, 2004; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014).  

Na medicina, o teste já foi utilizado em diversos fluidos corporais como o muco cervical 

e saliva (PAPANICOLAOU, 1946), para diagnóstico de período fértil, lágrima, para 

ceratoconjuntivite seca (CCS), além de diversas doenças oculares, genéticas e com 

repercussão sistêmica (ABOU-SHABANAH; PLOTZ, 1957; ROLANDO, 1984; FILIPELLO 
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et al.; 1992; HERRERAS et al., 1992; MARAGOU et al., 1996; JOHNSON; MURPHY, 

2004; VERSURA, et al., 2007). 

A escala desenvolvida por Rolando (1984) a partir de olhos normais foi utilizada em 

estudos anteriores relacionados à cristalização da lágrima, entretanto, algumas dificuldades 

foram descritas, porquanto as variações dos padrões de cristalização parecem ser maiores que 

os quatro tipos propostos pela escala do autor. Diante dessa lacuna, Masmali, Murphy e 

Purslow (2014) desenvolveram outra escala a fim de facilitar a aplicação na rotina clínica. 

Trata-se de teste já descrito em medicina veterinária, na espécie canina (COASSIN et al. 

2005; GOUVEIA et al. 2013), na espécie equina (SILVA et al., 2016) e em camelos 

(AKHATAR; MASMALI; KHAN, 2014), no entanto, até o presente momento, não é de 

conhecimento do autor a existência de trabalhos quanto à comparação entre metodologias de 

colheita, que podem interferir na concentração de proteína do FLPC (OHASHI; DOGRU; 

TSUBOTA, 2006; POSA et al., 2013), moléculas que participam de forma indireta na 

formação dos cristais da lágrima. O TCL é subjetivo, exequível e pode trazer informações 

indiretas quanto à composição da lágrima e higidez da superfície ocular, portanto, alterações 

no padrão de cristalização podem sugerir início de doença da superfície ocular (TABBARA; 

OKUMOTO, 1982; GOLDING; BRENNAN, 1989).  

O presente trabalho tem como objetivo descrever os achados do TCL em cães hígidos 

com três metodologias de colheita de lágrima e classificá-las segundo as escalas propostas por 

Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

O filme lacrimal possui composição complexa e funções primordiais para a manutenção da 

saúde da superfície ocular e anexos (DAVIDSON; KOUNENT, 2004). Podem-se elencar 

como principais funções do FLPC a manutenção da superfície lisa para refração da luz, 

lubrificação e nutrição das pálpebras, lubrificação da conjuntiva e córnea, nutrição da córnea e 

transporte de subprodutos metabólicos da superfície corneana e conjuntival, remoção de 

materiais estranhos da córnea e conjuntiva, e por fim, defesa primária da superfície ocular a 

agentes patogênicos por possuir substâncias antibacterianas e inibir a aderência destes agentes 

(LAMBERTS, 1994). Portanto faz-se necessário o estudo da produção, composição e função 

dos componentes do FLPC assim como conhecer e entender as metodologias de avaliação 

quantitativa e qualitativa, itens a serem abordados nesta revisão de literatura. 
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2.1 FILME LACRIMAL PRÉ-CORNEANO 
 

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) é descrito como estrutura líquida complexa, 

trilaminar, que, na sua camada mais externa, tem uma fase lipídica, além de uma camada 

intermediária aquosa e uma camada mais interna e intimamente ligada à córnea, denominada 

camada mucoide. Alguns autores preconizam que a fase aquosa e a mucoide figuram como 

únicas camadas nominadas de gel-mucina porquanto seus componentes possuem intima 

interação (Figura 1) (ROYLE et al., 2008; WILLIAMS, 2008).  

Esse complexo possui ligação com a conjuntiva bulbar e a córnea, e cuja principal 

função é a manutenção da saúde da superfície ocular por proteção física, mantendo-a sempre 

lubrificada, além de participar no transporte de nutrientes e células de defesa para a região da 

córnea que, por ser avascular, necessita desse aporte externo para manutenção da sua higidez 

(RIBEIRO et al., 2008; WILLIAMS, 2008). 

Sabe-se, ainda, que são inúmeros os fatores que podem alterar a composição e a 

dinâmica do FLPC como anomalias de pálpebras, inflamação da conjuntiva, idade, ciclo estral 

e sexo (UNCU et al., 2006; BEECH et al., 2013), o que torna o seu estudo complexo. Além 

das variáveis capazes de influenciar a dinâmica do FLPC, o seu pequeno volume e as 

metodologias de avaliações disponíveis para seu estudo tornam-se também fatores limitantes 

para seu emprego na rotina clínica (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). 

 

Figura 1– Desenho esquemático do FLPC e suas camadas, e as mucinas dispersas na camada aquosa. 

 

Fonte: Modificado de Allergan 
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2.2 PRODUÇÃO E COMPOSIÇÃO DA LÁGRIMA 

 

A camada mais externa do FLPC é composta por lipídeos, que são secretados por 

estruturas tubulares acinares situadas no tarso palpebral, denominadas glândulas de 

meibômio. Essas glândulas são acionadas de maneira física, sendo, a cada incursão palpebral, 

estimulada a secreção desses lipídeos que compõem a lágrima, além de serem efetuados 

estímulos neurais e hormonais, por enquanto ainda não bem elucidados. Essa camada possui 

cerca de 0,1µm de espessura e é composta por mistura de ácidos graxos, triglicerídeos e 

ésteres. Sua porção mais externa é composta por lipídeos não polares e sua porção mais 

interna, por lipídeos polares. A principal função da camada lipídica do FLPC é evitar a 

evaporação do componente intermediário aquoso, e a deficiência de tal camada é condição 

importante na patogênese do olho seco em cães (WOLFF, 1946; WILLIAMS, 2008). 

Denominada fase aquosa e com aproximadamente 6 a 10µm de espessura, a camada 

intermediária do FLPC é produzida pela glândula lacrimal principal, localizada dorso 

lateralmente à pálpebra superior, mas também pela glândula da membrana nictitante. A 

secreção pela glândula lacrimal principal está sob controle neural e hormonal e possui 

inervação parassimpática e simpática, com arco-reflexo identificado a partir dos nervos 

sensoriais na córnea de ativação parassimpática eferente, e nervos simpáticos que se originam 

do núcleo motor parassimpático do nervo facial e passam através do nervo trigêmeo para a 

glândula lacrimal. Os neurotransmissores envolvidos nessa secreção são a acetilcolina, os 

peptídeos intestinais vasoativos, a substância P, a noradrenalina e os peptídeos relacionados 

ao gene da calcitonina, entretanto a acetilcolina e a noradrenalina geram os estímulos mais 

potentes para secreção de água e eletrólitos lacrimais (KRENZER et al., 2001; WILLIAMS, 

2008). Os hormônios andrógenos são estimuladores potentes da produção lacrimal, dessa 

forma, efeitos de gênero e relacionados com a idade são fatores a serem considerados 

relativamente à produção de lacrimal (KRENZER et al., 2001; SCHAUMBERG et al., 2001; 

UNCU et al., 2006). 

Entre os componentes da porção aquosa do FLPC, podem-se elencar vários eletrólitos, 

proteínas, vitaminas, fatores de crescimento, peptídeos hormonais, imunoglobulinas e 

citocinas, que desenvolvem em conjunto o papel de proteção da superfície ocular, manutenção 

da estrutura do filme lacrimal e da pressão osmótica, funcionando também como tampão para 

conservação do pH.  

A camada denominada mucosa é formada por diversas mucinas, imunoglobulinas, ureia, 

sais, glicose, leucócitos, debris celulares e enzimas. As células caliciformes presentes na 



18 
 

conjuntiva são responsáveis por sua secreção, e a sua principal função é a ancoragem da 

porção aquosa do FLPC ao epitélio corneano hidrofóbico, além de inibir a aderência de 

bactérias. No cão, as células caliciformes são encontradas em maior quantidade na conjuntiva 

bulbar e no fórnix conjuntival (ROYLE et al. 2008; WILLIAMS, 2008; MASMALI; 

PURSLOW; MURPHY, 2014). 

