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RESUMO
LACERDA, A. J. Perfil de eletrdlitos e padrbes de cristalizacdo da lagrima de aves,
répteis e humanos. 2019. p.76 . Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal nos Tropicos)
- Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
20109.

Objetivou —se com o presente estudo, descrever os eletrélitos presentes na lagrima de
aves e repteis e associar estes valores a cristalizagdo do filme lacrimal. Dez animais de
cada espécie: Ara ararauna, Amazona aestiva, Tyto alba, Rupornis magnirostris,
Chelonoidis carbonaria e Caiman latirostris, 5 Caretta caretta e 10 humanos foram
submetidos a colheita de lagrima por meio do teste lacrimal de Schirmer. Aliquota foi
posta em pool para avaliagdo das concentragdes de proteinas totais, cloreto, fésforo, ferro,
sodio, potassio, célcio e ureia. Para o teste de cristalizagdo da lagrima, amostras de cerca
de 2uL de cada espécie fora colocadas em lamina de vidro até completa secagem a
temperatura e umidade controladas e observadas em microscopio de luz polarizada. Os
padrdes de cristalizacdo foram classificados de acordo com as escalas de Rolando e
Masmali. Houve maior quantidade de proteinas totais em humanos, seguido de coruja e
jacaré. Relativamente a ureia lacrimal, foi obtido maior concentracdo na tartaruga-
marinha, seguida do jacaré e da coruja. Os valores obtidos dos eletrolitos mostraram
balanco eletrolitico similar entre as espécies com valores elevados de sodio, cloreto e
ferro. A classificacdo dos padrdes de cristalizagdo da lagrima na escala de Rolando
variaram de | a Il e de 0 a 2 para a escala de Masmali para aves; e de Il a IV (Rolando) e
2 a 4 (Masmali) para répteis. Arranjos da cristalizacdo de algumas espécies tiveram
classificacbes maiores, todavia tal condicdo ndo pode ser atribuida a doengas, e
possivelmente sejam derivadas da composicdo da lagrima. Nao houveram semelhancas
nos padrdes de cristalizacdo entre espécies filogeneticamente proximas ou expostas ao
mesmo ambiente. No entanto, espécies marinhas e lacustres apresentaram maiores valores
de classificacdo. O equilibrio i6nico do fluido lacrimal de aves e répteis possui um
balanco semelhante ao descrito para humanos com maior presenca de sodio e cloreto,
contudo os cristais da lagrima apresentaram diferengas nos arranjos entre as espéecies
comparativamente aos humanos. As classificaces da cristalizacdo revelaram que graus e
tipos maiores ndo necessariamente estdo relacionados a quadros de enfermidade do filme

lacrimal em animais silvestres.

Palavras-chave: Animais silvestres, Composicdo da lagrima, Dosagem de

eletrdlitos na lagrima, Escala de classificacao, Tear Ferning Test



ABSTRACT

LACERDA, A. J. Electrolytes profile and crystallization patterns of the birds, reptiles and
humans tears. 2019. p.76. Dissertation (Masters in Animal Science in the Tropics) - School of
Veterinary Medicine and Zootechny, Federal University of Bahia, UFBA, Salvador, 2019.

To describe the electrolytes presented in tears of some species of birds and reptiles, and
associate these values to the tear film crystallization pattern. Ten animals of each species:
Ara ararauna, Amazona aestiva, Tyto alba, Rupornis magnirostris, Chelonoidis
carbonaria and Caiman latirostris; five Caretta caretta and 10 human subjects were
submitted to tear sampling using the Schirmer tear test. Aliquot were put in a pool to
assess concentrations of total proteins, chloride, phosphorus, iron, sodium, potassium,
calcium and urea. To the tear ferning test, samples of about 2uL of each species were
dried on a clean microscope glass slide at room temperature and humidity, and observed
under a polarized light microscope. Crystallization patterns were classified according
Rolando and Masmali scales. There was higher amount of total proteins in humans,
followed by owls and caimans. Regarding tear urea, higher values were obtained for sea
turtles, followed by caimans and owls. The electrolyte values showed similar electrolytic
balance between species, with higher results of sodium, chloride and iron. The grading of
tear crystallization patterns using Rolando scale ranged from | to Il and ranged from 0 to
2 using Masmali scale in birds; and from Il to IV (Rolando) and 2 to 4 (Masmali) in
reptiles. Crystallization arrangements of some species had higher scores; however this
condition could not be attributed to disease states, possibly being derived from the tear
composition. There were no similarities in the tear crystallization patterns between
phylogenetically-related species or exposed to the same environment. However, marine
and lacustrine species presented increased grading scales. The lacrimal fluid ionic balance
in birds and reptiles possess a similar balance to described for humans, with increased
presence of sodium and chloride. However, the tear crystals had different arrangements
between species, when compared to humans. Crystallization classification revealed that
higher grades and types were not necessarily related to tear film disease states in wild

animals.