Estudos mais recentes mostram que a distinção entre as camadas aquosa e de mucina 

não é correta. O epitélio corneano possui superfície de glicocálix composta de mucinas, como 

MUC 1, 3, 4, 12, 13 e 16 que atravessam a membrana e preenchem a camada aquosa com 

pequenas mucinas solúveis (MUC 7 e 9), o que forma, portanto, um gel mucoso ou gel 

mucina onde também se encontram as mucinas MUC 2, 5, 6, e 19 (GIPSON; HORI; 

ARGUESO, 2004; ROYLE et al. 2008; WILLIAMS, 2008). 

 

2.3 AVALIAÇÃO DA LÁGRIMA 

 

2.3.1 Avaliação quantitativa 

 

O teste da lágrima de Schirmer (TLS) é um teste de avaliação quantitativa da produção 

lacrimal e uma importante ferramenta na oftalmologia veterinária para o diagnóstico de 

doenças associadas à produção do fluxo da lágrima, principalmente aquelas que envolvem a 

córnea e a conjuntiva (WILLIAMS, 2008; GELLAT, 2013).  

O TLS utiliza tira de papel padronizada inserida no saco conjuntival ventral, durante 60 

segundos, e o comprimento de papel umedecido é medido por escala milimétrica presente na 

tira. O TLS pode ser subdividido em TLS-I e TLS-II. No TLS-I, o resultado compreende a 

mensuração basal e reflexa da porção aquosa do filme lacrimal. Já o TLS-II avalia a produção 

de lágrima basal após a aplicação de anestésico tópico, e seus valores preditivos são utilizados 

em animais com ulceração da córnea que não toleram o TLS-I (Figura 2). 
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Figura 2 - Tira de papel milimetrada inserida no fórnix conjuntival inferior durante a realização do 

teste da lágrima de Schirmer – I. 

 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA (2016). 

 

Valores superiores a 15mm/min no TLS-I em cães são considerados normais 

(WEICHSLER, 2008). A maioria dos autores concordam que os valores médios com as tiras 

de teste padrão são de 15 a 25mm/min, porém podem existir pequenas variações entre raças 

(SAITO; KOTANI, 1999; HAMOR et al., 2000; KOBASHIGAWA et al. 2015), em 

diferentes horários do dia (HARTLEY; WILLIAMS; ADAMS, 2006), por idade (KASWAN 

et al., 1989; HARTLEY et al., 2006) e entre animais castrados e inteiros (HARTLEY, 

WILLIAMS; ADAMS, 2006), mas não inferiores a 15 ou superiores a 25mm/min. 

Animais com valores entre 11 e 14mm/min podem apresentar ceratoconjuntivite seca 

(CCS) inicial ou subclínica, com hiposecreção, devendo-se avaliar os sinais clínicos para 

fechar o diagnóstico. Valores entre 6 e 10mm/min são indícios de CCS moderada ou leve, 

mas, quando os valores são menores ou iguais a 5mm/min, caracteriza-se CCS severa 

(PEIFFER Jr., PETERSEN-JONES, 2000; MOORE et al., 2001; GIULIANO; MOORE, 

2007).  

O teste da lágrima do vermelho de fenol (TLVF) é usado como uma alternativa 

principal em animais silvestres e felinos, no qual a extremidade de um fio de algodão, 

impregnado com vermelho de fenol, é colocada no fórnix conjuntival durante 15 segundos 

(HOLT; ROSENTHAL; SHOFER, 2006; LANGE; LIMA; MONTIANI-FERREIRA, 2012; 
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ORIÁ et al., 2015). O princípio da técnica é similar ao TLS-I e a medição da porção molhada 

é feita imediatamente após esse período com um paquímetro digital. 

Outro teste de produção lacrimal recentemente introduzido na rotina oftálmica é a tira 

endodôntica de papel absorvente, originalmente utilizado na odontologia por sua propriedade 

absortiva. Consiste na inserção da ponta de papel no fórnix conjuntival e após o período de 15 

ou 60 segundos, a depender da espécie animal em avaliação, a porção umedecida é mensurada 

com o auxílio de um paquímetro digital (LANGE; LIMA; MONTIANI-FERREIRA, 2012; 

ORIÁ et al.,2015). 

 

2.3.2 Avaliação qualitativa 

 

A deficiência do FLPC também advém de outras porções que não a fase aquosa deste. A 

enfermidade denominada olho seco ou ceratoconjuntivite seca também se dá por distúrbios 

das outras porções que levam a instabilidade do FLPC e, consequentemente, sua disfunção 

(MANNING; WEHRLY; FOULKS, 1995; GELLAT, 2013).  

Distúrbios nas glândulas de meibômio são relacionadas a evaporação excessiva do 

FLPC. Além disso, secreção de lipídeos alterados podem também ser tóxicos para o epitélio 

corneano. blefarites, blefarosconjuntivites e meibomites recorrentes podem prejudicar a 

secreção correta do componente lipídico do FLPC. Alterações na secreção de mucina também 

se relacionam com instabilidade do FLPC. Nos cães o olho seco por deficiência de mucina 

pode ocorrer de forma espontânea ou decorrente de inflamações crônicas da conjuntiva onde 

se encontram as células caliciformes responsáveis pela produção desta porção (MANNING; 

WEHRLY; FOULKS, 1995; GELLAT, 2013). Para tanto, alguns testes clínicos ou 

laboratoriais devem ser empregados para assegurar a qualidade do FLPC tais como: utilização 

de corantes vitais, aferição de osmolaridade e o teste de cristalização da lágrima ou tear 

ferning test. 

2.3.2.1 Corantes vitais 

 

Os três corantes vitais mais utilizados na medicina e na medicina veterinária são a 

fluoresceína, o rosa bengala e a lissamina verde. A fluoresceína (Figura 3) é um corante 

hidrofílico e, por esse motivo, cora primariamente a película lacrimal, como a primeira 

camada. Como o epitélio corneano é hidrofóbico, a fluoresceína, em uma córnea íntegra, não 

irá se aderir, entretanto, caso haja descontinuidade dessa camada, a seguinte, denominada 

estroma, que é hidrofílica, será corada pelo corante, o que torna este teste diagnóstico 
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definitivo de ulcerações corneanas (KIM, 2000). Além disso, a fluoresceína pode ser utilizada 

para verificação da patência dos ductos de drenagem da lágrima pelo teste de Robert Jones, 

assim como para a estabilidade do filme lacrimal através do teste de ruptura do filme lacrimal 

(GELLAT, 2013).A fluoresceína pode ainda ser utilizada para a verificar a estabilidade do 

filme lacrimal através do tempo de ruptura do filme lacrimal ou tear break-up time, que 

consiste em depositar sobre o olho do animal uma gota de fluoresceína e o examinador 

munido de um biomicroscópio com luz azul cobalto mantendo as pálpebras do paciente 

abertas, verifica o tempo de dissociação do corante sobre a superfície corneana, ou seja, a 

quebra do filme (SWEENEY;  MILLAR; RAJU, 2013). No cão, a média de o teste varia de 

19,7 ± 5 a 21,53 ± 7,42 segundos (MOORE, 1990, SAITO; KOTANI, 2001). Este teste avalia 

de forma indireta a deficiência de componentes responsáveis pela estabilidade do FLPC como 

a mucina e os lipídeos (GELLAT, 2013).  

O corante rosa bengala e a lissamina verde são corantes supravitais utilizados para corar 

tecidos necróticos, degenerados ou desvitalizados, tratam-se de corantes importantes para 

detecção de deficiência celular corneana e conjuntival. A lissamina verde (Figura 4) é um 

corante orgânico produzido sinteticamente e possui padrão de coloração muito similar ao rosa 

bengala, entretanto possui algumas vantagens, tais como baixa toxicidade e maior 

tolerabilidade pelo paciente (MANNING; WEHRLY; FOULKS, 1995; GELLAT, 2013). 
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Figura 3 - Avaliação de integridade do epitélio corneano após instilação da fluoresceína em sala 

escura e com filtro azul de cobalto. Teste de fluoresceína negativo. 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA (2016). 

 

Figura 4 - Teste da lissamina verde para verificação de viabilidade celular. Teste negativo. 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA (2016). 

 

2.3.2.2 Osmolaridade 

 

A osmolaridade do FLPC é representada pela concentração de cátions e ânions 

dissolvidos em sua porção aquosa. Esse fator pode ser influenciado por diminuição da 

produção lacrimal e por excesso de evaporação, o que leva a uma instabilidade do filme e 
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resulta em hiperosmolaridade (MURUBE, 2006; BAUDOUIN, 2007; DAVIS; TOWNSEND, 

2011). 

A hiperosmolaridade do FLPC induz as células epiteliais a expressarem citocinas 

inflamatórias e, consequentemente, a ativação das células inflamatórias epiteliais, e leva à 

apoptose das células conjuntivais, incluindo as células caliciformes e células corneanas. 

Portanto, a hiperosmolaridade é um fator crítico de doença da superfície ocular (DAVIS; 

TOWNSEND, 2011; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014; BEST; HENDRIX; 

WARD, 2015). 

Testes como o tempo de ruptura do filme lacrimal ‘tear break-up time’ (BUT) e o teste 

de cristalização da lágrima ou ‘tear ferning test’ têm sido associados com a osmolaridade do 

FLPC (LIM et al., 2009; MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014; MASMALI; 

PURSLOW; MURPHY, 2014). Além desses dois testes, avaliações com equipamentos 

próprios para a osmolaridade, desenvolvidos com microeletrodos que podem ser inseridos na 

pálpebra, já estão disponíveis no mercado e com estudos sendo desenvolvidos em cães, gatos 

e equinos (DAVIS; TOWNSEND, 2011). 

 

2.3.2.3 Teste de cristalização da lágrima ou tear ferning test 

 

2.3.2.3.1 Breve Histórico 

 

Facuory e Vauquelin (1791) são os pioneiros na descrição do fenômeno de 

cristalização que observaram ao deixar a lágrima secar sobre uma superfície a formação de 

cristais, no entanto, o fenômeno ficou esquecido por aproximadamente 150 anos (MURUBE, 

2004) quando em 1946 Papanicolau utilizou os princípios do fenômeno na ginecologia, em 

muco cervical, que então começou a ser utilizado para diagnóstico de período fértil, ovulação, 

menopausa. Tabbara e Okumoto (1982) a partir dos estudos de cristalização da ginecologia 

aplicaram o princípio à oftalmologia, onde caracterizaram conjuntivite penfigóide cicatrizante 

da não cicatrizante pela modificação do padrão de cristalização. Em 1984, Rolando, na Itália 

desenvolveu uma escala de quatro tipos balizada na densidade da formação dos cristais e, 

sendo esta dependente da quantidade de mucina. 

Norn em 1987 criou nova classificação, balizada na área coberta pelos cristais e na 

formação de ângulos retos, oblíquos e agudos que partem dos ramos primários, secundários e 
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terciários das formações das cristalizações, além disso, tal classificação necessita da adoção 

de complexa fórmula aritmética para interpretação dos resultados. 

Cientificamente a escala de Rolando tem sido utilizada, sua reprodutibilidade atestada, 

entretanto não foi desenvolvida para aplicação clínica e sim para observação, logo, a partir de 

dificuldades da interpretação nos padrões de cristalização propostos por Rolando; Masmali, 

Murphy e Purslow (2014) rediscutiram o entendimento da aplicação da técnica a partir da 

composição do filme lacrimal, em que atribuem a cristalização como dependente da 

quantidade de íons e não de mucina como se acreditava anteriormente, além disso, 

desenvolveram uma escala de classificação por meio de regressão linear, que resultou em uma 

grade de cinco graus, a fim de melhorar as condições de utilização clínica de rotina da técnica. 

 

2.3.2.3.2 Aplicação da cristalização em Medicina e Medicina Veterinária 

  

 Em medicina o teste de cristalização tem estudos variados em diversos fluidos 

corporais como saliva (MARAGOU et al., 1996), lágrima, muco cervical (PAPANICOLAU, 

1946) e suor. Na ginecologia o emprego do fenômeno de cristalização a muco cervical e 

vaginal já foi utilizado para diagnóstico de gravidez, período fértil e menopausa 

(PAPANICOLAU, 1946; SRINIVASAN; JOYCE; JONES, 2007). Na oftalmologia, têm-se 

relatos do emprego do teste de cristalização em pacientes com desordens oftálmicas diversas, 

sejam elas primárias ou secundarias a doenças sistêmicas, tais como, ceratoconjuntivite seca 

(ROLANDO, 1984), fibrose cística (ROLANDO; BALDI; CALABRIA, 1987), síndrome de 

Sjörgren (VAIKOUSSIS; GEORGIOU; NOMICARIOS, 1994), intolerância ao uso de lentes 

de contato (KOGBE; LIOTET, 1987; LI et al. 2007), qualidade da lágrima em pacientes com 

pterígio antes e após cirurgia de excisão (LI et al. 2007). 

Na medicina veterinária estudos recentes aplicaram o fenômeno de cristalização para 

diagnóstico de prenhes em vacas (SKALOVA; FEDOLOVA; BRANDLOVA, 2013), 

entretanto, não existem relatos da aplicação da técnica para diagnóstico de doenças em 

animais, no entanto, Coassin e colaboradores (2005) estudaram a evolução do teste de 

cristalização em cães com CCS iatrogênica tratados com fator de crescimento neural tópico e 

notaram melhora da cristalização do tipo IV para o tipo II após tratamento As aplicações da 

técnica em oftalmologia veterinária limitaram-se a descrever padrões de cristalização em 

caninos (GOUVEIA et al. 2013), equinos (SILVA, et al. 2016) e camelos (AKHATAR; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaikoussis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7835183
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaikoussis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7835183
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MASMALI; KHAN, 2014) hígidos, sem considerar metodologia de colheita ou escala de 

classificação aplicada. 

 

2.3.2.3.3 Teste de cristalização da lágrima. 

 

O TCL é descrito como simples e de baixo custo para avaliação clínica da qualidade 

da lágrima e pode inferir um nível de composição bioquímica bruta a partir de seu resultado. 

A sua subjetividade tem sido questionada no meio científico, porém estudos recentes atestam 

sua reprodutibilidade e confiabilidade (FELBERG et al., 2008; MASMALI; MURPHY; 

PURSLOW, 2014). 

A técnica consiste em depositar uma gota de lágrima em lâmina de microscópio e deixá-

la secar em temperatura e umidade relativa do ar monitorizadas, com variação de 21–26 ºC e 

50–60%, respectivamente. Após secagem, o padrão de cristalização é avaliado e classificado 

segundo escala predeterminada. Além da temperatura e umidade, outros fatores influenciam o 

padrão de cristalização da lágrima como: sujidades, teor de muco, taxa de evaporação 

(HORWATH et al. 2001; MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014a). 

Para a colheita da lágrima, diversos estudos já foram realizados e alguns diferentes 

materiais já foram utilizados, a exemplo dos tubos capilares de vidro (Figura 5), espátulas, 

pipetas (Figura 6), papeis de Schirmer (Figura 7). No entanto, para o teste em questão o 

método classicamente utilizado é o tubo capilar de vidro (GOUVEIA et al. 2013; POSA et al., 

2013; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). 
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Figura 5 - Macrofotografia do procedimento de colheita de lágrima realizado com o tubo 

microcapilar. 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA (2016). 

 

Figura 6 - Macrofotografia do procedimento de colheita de lágrima realizado com micropipeta. 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA 
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Figura 7 - Tiras de papel milimetrado utilizadas para o teste da lágrima de Schirmer. 

 

Fonte: Serviço de Oftalmologia Veterinária da UFBA 

 

A depender da composição do FLPC, diversos padrões de cristalização podem ser 

observados, no entanto olhos saudáveis devem produzir padrões de cristalização densos e 

completos, enquanto olhos com deficiência em componentes lacrimais produzem padrões 

grosseiros de cristalização (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014; MASMALI et al., 

2015). Rolando (1984) descreveu quatro tipos de padrões de cristalização, onde: no tipo I a 

cristalização da lágrima origina “árvores” de cristais multirramosos, sem espaços vazios entre 

as arborificações (Figura 8-A); o tipo II apresenta ramos mais curtos e as arborificações são 

menores, com a aparição de espaços entre elas (Figura 8-B); Já no tipo III os espaços entre as 

arborificações são amplos, e as ramificações são raras, com presença de cristais grosseiros 

(Figura 8-C); e o tipo IV é caracterizado por grumos de cristais que raramente formam 

pequenas arborificações, ou pela ausência total de cristalização (Figura 8-D). 
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Figura 8 - Padrão de cristalização do filme lacrimal humano, em aumento de 10x segundo a 

classificação de Rolando (1984). 

 

Notar em A – padrão tipo I; B – padrão tipo II; C – padrão tipo III; D – padrão tipo IV. 