Keywords: Grading scales, Tear composition, Tear electrolyte dosage, Tear ferning test,
Wild animals
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui grande biodiversidade de espécies animais, em diferentes biomas,
e estudos sobre estes animais sdo de notdria importancia na preservacdo das espécies
(ICMBIo, 2016). O tréfico de animais é considerado um dos fatores mais agravantes para
a ocorréncia de lesdes oftalmicas, principalmente em aves de vida livre, porém néo
significa que ndo ocorra em outras espécies (WILLIAMS et al., 2006). Desta forma, existe
a necessidade de referéncias que possam orientar de maneira mais detalhada parametros
fisiologicos para cada espécie e modelos de protocolos oftdlmicos mais eficientes para
auxiliar o médico veterinario e, paralelamente, explorar melhor as op¢des diagndsticas
disponiveis. Desta forma, as descri¢Oes literarias que possam abranger estes aspectos
tendem a potencializar e valorizar a medicina de conservacao.

A adequada semiotécnica oftdlmica propicia a identificacdo de influéncias
ambientais ou individuais, sejam por alteracfes infecciosas, traumaticas, metabdlicas ou
iatrogénicas, nos parametros estudados (MONTIANI-FERREIRA et al.,, 2008ab;
SWINGER et al., 2009; LANGE et al., 2012; GELATT, 2013). Contudo, devido a sua
ampla variacdo entre as espécies e dificuldades como a indisponibilidade de
equipamentos e estruturas adequadas a campo, existe a necessidade de estabelecer
intervalos de normalidade para cada espécie, sempre que possivel (MONTIANI-
FERREIRA, 2007; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008ab; LANGE et al., 2012).

Dentre os parametros estabelecidos, o teste de cristalizacdo da lagrima (TCL)
consiste de avaliacdo quali-quantitativa da superficie ocular e é empregado na medicina
humana em pacientes higidos e doentes (ROLANDO 1984, MASMALI et al., 2014). O
fendmeno da cristalizacdo ocorre através da evaporacao da lagrima em virtude da sua
composicdo (proteinas, muco e eletrolitos) e do equilibrio soluto-solvente, que ao secar
forma um cristal a partir da supersaturacdo do fluido (GOLDING e BRENNAN,
1989). Segundo Masmali (2014) um dos principais componentes que interferem no
padrdo de cristalizacdo da lagrima sdo os eletrdlitos componentes. Juntamente a isto,
sabe-se que pacientes portadores de altera¢fes no filme lacrimal que cursam com quadros
de hiperosmolaridade, possuem padrao de cristalizacdo do filme lacrimal correspondente
a quadros de enfermidade. Entretanto, pouco se sabe a respeito dos eletrélitos presentes
na lagrima dos animais e adicdo de informagBes como estas podem permitir uma
avaliacdo qualitativa com menor subjetividade, além de sugerir as diferencas encontradas

entre os padrdes de cristalizacao entre as diferentes espécies.