 

Fonte: Rolando (1984) 

 

 

Masmali, Murphy e Purslow (2014) após desenvolverem sua escala em cinco graus, 

descrevem os padrões da seguinte forma: No grau zero, o fenômeno de cristalização é cheio, 

sem espaços ou lacunas entre as samambaias (Figura 9-A); no grau um, a densidade dos 

ramos da samambaia diminui com o aparecimento de pequenos espaços e lacunas entre os 

galhos (Figura 9-B); já no grau dois, os ramos da samambaia são reduzidos e podem se tornar 

grossos e grandes, com a presença de espaços claros e lacunas (Figura 9-C); no grau três, os 

espaços e as lacunas estão aumentados e bem visíveis, sem formação de samambaias claras, e 

com a presença de grandes cristais (Figura 9-D); por fim no grau quatro, obeserva-se que o 

fenômeno da cristalização está totalmente ausente (Figura 9-E). 
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Figura 9 - Padrão de cristalização do filme lacrimal humano, em aumento de 10x segundo 

classificação de Masmali, Murphy e Purslow (2014) 

 

Notar em A grau 0; B – grau 1; C – grau 2; D – grau 3; E – grau 4. 

Fonte: Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

 

O TCL, amplamente estudado na medicina, tem seu resultado influenciado por diversas 

condições como variação sexual e hormonal (SRINIVASAN et al., 2007), doenças oculares e 

cicatrização conjuntival (LI et al., 2007), doenças sistêmicas com repercussão oftálmica 

(VERSURA et al., 2007) e doenças sistêmicas sem repercussão oftálmica (FILIPELLO et al., 

1992).  

 

2.3.2.3.4 Metodologias de colheita de lágrima 

 

 Metodologias diversas são descritas na literatura como factíveis para obtenção de 

lágrima. Posa e colaboradores (2013) compararam o uso da tira de Schirmer e do tubo 

microcapilar para obtenção de lágrima e avaliação proteômica em humanos, e concluiu que 

C 
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não há diferença em relação a quantidade de proteína independente da metodologia aplicada, 

e ainda observou que a tira de Schirmer por ser uma metodologia aplicada na semiotécnica 

oftálmica de rotina pode trazer vantagens em relação a conforto e praticidade. Em coalas e 

cães a utilização de microcapilar para avaliação proteômica também já foi reportada 

(HEMSLEY et al. 2000), já em um estudo em camelos utilizaram a micropipeta para obtenção 

de lágrima e avaliação proteômica (CHEN et al. 2011; AKHATAR; MASMALI; KHAN, 

2014).  

A micropipeta foi descrita ainda como metodologia de colheita de lágrima para 

utilização no teste de cristalização (NORN, 1988), assim como o microcapilar (NORN, 1988; 

HORWATH et al. 2001). Norn (1988) conclui que a depender da metodologia utilizada, da 

manipulação do paciente e da quantidade de lágrima obtida, pode haver interferência na 

formação dos cristais. Não há relatos na literatura da utilização da tira de Schirmer para 

obtenção de lágrima para o teste de cristalização. 

 

2.3.2.3.4 O fenômeno da cristalização 

 

A cristalização inicia-se com a formação de um núcleo que é denominado núcleo 

cristalino, com uma disposição regular de íons. Este é formado por agregação, quando as 

concentrações de solutos dissolvidos na película lacrimal atingem a supersaturação por 

evaporação do solvente que é a água. A formação dos cristais começa da borda da gota onde a 

espessura é mais fina, portanto a supersaturação é alcançada de forma mais rápida, a partir 

destes cristais periféricos mais a agregação dos íons começa a acontecer formando os cristais 

normais. Uma cristalização ideal requer uma taxa de crescimento lenta, baixa viscosidade e 

baixos níveis de impureza para permitir a difusão dos solutos livres. Nestas condições o 

crescimento é regular e contínuo e uniforme (GOLDING; BRENAN, 1989; BUCKLEY, 

1951). 

Por tratar-se de solução complexa, a lágrima é repleta de componentes orgânicos e 

inorgânicos onde os padrões de cristalização assumidos após sua secagem dependem de sua 

composição. Quando a gota da lagrima é deixada secar, as proteínas são conduzidas à margem 

da gota e o centro fica repleto de íons que formam os padrões de cristalização (Figura 10). 

Dessa forma, sugere-se que macromoléculas tais como as mucinas e proteínas não estão 

presentes na formação do padrão de cristalização observado. A hiperosmolaridade, então, vem 

sido relatada como o fator que afeta os padrões de cristalização, de modo que este teste vem 



31 
 

sido utilizado para detecção de filme lacrimal hiperosmótico (PEARCE; TOMLINSON, 

2000).  

 

Figura 10 - Diagrama esquemático do modelo proposto da cristalização da lágrima. 

 

Notar que à medida que o tempo passa, a tensão superficial se perde e provoca a evaporação da água e 

há concentração de eletrólitos e promove a deposição seletiva de macromoléculas (proteínas) na borda 

da gota. Em seguida, ocorre a cristalização dos sais inorgânicos no centro da gota quando a 

supersaturação é atingida. 

 

Fonte: Modificado de Pearce e Tomlinson (2000, p.312). 

 

A evaporação da água leva a concentração crescente de soluto, em que os sais 

inorgânicos, à medida que a água evapora, aumentam sua concentração até atingir um ponto 

no qual as proteínas não podem mais ficar dissolvidas. Trata-se de fenômeno bem conhecido e 

estudado durante o processo de cristalização descrito anteriormente. Dessa forma, a proteína é 

depositada na margem à medida que a frente líquida se desfaz, a evaporação e concentração 

dos sais continuam a aumentar. Contudo, por existir solubilidade limite destes sais 

inorgânicos, ao atingir esse ponto, ocorre a a formação espontânea dos cristais. Dessa forma, a 

ausência de macromoléculas como proteínas e mucinas, que foram depositadas na margem, 
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garante que não haja impedimento para o crescimento dos cristais (PEARCE; TOMLINSON, 

2000). 

Alguns autores descreveram o fenômeno de cristalização e do padrão de ramificação 

como dependentes da concentração de eletrólitos, em particular a proporção de íons de sódio e 

potássio monovalentes, de cálcio divalente e íons de magnésio, e a razão entre os íons e 

proteínas (GOLDING et al. 1994). Esses autores realizaram raios-X e a microscopia 

eletrônica de varredura da composição estrutural das figuras semelhantes a folhas de 

samambaias, demonstrando que os cristais são compostos de sódio e cloreto de potássio com 

material proteico, que podem controlar cristalização indiretamente por revestimento das faces 

do cristal e bloquear a extensão das ramificações (KOGBE et al., 1991; GOLDING et al. 

1994). Portanto a mudança na proporção de sal e macromoléculas é a teoria mais convincente 

para explicar a redução na formação de cristais em ferning test de olho seco, onde a 

osmolaridade está aumentada combinada com baixa quantidade de proteínas e mucinas 

(KOGBE; LIOTET; TIFFANY, 1991; GOLDING et al., 1994; MASMALI; PURSLOW; 

MURPHY, 2014). 

 

3 CONCLUSÃO 

  

Em medicina veterinária trata-se de um teste pouco explorado, e pouco se sabe sobre 

os padrões que podem ser considerados normais da cristalização da lágrima das diferentes 

espécies animais, assim como quais condições individuais podem interferir no processo. A 

literatura da oftalmologia veterinária carece de informações sobre o teste e sua aplicabilidade 

em medicina veterinária. 

Nota-se, entretanto, através dos estudos conduzidos na medicina que o teste de 

cristalização pode trazer importantes informações sobre a composição bioquímica e qualidade 

do filme lacrimal, é um teste de baixo custo e fácil exequibilidade que pode ser importante 

ferramenta complementar na rotina oftálmica. 
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AVALIAÇÃO DA CRISTALIZAÇÃO DA LÁGRIMA DE CÃES: TRÊS MÉTODOS 

DE COLHEITA E COMPARAÇÃO ENTRE DUAS ESCALAS DE CLASSIFICAÇÃO. 

(SUBMETIDO AO PERIÓDICO ‘VETERINARY OPHTHALMOLOGY’) 
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RESUMO 

 

 

Proposta: Comparar a micropipeta, o microcapilar e a tira de Schirmer como métodos de 

colheita de lágrima para o teste de cristalização (TCL) em cães hígidos e classificar pelas 

escalas propostas por Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

Métodos: Foram avaliados 180 olhos (90 cães), submetidos a colheita de lágrima por meio da 

tira de papel milimetrada, reaproveitada do teste da lágrima de Schirmer (TLS-I), compondo o 

grupo SG. Após, os 90 animais foram subdivididos em três grupos, com 30 animais cada; 

quanto a metodologia de colheita: grupo micropipeta (MPG), grupo microcapilar (MCG) e 

grupo Schirmer segunda colheita (S2G). As lágrimas colhidas foram depositadas sobre lâmina 

de microscopia e deixadas secar, ato contínuo, foram fotografadas em microscópio de luz 

polarizada e classificadas por três avaliadores, segundo os critérios propostos por Rolando 

(1984) e Masmali, Murphy e Purlow(2014). Temperatura, umidade e tempo de cristalização 

foram monitorizados. 

Resultados: Não houve diferença estatística entre os valores de mediana de TLS-I, que 

independente dos tipos ou graus correspondentes do animal, mantiveram-se dentro do 

parâmetro de normalidade. A comparação dos olhos direito e esquerdo de um mesmo animal, 

obtiveram classificações semelhantes. Os olhos que compuseram o SG e MPG, 

simultaneamente, tiveram diferença estatística quando comparado seus tipos e graus obtidos. 

Houve diferença estatística quando comparadas as frequências dos graus e tipos pelos 

diferentes grupos, com destaque para o tipo I e grau 1 que foram os mais observados entre os 

grupos. 

Conclusão: O teste de cristalização para cães é aplicável e possível de ser realizado pelos três 

métodos de colheita sugeridos, com obtenção de maior frequência o tipo I (Rolando, 1984) e 

grau 1 (Masmali, Murphy e Purslow, 2014), desta forma, é factível a utilização de ambas 

escalas na classificação do fenômeno de cristalização em cães. 
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ABSTRACT 

 

 

Purpose: To compare micro-pipette, microcapillary and Schirmer tear test as tear sampling 

method for the ferning test in healthy dogs and to classify the grading proposed by Rolando 

(1984) and Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

Methods: A hundred and eighty eyes (90 dogs) were submitted to tear sampling using the 

millimetered strips, reutilized after Schirmer tear test (STT-1), Goup SG. Then, the 90 

animals were subdivided into three groups, with 30 animals each, according to the sampling 

methodology: micropipette group (MPG), microcapillary group (MCG) and Schirmer group 

(S2G). The collected tears were deposited on a microscope slide and allowed to dry. They 

were photographed under a polarized light microscope and classified by three evaluators 

according to the criteria proposed by Rolando and Masmali, Murphy and Purslow. 

Temperature, humidity and tear ferning time were monitored. 

Results: There was no statistical difference between the median STT values, which 

independently of the corresponding types or grades of the animal, remained within the 

normality parameter. The comparison of the right and left eyes of the same animal, obtained 

similar classifications. The eyes that composed the SG and MPG, simultaneously, had 

statistical difference when compared their types and degrees obtained. There was statistical 

difference when comparing the frequencies of grades and types by the different groups, 

especially type I and grade 1, which were the most observed among groups. 

Conclusion: The tear ferning test for dogs is applicable and can be performed by the three 

suggested sampling methods with a higher frequency of type I (Rolando, 1984) and grade 1 

(Masmali, Murphy and Purslow, 2014). Thus, it is possible to use both grading scales in the 

classification of the tear ferning in dogs. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 GERAIS  

 

 

Avaliar e descrever o teste de cristalização da lágrima (TCL) em cães hígidos, sob 

diferentes métodos de colheita, e fazer essa avaliação por duas escalas de classificação.  

 

 

1.2 ESPECÍFICOS  

 

 

a) Avaliar e classificar o padrão de cristalização em lágrima de cães hígidos, segundo 

critérios propostos por Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014); 

 

b) Avaliar diferentes metodologias de colheita de lágrima para a realização do TCL;  

 

c) Comparar os padrões de cristalização quanto ao método de colheita;  

 

d) Comparar os padrões de cristalização quanto à produção lacrimal.  
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2 INTRODUÇÃO  

 

O filme lacrimal pré-corneano (FLPC) é uma estrutura complexa, dinâmica, e possui 

função primordial na saúde da superfície ocular (GRAHN; STOREY, 2004; ROYLE et al., 

2008). Sua avaliação quantitativa é rotineira, entretanto a qualitativa possui diversos desafios 

para aplicação clínica, porquanto os baixos volumes presentes no lago lacrimal dificultam a 

colheita da amostra e, além disso, testes e equipamentos disponíveis para avaliação 

proteômica, densidade de células caliciformes e osmolaridade, por vezes são onerosos ou de 

difícil adequação às condições clínicas de rotina (KOGBE; LIOTET; TIFFANY, 1991). 

Existem diversas propostas de avaliação da superfície ocular, que atuam de forma 

complementar a semiotécnica oftálmica, dentre estas citam-se a utilização de corantes como o 

rosa bengala, a lisamina verde e a fluoresceína; o tempo de quebra do filme lacrimal e a 

avaliação de osmolaridade (SLATTER, 2013; SEBBAG, KASS & MAGGS, 2015). O teste 

de cristalização da lágrima é descrito como simples, rápido e barato, que traz informações 

úteis sobre a composição do FLCP (MASMALI; MURPHY; PURSLOW, 2014) e já é 

utilizado como auxílio no diagnóstico de doença da superfície como a ceratoconjuntivite seca 

(NORN, 1994; VAIKOUSSIS; GIORGIOU; NOMINCARIOS, 1994). Trata-se de teste 

clínico-laboratorial que consiste em deixar secar, sobre uma lâmina de microscopia, alíquota 

de lágrima colhida com micropipeta ou microcapilar (ROLANDO, 1984; MASMALI; 

MURPHY; PURSLOW, 2014). Após secagem faz-se a avaliação do padrão de cristalização 

identificado na amostra, com auxílio de microscópio. Fatores externos como umidade, 

temperatura, sujidades e excesso de muco, podem interferir na formação dos cristais, portanto 

devem ser monitorizados e controlados (HORWATH et al. 2001; MASMALI; MURPHY; 

PURSLOW, 2014). 

A primeira documentação de que se tem notícia sobre o fenômeno de cristalização é de 

1791, relatada por Facuory e Vauquelin, entretanto, só em 1946, Papanicolau descreveu o 

fenômeno e sua aplicação, quando o utilizou em fluidos corporais como muco cervical e 

vaginal, a fim de determinar ciclo menstrual, ovulação e período fértil em mulheres. A 

cristalização da saliva também já foi utilizada para diagnóstico de período fértil e 

monitorização de doenças sistêmicas como síndrome de Sörgjen (MARAGOU et al., 1996). 

Rolando, em 1984, trouxe os primeiros conceitos para aplicação da cristalização à lágrima e 

atribuiu uma escala de quatro tipos, e os determinou de tipos I e II, para lágrimas normais e 

tipos III e IV, para lágrimas com alteração. Norn (1988), partindo dos conceitos de Rolando 



44 
 

(1984), desenvolveu estudo para verificar a repetibilidade e a aplicabilidade do teste e propôs 

nova metodologia de classificação balizada nas angulações assumidas pelos cristais, 

entretanto, não foi bem aceito na comunidade científica por sua dificuldade de interpretação 

(MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). Em seguida, Vaikoussis, Giorgiou e 

Nomincarios (1994) propuseram uma escala de cinco tipos de cristalização, também 

derivados da escala de classificação de Rolando (1984) . Em estudo mais recente, Masmali, 

Murphy e Purslow (2014), a fim de diminuir as lacunas e dificuldades das classificações 

anteriores, desenvolveram nova escala com cinco graus e atestaram sua aplicabilidade em 

estudo posterior em que definiram os graus zero, um e dois para olhos normais (MASMALI, 

MURPHY, PURSLOW, 2014). 

Na medicina veterinária, a escala de classificação de Rolando (1984) já foi consignada 

para equinos (SILVA et al., 2016) e cães (COASSIN et al. 2005; GOUVEIA et al. 2013; 

HUS, SHEEHAN GAERIG, SISLER, 2015), enquanto a escala proposta por Masmali, 

Murphy e Purslow (2014) foi aplicada a camelos (AKHATAR; MASMALI; KHAN, 2014). 