Rolando (1984) e Masmali et al. (2014) propuseram escalas para padronizacdo
dos cristais (ferns) formados, que possibilita classificar este fendbmeno e caracteriza-lo de
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acordo com o estado de normalidade ou enfermidade (MASMALLI et al., 2014; ORIA et
al., 2018), porém descricfes para espécies de outras classes ou condi¢des distintas de
enfermidades oculares ndo foram encontradas. Estudos anteriores na medicina veterinaria
descreveram parametros oftalmicos de aves e répteis, e relataram diferengas no aparato
lacrimal, na producdo da lagrima e no numero de incursdes palpebrais (CARDOSO-
BRITO et al., 2018; ORIA et al., 2015a; ORIA et al., 2015b). Todavia, o teste de
cristalizacdo da lagrima foi somente reportado em cées, equinos, macacos e camelos
saudaveis e cdes portadores de ceratoconjuntivite seca (MASMALI et al., 2018; ORIA et
al., 2018a; RAPOSO et al., 2018; SILVA et al., 2016; WILLIAMS e HEWITT, 2017).
A compreensdo e adocdo de avaliagdes qualitativas da lagrima para aves e répteis
podem suprir caréncias do conhecimento dos componentes presentes neste fluido, tal
como, ser utilizado como pardmetro de normalidade para eles. Ressalta-se que seu
entendimento é fundamental para a manutencao da integridade da superficie ocular, com
intuito de montar estratégias de conservagdo adequadas para sua manutencdo. Este
trabalho ird permitir uma avaliacdo qualitativa menos invasiva da superficie ocular desses
animais, além de auxiliar no entendimento dos padrfes de cristais formados através do
teste da cristalizacdo e da composicdo da lagrima, presentes em termos de eletrolitos.
Objetivou-se, desta forma, descrever o teste de cristalizagdo da lagrima para determinar
seu possivel uso e melhor entendimento da superficie ocular de aves e répteis e

correlacionar os padrdes obtidos com o perfil dos eletrdlitos estudados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Superficie ocular e descricdo da lagrima

A superficie ocular é constituida pelos epitélios corneano e conjuntival, limbo, e
seus anexos compostos pelas glandulas lacrimais e acessorias, além das glandulas
de meibdémio, ducto nasolacrimal e as glandulas de Moll e Zeis localizadas nos cilios
(regido das palpebras, que sdo estimuladas através das incursdes) e o filme lacrimal que
compdem sistema denominado de Unidade Lacrimal Funcional juntamente com uma rede
de reflexos neuronais em humanos (GIPSON, 2007). O olho quando aberto, expde a
superficie da cornea e da esclera e estas sdo protegidas pelo filme lacrimal que recobre a
superficie (ZHOU e BEUERMAN, 2012).

A lagrima é uma estrutura complexa constituida por liquido dividida
didaticamente em trés camadas: a mais superficial é a lipidica; sua camada intermediéria,
a fase aquosa; e a camada mais interna e intimamente ligada a cornea, é composta por
mucina, para humanos e outras espécies de mamiferos (WILLIAMS, 2017). Alguns
autores preconizaram que a fase aquosa e a mucoide figuram como uUnica camada
denominada de gel-mucina entretanto, acredita-se que seus componentes possuem intima
interacdo (Figura 1) (ROYLE, 2008; WILLIANS, 2008).

Juntamente com as pélpebras, o filme lacrimal, possui como fungéo principal a
manutencdo da salde da superficie ocular por prote¢do mecénica, fisica e microbioldgica
que impede a presenca de corpos estranhos e a mantém sempre lubrificada e hidratada
(AL-SAEDI et al., 2016). Outrossim, promove a oxigenacao, o transporte de nutrientes e
de células de defesa para a regido da cornea que, por ser avascular, necessita deste aporte
externo para manutencédo da sua higidez (RIBEIRO et al., 2008; WILLIAMS, 2008).

Varios sdo os fatores que podem alterar a composicdo e a dindmica do filme
lacrimal, tais como modificacdes na conformacgdo anatdbmica das palpebras, processos
inflamatdrios conjuntivais, idade, ciclo estral e sexo (UNCU et al., 2006), fatores estes ja
avaliados em humanos que tornam complexo o estudo deste fluido. Além disso, 0
pequeno volume apresentado no momento das colheitas e a limitacdo nas metodologias
de avaliacOes disponiveis dificultam a sua utilizac&o na rotina clinica (MASMALI et al.,
2014).
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Figura 1. [llustracdo esquematica das camadas da lagrima de humanos e 0s

componentes presentes. Nota-se que na interface entre as camadas da lagrima substancias com
caracteristicas quimicas que permite o contato e a dindmica harmdnica. Fonte: Adaptado de BUTOVICH
et al., 2012.

Ar
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heterogéneos nao-polares

Estrutura em multicamadas que compoe
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monoacilglicerois, carboidratos, etc

Camada aquosa, pH 7,5

Camada de glicocalix

Epitélio ocular

2.1.1 Producdo e composic¢ado da lagrima

A fase mais externa do filme lacrimal é composta por lipideos que sdo secretados
por estruturas tubulares acinares situadas nos tarsos palpebrais superior e inferior
denominadas glandulas de meibémio (BUTOVICH et al., 2012). Tal aparato glandular é
acionado de maneira fisica e, a cada incurséo palpebral sdo estimuladas a secretar lipideos
que compdem a lagrima, juntamente com estimulos neurais e hormonais, ainda ndo bem
elucidados (SCHIRRA et al., 2006). Esta camada possui cerca de 0,1um de espessura e é
composta por uma mistura de acidos graxos, triglicerideos e ésteres (BUTIVICH et al.,
2012).

Na sua por¢cdo mais externa, sdo encontrados lipideos ndo-polares e na mais
interna lipideos polares. A principal funcdo da camada lipidica da lagrima é evitar a
evaporacdo do componente intermedidrio aquoso, condi¢do esta importante na

patogénese do olho seco, além de impedir a contaminacdo por glandulas sebaceas da pele
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e evitar que a lagrima escape da superficie ocular (AL-SAEDI et al., 2016; MASMALI
etal., 2014; WILLIANS, 2008).

A fase aquosa, com aproximadamente 6 a 10um de espessura em interface com a
fase lipidica externamente e mucinosa na por¢ao interna do filme lacrimal, é produzida
na glandula lacrimal principal, localizada dorsolateralmente a péalpebra superior e
também, pela glandula da membrana nictitante, na maioria das espécies animais
(CABRAL et al., 2005; TIFFANY, 2003; TIFFANY, 2008). A secrecdo pela glandula
lacrimal principal estd sob o controle neural e hormonal e pelas glandulas lacrimais
acessorias encontradas na conjuntiva. Possui inervacdo parassimpética e simpatica, com
arco-reflexo identificado a partir dos 15 nervos sensoriais na cornea, de ativacdo
parassimpatica eferente e nervos simpaticos que se originam do ndcleo motor
parassimpatico do nervo facial, que passam através do nervo trigémeo para a glandula
lacrimal (KRENZER et al., 2001; WILLIANS, 2008).

Em adicdo, € possivel encontrar na composicdo do filme lacrimal citocinas,
proteinas, vitaminas, fatores de crescimento, peptideos, hormonios, antimicrobianos e
imunoglobulinas (MASMALI et al., 2014) que, em conjunto, fornecem protecao para a
superficie ocular, manutencao da estrutura do filme lacrimal e da presséo osmotica, além
de atuar como tampéo para conservacdo do pH (STERN et al., 2004; TIFFANY, 2008).

Hormonios andrégenos sdo potentes estimuladores da producgéo lacrimal, desta
forma efeitos de género e relacionados com a idade sdo fatores a serem considerados
relativamente a producdo da lagrima (KRENZER et al., 2001; SCHAUMBERG et al.,
2001; UNCU et al., 2006).

As principais proteinas encontradas na porcdo aquosa sdo as lisozimas,
lactoferrinas, lipocalinas e imunoglobulina A (IgA). A albumina, a imunoglobulina G
(1gG), a ceruloplasmina e a transferrina também ja foram descritas para humanos (AL-
SAEDI et al., 2016; DAVIDSON & KUONENT, 2004; SHAMSI et al., 2011).

Nesta porcdo € possivel avaliar a quantidade de eletrdlitos presentes no filme
lacrimal onde sdo encontradas ampla miriade de ions secretados pelo epitélio acinar e
ductal, como o sédio, o potassio, 0 magnésio, o célcio, o cloreto, o bicarbonato e o fosfato,
que estdo diretamente ligados a osmolaridade do filme lacrimal. A quantidade de
proteinas presentes na lagrima de humanos é relativamente baixa quando comparada aos
demais componentes. Logo, sdo participes na manutencdo da salde e integridade da
superficie ocular e alteracdes nas concentracdes destes ions, podem estar associadas com
olho seco (MASMALI et al., 2014; TIFFANY, 2008).

Anormalidades no componente aquoso do filme lacrimal podem estar diretamente

relacionadas as alteracdes quantitativas na lagrima e sdo diagnosticadas pelo do teste
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lacrimal de Schimer (TLS-1), (SWINGER et al., 2009), porém altera¢des bioquimicas da
lagrima ocasionam deficiéncias qualitativas que sao de dificil diagndstico em virtude das
alteracdes sutis que sdo causadas. A dosagem de eletrélitos na lagrima possibilita auxiliar
no diagndstico precoce de alteracdes qualitativas do filme lacrimal (BEST, HENDRIX e
WARD, 2015).