Cabe salientar que apesar de ainda não haver uniformidade na metodologia empregada para a 

colheita de lágrima, a literatura registra a utilização de espátulas (ROLANDO, 1984) para 

cristalização, tiras de Schirmer para avaliação proteômica (POSA et al. 2013) e micropipeta e 

microcapilar para cristalização e avaliação proteômica (HEMSLEY et al. 2000; POSA et al. 

2013, AKHATAR; MASMALI; KHAN, 2014).  

O presente estudo tem por objetivo avaliar três metodologias de colheita de lágrima e a 

aplicação de duas escalas de classificação, para o teste de cristalização da lágrima em cães 

hígidos. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Considerações Éticas 

 

Os protocolos da pesquisa foram submetidos e aprovados pela Comissão de Ética e 

Bem-Estar Animal da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da 

Bahia (71/2016). Além disso, seguiram orientações bioéticas preconizados pela ARVO – 

Association for Research in Vision and Ophthalmology (National Institutes of Health 

Publications, N
o
 85-23: Revised, 1985) e em consoante com o Código de Nüremberg 

(GOLDIN, 1995). 
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3.2 Animais 

 

Foram utilizados 90 cães, 44 machos (48,89%) e 46 fêmeas (51,11%), com idades 

entre 1 e 13 anos (média: 5,35 ± 3,65 anos), de 2 a 35 kg (média: 13,0 ± 9,96 kg), 

provenientes do Hospital Veterinário Renato Rodenburg de Medeiros Neto, da Universidade 

Federal da Bahia (UFBA). Os animais passaram por anamnese e exame físico e, quando sem 

alterações, procedeu-se à semiotécnica oftálmica de rotina, com realização do TLS-I como 

método de triagem para mensuração da produção lacrimal; animais com produção dentro dos 

parâmetros de normalidade foram admitidos no estudo. A avaliação dos anexos oftálmicos, 

segmento anterior e posterior e higidez da superfície ocular pelos corantes de fluoresceína 

(Fluoresceína Strips – Ophthalmos®, São Paulo, Brasil) e lissamina verde (Lissamine 

Green
TM

 sterile strips – ContaCare®, Gujarat, India), só foram consignados após as colheitas 

de lágrima para evitar quaisquer interferências nas cristalizações. Como critério de inclusão os 

animais não poderiam possuir quaisquer alterações na anamnese, exame físico ou oftálmico. 

 

3.3 Grupos Experimentais 

 

O Grupo Schirmer (SG) foi composto por todos os 90 animais (180 olhos), que foram 

submetidos à colheita de lágrima por tira de Schirmer. Para isso, a mesma permaneceu 

inserida no saco conjuntival ventral e, após o tempo de 60 segundos para a avaliação 

quantitativa da lágrima, a tira foi mantida no fórnix até que a porção umedecida alcançasse 30 

mm. Ato contínuo, as tiras foram acondicionadas em microtubo de centrifugação de 0,5 mL 

(Eppendorf Protein LoBind Tubes®, Eppendorf do Brasil, São Paulo, SP, Brasil) com 

extremidade cortada e o mesmo foi inserido em outro microtubo de centrifugação de 2,0 mL 

(Eppendorf Tubes®, 3810X, Eppendorf do Brasil, São Paulo, SP, Brasil). Em seguida, os 

microtubos foram centrifugados a 25830g, a 4ºC, durante 10 minutos (Megafuge 16R – 

ThermoFisher Scientific® – Germany) para a obtenção de alíquota de lágrima, que foi 

recuperada com auxílio de micropipeta e depositada sobre uma lâmina de microscopia dentro 

de um círculo previamente marcado com caneta permanente e deixada para secar. 

A partir do SG, os animais foram subdivididos em três grupos, de forma aleatória, de 

acordo com o método de colheita quais sejam: Grupo MPG, micropipeta; Grupo MCG, 

microcapilar e Grupo S2G, Schirmer (segunda colheita) conforme pode ser observado na 

figura 11.  
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Compuseram o MPG 30 animais, 15 fêmeas (50%) e 15 machos (50%) – com idades 

entre 1 e 13 anos (média: 5,35 ± 3,65 anos), de 2 a 35 kg (média: 13,01 ± 9,96 kg) e foram 

submetidos a colheita, em ambos olhos através de micropipeta (Micropipeta basic monocanal 

volume variável 10-100µl – KASVI®, Curitiba, PR, Brasil) com a ponteira (tipo Gilson 

Amarela vol. 0-200 µl – Cralplast, Cotia, SP, Brasil) inserida no fórnix conjuntival inferior, 

próximo ao canto medial, sem utilização prévia de colírio anestésico. Em seguida, a alíquota 

de lágrima recuperada foi depositada delicadamente sobre uma lâmina de microscopia limpa 

dentro de um círculo previamente marcado com caneta permanente e deixada para secar. 

O grupo MCG foi composto por 30 animais, 16 fêmeas (53,33%) e 14 machos 

(46,67%), com idades entre 1 e 10 anos (média: 4,30 ± 2,87 anos), de 2 a 33 kg (média: 7,77 

± 7,19 kg), que foram submetidos a colheita de lágrima recuperada do canto medial com 

auxílio de microcapilar, nos dois olhos. O microcapilar, ao entrar em contato com o lago 

lacrimal, por capilaridade e gravidade, recolheu alíquota de lágrima que foi depositada sobre 

uma lâmina de microscopia limpa, dentro de um círculo previamente marcado, com caneta 

permanente, e deixada para secar. 

O grupo S2G  foi constituído por 15 fêmeas (50%) e 15 machos (50%) – com idades 

entre 1 e 10 anos (média: 4,83 ± 2,24 anos), de 2 a 32 kg (média: 9,35 ± 7,64 kg). A lágrima 

foi colhida com tira de Schirmer posicionada em saco conjuntival ventral até umedecer a 

marca de 30mm. Ato contínuo, a tira umedecida foi acondicionada em microtubo e 

centrifugada para obtenção da alíquota de lágrima, à similitude do que fora descrito para o 

SG. A alíquota de lágrima foi depositada sobre a lâmina de microscopia e deixada para secar. 

Os procedimentos de colheita dos grupos MPG, MCG e S2G foram realizados após 60 

minutos do TLS-I da semiotécnica oftálmica. 
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Após 60 minutos da colheita por tira de Schirmer  

Figura 11 - Diagrama representativo da divisão dos grupos experimentais 

 

 

3.4 Processamento e avaliação das amostras 

 

A temperatura e a umidade foram monitorizadas com termo-higrômetro digital (Termo-

Higrômetro Digital com Sensor Externo, INCONTERMINAS®, Contagem, MG, Brasil), 

durante a colheita e processamento das amostras, assim como o tempo de cristalização 

(momento de depósito da lágrima até a sua secagem), foi verificado através de cronômetro 

digital. 

Após secagem completa, as lâminas foram submetidas à avaliação, com microscópio de 

luz polarizada em aumento de 10x, com câmera acoplada para captura das imagens 

(Microscópio Zeiss, Scope A.1/AX10 Axion Cam ICc5, Oberkochen, Alemanha). As imagens 

da cristalização foram classificadas por três avaliadores, com conhecimento das escalas e 

treinamento prévio. As escalas de cristalização, deram-se segundo Rolando (1984), em tipos I, 

II, III e IV e, conforme Masmali, Murphy e Purslow (2014), em graus 0, 1, 2, 3 e 4. Os 

critérios obedecidos para classificação encontram-se arrolados na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

SG  

Grupo de colheita por tira de 
Schirmer 

(90 animais - 180 olhos) 

MPG 

Grupo de colheita por 
micropipeta 

(30 animais - 60 olhos) 

MCG 

Grupo de colheita por 
microcapilar 

(30 animais - 60 olhos) 

S2G 

Grupo de segunda colheita 
por tira de Schirmer 

(30 animais - 60 olhos) 

https://www.google.com.br/search?rlz=1C1EQUG_enBR659BR659&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjPs8X8vo7SAhWBl5AKHQnmAiEQmxMIjwEoATAR
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Tabela 1 – Critérios para a avaliação e classificação dos padrões de cristalização da lágrima segundo 

Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

 

CRITÉRIOS DE CLASSIFICAÇÃO DE CRISTALIZAÇÃO DA LÁGRIMA 

ROLANDO (1984) MASMALI, MURPHY E PURSLOW (2014) 

Tipo I –Cristalização da lágrima origina 

árvores de cristais multiramificados, sem 

espaços vazios entre as arborificações. 