A fisiologia das células acinares da glandula lacrimal foi descrita em 1986 por
WHOOD e MIRCHEFF, propunham que um transporte unidirecional de ion e agua
através das células epiteliais. Em 2019 um novo modelo foi proposto (ALMASSY et al.,
2019) que supbe que o gradiente elétrico do sddio estimula a produgdo lacrimal através
do funcionamento das bombas de sodio e potassio. Desta forma de acordo com o modelo
proposto, o0 potassio e o calcio sdo ions mais presentes no meio intracelular e 0 sodio e o
cloreto mais presentes no fluido extracelular, sendo estes os maiores mais abundantes

eletrélitos encontrados no fluido lacrimal (Figura 2).

Figura 2. Desenho representativo do novo modelo secrecéo do fluido das glandulas

lacrimais. Notar que no modelo atual existe um transporte unidirecional de ions e 4gua através das células
epiteliais, enquanto no modelo proposto supde-se que ocorre o estimulo das bombas de sédio e potassio,
onde, o potassio e o calcio seriam os ions mais presentes no meio intracelular enquanto que o sédio e cloreto
seriam encontrados no meio extracelular. Fonte: Modificado de Almassy et al., 2019.

Modelo atual Modelo proposto
K* CI- Na* Na* K+ CI- Na*
apical apical (N

I—-K+ Cl-HCO," H* == K* | Cl HCO, H

Na* I Na* ‘ I
a*-K"MNa+-K+-2C I AEJRV-E a*-K W Na*-K+-2CJHAEJRHE

basal basal
K* Na*K* CIl- CI- Na* K* Na*K* CI- CI

A fase mucosa do filme lacrimal é formada por diversas mucinas,
imunoglobulinas, ureia, sais, glicose, leucécitos, debris celulares e enzimas. As células
caliciformes presentes na conjuntiva sao responsaveis por sua secrecao, e a sua principal
funcdo € a ancoragem da porcdo aquosa do filme lacrimal ao epitélio corneano
hidrofdbico, além de inibir a aderéncia de bactérias (MASMALI et al., 2014; ROYLE et
al., 2008; WILLIANS, 2008).
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Estudos mais recentes mostraram que a distingé@o entre as camadas aquosa e de
mucina ndo é completa. O epitélio corneano possui superficie de glicocalix composta de
mucinas (MUC), como MUC 1, 3, 4, 12, 15, 16, 17 e 20 que atravessam a membrana e
preenchem a camada aquosa com pequenas mucinas soltveis (MUC 7 e 9), com formacao
de gel-mucoso ou gel-mucina onde também se encontram as mucinas MUC 2, 5, 6, e 19
(AL-SAEDI et al., 2016, GIPSON et al., 2004; ROYLE et al., 2008; WILLIANS, 2008).

2.2 Avaliacdo da lagrima

2.2.1 Avaliacdo quantitativa

O teste lacrimal de Schirmer (TLS) atua na avaliacdo quantitativa da producéo
lacrimal, importante ferramenta para o diagnostico de doencas associadas a producédo do
fluxo da lagrima, principalmente aquelas que envolvem a cornea e a conjuntiva. Na
oftalmologia veterinaria é considerado teste padrdo ouro para a avaliacdo quantitativa
(SWINGER et al., 2009). Porém deve ser considerado a espécie em virtude das diferencas
do tamanho da fenda palpebral e do saco conjuntival no momento da interpretacdo dos
resultados (SWINGER et al., 2009; MOORE & BONAGURA, 2000; WILLIANS,
2008).

O TLS consiste de tira de papel padronizada (milimetrada de 5 a 35mm), que deve
ser inserida no saco conjuntival inferior por um minuto, e 0 comprimento de papel
umedecido é lido imediatamente pela escala milimétrica contida na tira (WIESER et al.,
2013). O TLS pode ser subdividido em TLS-1 e TLS-Il. No TLS-l, o resultado
compreende a mensuracdo basal e reflexa da porcdo aquosa do filme lacrimal; ja o TLS-
Il avalia a producéo de lagrima basal ap6s a aplicacdo topica de anestésico (BARSOTTI
etal., 2013; HIDA et al., 2005; ORIA et al., 2015). O teste lacrimal de Schirmer também
é frequentemente utilizado como método de colheita da lagrima, que sobrepbe-se a outros
métodos por ja ser empregado como semiotécnica obrigatoria na oftalmologia veterinaria
(ORIA et al., 2018). A capacidade absortiva do papel filtro, possibilita que apds a
centrifugacdo haja volume de amostra que podera ser utilizado para diferentes avaliacdes
qualitativas da lagrima (SAAD e MASMALLI, 2018).