Grau 0 –O fenômeno de cristalização é 

cheio, sem espaços ou lacunas entre as 

samambaias. 

Tipo II –Os ramos são mais curtos e as 

arborificações são menores, com a aparição 

de espaços entre elas. 

Grau 1 –A densidade dos ramos da 

samambaia diminui com o aparecimento de 

pequenos espaços e lacunas entre os galhos. 

Tipo III –Os espaços entre as arborificações 

são amplos, e as ramificações são raras, com 

presença de cristais grosseiros. 

Grau 2 –Os ramos da samambaia são 

reduzidos e podem se tornar grossos e 

grandes, com a presença de espaços claros e 

lacunas. 

Tipo IV –É caracterizado por grumos de 

cristais que raramente formam pequenas 

arborificações, ou pela ausência total de 

cristalização. 

Grau 3 –Os espaços e as lacunas estão 

aumentados e bem visíveis no grau 3, sem 

formação de samambaias, mas com a 

presença de grandes cristais. 

 Grau 4 –O fenômeno da cristalização neste 

padrão está totalmente ausente. 

 

Fonte: Adaptado de Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

 

3.5 Análise Estatística 

 

O teste de Shapiro-wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados. O teste de 

Wilcoxon foi utilizado para comparar o olho direito e esquerdo quanto ao valor TLS-1 e as 

classificações obtidas, bem como avaliar a diferença dessas classificações no mesmo olho 

submetido a dois diferentes métodos de colheita. Utilizou-se Mann-Whitney U para comparar 
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os valores de TLS-1 para machos e fêmeas. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para 

comparar os valores de TLS-1 com as classificações intra-grupo. Para a comparação da 

frequência entre os diferentes métodos de colheita, utilizou-se o teste qui-quadrado. O nível 

de significância considerado para estes testes foi de 5%. 

 

4 RESULTADOS  

 

O valor da mediana (±S-IQR) para TLS-I foi de 21,08± 4 mm/min para os 180 olhos 

avaliados, com o intervalo de confiança entre 20,7 – 21,7mm/min, não sendo encontrada 

distribuição normal para esta variável (P<0,001). Houve diferença significativa em relação a 

produção lacrimal quando comparados olho direito e esquerdo apenas para o grupo GMP (P = 

0,034), o mesmo não foi encontrado para SG, MCG e S2G (P = 0,171; P = 0,756; P = 0,678). 

Estatisticamente, não houve diferença para os valores de TLS-I quando comparados machos e 

fêmeas (P=0,364). O tempo de cristalização variou de 5min30s a 18min9s, com média de 

10min55s ± 3min14s. 

As médias (±desvio-padrão) da temperatura e umidade ambiental foram de 23±1,4ºC e 

48,03 ± 2,0%, com mínimas e máximas de 21 a 25ºC e 44 a 51%, respectivamente. O tempo 

de cristalização variou de 5min30s a 18min9s, com média de 10min55s. As imagens obtidas 

através do microscópio de luz polarizada foram classificadas a partir do consenso de três 

avaliadores, como observado nas figuras 12 e 13.  

Ao comparar os valores de TLS-I para cada tipo e grau de cristalização 

correspondente, foi verificado que independente da classificação, não há diferença quanto a 

produção lacrimal (P>0,05). 
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Notar em A representação do tipo I, arborificações são uniformes e não há espaços entre as ramificações, em B, pequenos espaços vazios começam a aparecer 

entre as arborizações, em C, as cristalizações são formações incompletas únicas e pequenas e as ramificações são raras ou inexistem.  

 

FONTE: Serviço de Oftalmologia da UFBA 

Figura 12 - Padrões de cristalização da lágrima em cães sadios de acordo com classificação de Rolando (1984). 

A B C 
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Figura 13 - Padrões de cristalização da lágrima de cães sadios de acordo com classificação segundo 

Masmali, Murphy e Purslow (2014). 

 

 

Notar em A representação do grau 0, percebe-se a cristalização cheia sem lacunas entre as formações 

das arborificações, em B, representação do grau 1, diminuição da densidade dos ramos da cristalização 

e aparecimento de pequenos espaços entre os galhos, em C, aprecem ramos reduzidos e por vezes 

grossos e grandes, com presença de espaços claros de lacunas entre as arborificações e em D, 

características do grau 3 os espaços e as lacunas estão aumentados e há formação de cristais 

grosseiros. 

 

FONTE: Serviço de Oftalmologia da UFBA 
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Através do teste de Wilcoxon foi observado que não existem diferenças quanto ao tipo 

e grau quando comparado olho direito e esquerdo de um mesmo animal, para os diferentes 

grupos (P>0,05).  

Da mesma forma, não foi observado tipos e graus distintos para um mesmo olho 

submetido a dois diferentes métodos de colheita, com exceção dos olhos que foram 

submetidos a colheita por Schirmer (SG) e posteriormente por micropipeta (MPG), onde 

obteve-se nível de significância de 0,01 para a classificação de Rolando (1984) e 0,019 para 

Masmali, Murphy e Purslow (2014). Estas comparações estão demonstradas na tabela 2. 

 

Tabela 2- Descrição das frequências de tipo (Rolando, 1984) e grau (Masmali, Murphy e Purslow, 

2014) em relação a um mesmo olho submetido a dois diferentes métodos de colheita. 

 ROLANDO (1984) MASMALI, MURPHY e 

PURSLOW (2014) 

 SG=*G SG<*G SG>*G SG=*G SG<*G SG>*G 

MPG 39  19 2 28 22 10 

MCG 29 17 14 28 18 14 

S2G 43 11 6 43 11 6 

 

SG- grupo Schirmer; MPG -grupo micropipeta; MCG - grupo microcapilar; S2G - grupo 

Schirmer (segunda colheita); *Usado para designar os grupos variáveis (MPG, MCG e S2G). Quando 

o SG=*G as classificações foram iguais para ambas as amostras colhidas de um mesmo olho; quando 

o SG<*G, o grupo Schirmer obteve classificação menor comparativamente ao *G; quando o SG>*G, o 

grupo Schirmer obteve classificação maior do que o *G. 

 

 

As amostras colhidas foram avaliadas quanto a frequência alcançada (Tabela 3; 

Figuras 14 e 15), e encontrou-se diferença para esta variável quando comparada entre os 

grupos (P<0,001). Houve diferença estatística em grupos quando foi avaliada a freqüência do 

tipo ou grau obtido (P <0,001). Não houve diferença estatística na associação de freqüências 

obtidas para o mesmo tipo ou grau nos diferentes grupos (P> 0,05) (Figuras 14 e 15) 
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Tabela 3 - Frequências das classificações para Rolando (1984) e Masmali, Murphy e Purslow (2014) 

para cristalização da lagrima em cães. 

 SG MPG MCG S2G 

Rolando (1984)    

Tipo I 121 (67,2%) 31 (51,7%) 33 (55%) 46 (76,7%) 

Tipo II 53 (29,4%) 20 (33,3%) 24 (40%) 14 (23,3%) 

Tipo III 6 (3,33%) 9 (15%) 3 (5%)  
     

Masmali, Murphy e Purslow (2014)   

Grau 0 29 (16,1%) 8 (13,3%) 7 (11,7%) 13 (21,7%) 

Grau 1 116 (64,4%) 32 (53,3%) 27 (45%) 47 (78,3%) 

Grau 2 32 (17,8%) 15 (25%) 24 (40%)  

Grau 3 3 (1,7%) 5 (8,4%) 2 (3,3%)  
     

Total 180 (100%) 60 (100%) 60 (100%) 60 (100%) 

 

Figura 14- Distribuição da frequência das classificações de acordo a escala de Rolando (1984). 

 

No eixo y valores em porcentagem de olhos, e no eixo x tipos obtidos de acordo com os grupos 

experimentais. 
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Figura 15 - Distribuição da frequência das classificações de acordo a escala de Masmali, Murphy e 

Purslow (2014). 

 

No eixo y valores em porcentagem de olhos, e no eixo x graus obtidos de acordo com os grupos 

experimentais. 

 

 

5 DISCUSSÃO 

 

As afecções da superfície ocular em cães são rotineiras, a exemplo da 

ceratoconjuntivite seca, que necessitam de metodologias diagnósticas para sua completa 

compreensão. Dentre outros, o teste de cristalização traz informações importantes a respeito 

da composição bioquímica bruta do filme lacrimal e pode identificar alterações sutis na 

qualidade da lágrima que ainda não repercutiram clinicamente (PEARCE & TOMLINSON, 

2000; SLATTER, 2013; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). O TCL é abordado no 

presente estudo de forma pioneira em cães inclusive no que tange os métodos de colheita para 

obtenção da lágrima e a avaliação do fenômeno de cristalização. 

O TLS-I foi utilizado como metodologia de inclusão por tratar-se de método padrão da 

semiotécnica oftálmica para avaliação quantitativa do filme lacrimal (WILLIAMS, 2005; 

SLATTER, 2013), devido a isto os animais deste estudo apresentaram valores de mediana 

dentro dos parâmetros de normalidade. Entretanto, complementar a esta avaliação outras 

ferramentas podem ser elencadas para caracterização da superfície ocular de cães 
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(WILLIAMS, 2005). O TCL é comumente utilizado em humanos para o diagnóstico de 

disfunções oculares (ROLANDO, BALDI & ZINGIRIAN, 1986; MARAGOU et al., 1996; 

BITTON, 2007) ou em estudos para possíveis modificações dos padrões de cristalização 

secundárias a alterações endógenas (TATLIPINAR et al, 2001). Desta forma a 

homogeneidade e os critérios de inclusão adotados para os animais contribuíram para a 

redução de possíveis variáveis para padronização do TCL na espécie canina. 

Horwhat e colaboradores (2001) descreveram que o fenômeno de cristalização da 

lágrima sofre interferência direta de fatores ambientais e concluíram que a umidade superior a 

50% e a temperatura, que não esteja entre 20 – 26ºC, não permitem o fenômeno de 

cristalização. Desta forma, estes fatores foram monitorizados para evitar influências 

ambientais na cristalização. Foram encontrados tempos de cristalização semelhantes aos 

descritos em equinos, com média de cristalização de 10 minutos (SILVA et al., 2016). 

Todavia, não há consenso na literatura quanto ao tempo ideal de cristalização, mas relata-se 

variação de 7 a 10 minutos (MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014). 

Por existir desconhecimento dos reais fatores que interferem no processo de 

cristalização, foram consignadas três metodologias de colheita, uma vez que, em estudo com 

camelos, os autores utilizaram micropipeta para recuperar alíquota (CHEN et al., 2011; 

AKHATAR; MASMALI; KHAN, 2014) e, em equinos (SILVA et al. 2016) e humanos 

(HORWATH et al., 2001; MASMALI; PURSLOW; MURPHY, 2014) foram utilizados o 

microcapilar. O Schirmer foi adotado como modalidade de colheita por compor a 

semiotécnica oftálmica rotineira em cães (SLATTER, 2013) e por tratar-se de método 

consagrado para obtenção do filme lacrimal para avaliação de perfil proteico (SMALL; 

HEVY; TANG-LIU, 2000; POSA et al. 2013). 

Os diferentes métodos de colheita são discutidos na literatura quanto às suas 

propriedades físicas e mecânicas e possíveis interferências destes, nas formas de avaliação do 

TCL. Foram descritos, em estudos prévios, aspectos como dificuldade na reprodutibilidade do 

teste (NORN, 1988) e possíveis iatrogenias como irritações mecânicas ou injúrias que podem 

ser causadas pelas diferentes modalidades de colheita da lágrima (POSA et al., 2013).  

Segundo Norm (1988) os métodos de aspiração, como a micropipeta, podem carrear 

muco do saco conjuntival, o que pode justificar o grupo micropipeta (MPG) ter apresentado 

maior quantidade de amostras com elevação da classificação da cristalização quando 

comparado ao grupo Schirmer (SG). Observamos que este fato reforça a possibilidade que a 

presença de sujidades podem obstar o processo de cristalização. Este autor, refere, ainda, que 

um maior volume de lágrima depositado na lâmina, como por exemplo com a utilização de 
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haste de vidro pode, também, interferir no fenômeno de cristalização. Entretanto, o 

microcapilar e a micropipeta figuram na literatura como os métodos mais rotineiros de 

colheita de lágrima para teste de cristalização até o presente momento, inclusive em animais 

(CHEN et al., 2011; AKHATAR; MASMALI; KHAN, 2014; SILVA et al., 2016).  

A tira de Schirmer, como método de colheita mostrou-se exequível e por tratar-se de 

técnica adotada no dia a dia da oftalmologia clínica (POSA et al., 2013), possibilitou a 

avaliação do TLS-I e TCL, desta forma, pode ser consignada sem promover manipulação 

adicional ao olho. Entretanto, alguns autores afirmaram que as propriedades de adsorção e 

absorção do Schirmer podem dificultar o resgate de proteínas em soluções salinas ou tampão, 

assim como a permanência do papel filtro em constante contato com a mucosa pode induzir a 

esfoliação (HAERINGEN, 1981). 

Cabe salientar que, ainda não há consenso sobre o método empregado para colheita de 

lágrima e que os maiores ou menores tipos e graus obtidos por diferentes métodos podem 

estar dentro do intervalo do que é considerado como normal pelas escalas, o que é 

evidenciado pela maior frequência de achados do tipo I e do grau 1, no presente estudo. 

Porém merece ser destacado que tal comparação de metodologias nunca fora antes descrita 

para o TCL. 

Não foi observada diferença estatística entre a mediana do TLS-I e as classificações 

obtidas. Em estudo da qualidade da lágrima de crianças pré-maturas, Beden e colaboradores 

(2015) concluíram que mesmo com o TLS moderadamente abaixo do normal, os recém-

nascidos secretam lágrimas de boa qualidade, o que sugere que olhos hígidos podem variar o 

seu TLS-I por diversos fatores como idade, hora do dia, sexo, entretanto mantém a qualidade 

da lágrima. Neste sentido, pode ser extrapolado que olhos com produção lacrimal normal e 

sem alterações ao exame oftálmico, como os dos animais estudados, devem apresentar padrão 

de cristalização tidos como normais dentro das escalas propostas. 

Foi observado diferença estatística das frequências entre os grupos avaliados, contudo 

houve predomínio do tipo I (ROLANDO, 1984) e grau 1 (MASMALI, MURPHY e 

PURSLOW, 2014). Em 95% dos animais avaliados, observou-se os tipos Rolando I ou II, e 

77,5%, assumiram Masmali, Murphy e Purslow grau 0 ou 1, resultados estes similares aos 

descritos para equinos (SILVA et al., 2016), camelos (CHEN et al., 2011; AKHATAR; 

MASMALI; KHAN, 2014) e humanos hígidos (MASMALI, MURPHY E PURSLOW, 2014). 

Todavia, em estudo conduzido com cães portadores de ceratoconjuntivite seca que receberam 

tratamento com fator de crescimento neural, por via tópica, durante um mês, foram 

observados melhoria da cristalização do tipo IV, para tipo II, segundo escala proposta por 
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Rolando (COASSIN et al., 2005). Cabendo ressaltar que o tipo II também foi considerado 

como padrão para cães sadios por outros autores (GOUVEIA et al., 2013; HSU et al., 2015). 

Como o teste de cristalização trata-se de estudo complementar da saúde da superfície 

ocular, a ocorrência de classificação tipo III e grau 3 nos animais hígidos, não evidencia 

necessariamente doença da superfície ocular porquanto fatores endógenos e exógenos, não 

estudados neste trabalho, podem ter interferido no achado. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

O teste de cristalização da lágrima para cães é aplicável e possível de ser realizado 

pelos três métodos de colheita sugeridos, com obtenção de maior frequência do tipo I 

(ROLANDO, 1984) e grau 1 (MASMALI, MURPHY E PURSLOW, 2014). Desta forma, é 

factível a utilização de ambas escalas na classificação do fenômeno de cristalização em cães. 

Sugere-se que a tira de Schimer passe a ser adotada como método de colheita da lágrima para 

realização do teste de cristalização. E por tratar-se de método laboratorial simples e de baixo 

custo, o TCL poderá ser adotado na rotina oftálmica de cães, sequencialmente a avaliação 

quantitativa da lágrima pelo TLS-I, para figurar como avaliação complementar da superfície 

ocular. 
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ANEXO I – ARTIGO SUBMETIDO 

 