O teste da lagrima do vermelho de fenol (TLVF) é usado como alternativa préatica
principalmente em animais silvestres (HOLT et al., 2006; SEBBAG et al., 2015), em
virtude do tamanho da tira de Schirmer ndo se adequar a todas as espécies. A extremidade
de um fio de algoddo, impregnado com vermelho de fenol é colocado no férnice

conjuntival durante 15 segundos e um paquimetro digital é utilizado para mensurar a
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por¢cdo umedecida (BECKWITH-COHEN et al., 2013; HOLT et al., 2006; LIMA et al.,
2015).

O teste da tira endodontica de papel absorvente (TEPA) foi adotado como
alternativa ao teste de Schirmer e o vermelho fenol. Consiste da insercdo da ponta de
papel no fornice conjuntival e € realizada a leitura apds o periodo de 15 (porquinho-da-
india) ou 60 segundos (sagui-de-tufo-preto) por exemplo, a depender da espécie animal
em avaliacdo, a porcdo umedecida é mensurada também com o auxilio de paquimetro
digital (LANGE, et al., 2012; ORIA et al., 2015; YOSHINOA et al., 2013).

2.3.2 Avaliagao qualitativa

Inimeros sdo os testes descritos para avaliacdo qualitativa da superficie ocular,
principalmente em pacientes com suspeita de ceratoconjuntivite seca, os quais incluem a
utilizacdo de corantes vitais (rosa de bengala, lissamina verde e fluoresceina), que
auxiliam no diagnostico durante avaliagdo da superficie ocular tanto em humanos quanto
em animais (WILLIAMS, 2017). Outros exemplos sdo o teste de osmolaridade e
avaliacOes citologicas conjuntivais por impressao, além de analise de perfil proteico do
filme lacrimal. Porém estes exames demandam equipamentos mais sofisticados e analise
laboratorial, 0 que aumenta o custo dos testes (FELBERG et al., 2008; RAPOSO et al.,
2018).

A instabilidade do filme lacrimal ndo esta associada apenas a altera¢Ges na por¢éo
aquosa, uma vez que alteragdes nas glandulas de meib6mio também cursam com
evaporacao do filme, visto que, alteracdes na secrecdo de mucina também se relacionam
com instabilidade do mesmo. Nestes casos, alguns testes clinicos e/ou laboratoriais
devem ser consignados para assegurar a qualidade da lagrima (testes estes mencionados
acima) (WILLIANS, 2017).

2.3.2.1 Teste de cristalizacdo da lagrima ou Tear Ferning Test

Fourcroy e Vauquelin (1791) foram os primeiros estudiosos a analisarem o
fendmeno da cristalizagdo, porém na época o teste ndo logrou amplo periodo de
utilizacdo. Somente em 1946, Papanicolau avaliou a cristalizacdo através do muco
cervical em mulheres. Este evento s6 foi novamente estudado em 1984, quando Rolando
criou uma escala de classificacdo para os padrdes de cristalizacdo da lagrima, para
utilizacdo na rotina clinica para diagndstico de pacientes portadores de CCS e o resultados
das classificaces foram divididos em quatro categorias de acordo com as alteracOes
observadas. Masmali et al. (2014) rediscutiram este entendimento e atribuiram a
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cristalizacdo a osmolaridade do filme lacrimal, devido sua composi¢do idnica e

reformularam a escala proposta por Rolando (1984) (Tabela 1, Figuras 3 e 4).

Tabela 1 — Descrigdo dos parametros considerados para classificacdo dos padrdes de
cristalizacdo da lagrima segundo Rolando (1984) e Masmali et al. (2014).

ROLANDO (1984)

Tipo | — Formacéo de cristais repleto de
ramos sem espago entre 0s nucleos.

Tipo Il — Apresenta ramos menores, com
pequenos espacgos entre eles.

Tipo Il — Apresenta poucos ramos com
formacdo de cristais grosseiros, curtos e
sem ramificacdes, aléem de amplo espaco

entre eles.

Tipo IV — Auséncia total de cristais ou

raros cristais com poucas ramificacoes.

MASMALI et al. (2014)

Grau 0 — Formacdo completa de cristais

sem nenhum espaco entre eles.

Grau 1 — Ocorre diminuicdo da densidade
dos ramos com aparecimento de pequenos

espacos.

Grau 2 — Ramos sdo menores, mais
grosseiros e com presenca de espacos

maiores.

Grau 3 — Espaco entre os nucleos séo
grandes, tem formacéo dos cristais, porém
estes sdo maiores, mais Qrosseiros e

espacados.

Grau 4 — Nao existe a formacgdo dos

cristais. Auséncia total.




Figura 3. Padréo de cristalizagdo do filme lacrimal humano, em aumento de 10x segundo classificacdo de Rolando (1984). Nota-se em (A):
padrdo tipo I, em (B): padréo tipo Il, em (C): padréo tipo Il e em (D) padrdo tipo IV. Fonte: Adaptado de Rolando, 1984.
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Figura 4. Padréo de cristalizagio do filme lacrimal humano, em aumento de 10x
segundo classificagdo de Masmali et al. (2014). Notar-se em (A): grau 0, em (B): grau,
em (C): grau 2, em (D): grau 3 e em (E): grau 4. Objetiva de 10x. Fonte: Adaptado de
Masmali et al., 2014.
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Na oftalmologia humana, o TCL é amplamente estudado e j& foi descrito em varias
condicdes sistémicas e alteracdes oculares dos pacientes, além de ser verificada a sua
aplicabilidade e reprodutibilidade (LI et al., 2007; MASMALI et al., 2014). A técnica
consiste em depositar uma gota de lagrima em lamina de vidro de microscopia, deixa-la
secar em temperatura e umidade relativa do ar controladas, com variagdo entre 21-26°C
e 50-60% de umidade e aguardar completa secagem para identificagcdo do padrdo de
cristalizacdo formado que devera ser avaliado e classificado de acordo com as escalas
pré-determinadas (HORWATH et al., 2001; MURUBE et al., 2004; ORIA et al., 2018).

E importante ressaltar que a temperatura e a umidade, assim como sujidades, teor
de muco e taxa de evaporagdo podem atrapalhar na formagdo dos cristais e devem ser
minimizados ou evitados (HORWATH et al., 2001; MASMALI et al., 2014). Para a
colheita da lagrima, diversos estudos ja foram realizados e alguns diferentes materiais de
colheita ja foram consignados, tais como tubos capilares de vidro, espéatulas, pipetas e
tiras de Schirmer (MASMALLI et al., 2015; ORIA et al., 2017).

Quando a gota de lagrima é deixada secar, as proteinas sdo conduzidas a margem
da gota e o centro fica repleto de ions que formam os padrées de cristalizacdo (Figura 4).
Desta forma, sugere-se que micromoléculas tais como as mucinas e proteinas estdo
presentes na formagdo do padrdo de cristalizagdo observado (KULICHIKLIN et al.,
2012). A hiperosmolaridade entdo tem sido relatada como o fator que afeta os padrdes do
TCL de maneira que este passou a ser indicado para deteccdo de filme lacrimal
hiperosmatico (PEARCE e TOMLINSON, 2000).
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Figura 5. Diagrama esquematico do modelo proposto da cristalizacéo da lagrima.
Nota-se, que ao decorrer do tempo, ocorre a evaporacao da agua e resulta na concentracao
de eletrdlitos para provocar a deposicao seletiva de macromoléculas (proteinas) na borda

gota. Em seguida, ocorre a cristalizacao dos sais inorganicos no centro da gota quando a
super-saturacdo é atingida. Fonte: Adaptado de Pearce e Tomlinson (2000).
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O TCL é considerado um teste simples e de baixo custo para avaliacdo clinica da
qualidade da lagrima, pode inferir um nivel de composic¢éo bioquimica bruta a partir de
seu resultado e ser utilizado como teste de avaliacdo qualitativa do filme lacrimal. A sua
subjetividade tem sido questionada no meio cientifico, porém estudos recentes atestam
sua reprodutibilidade e confiabilidade (FELBERG et al., 2008; MASMALI et al., 2014).

3.1.1 Particularidades da superficie ocular de aves e répteis

A oftalmologia veterinaria tem avancado na compreensdo das particularidades
anatébmicas, fisiologicas e de enfermidades entre animais silvestres e exdéticos, o que €
refletido em diferencas no manejo e adaptacfes no controle sanitario para cada espécie
(GALERA et al., 2002; GELATT, 2013; LAWTON, 2006; SELMI et al., 2003).

A adequada semiotécnica oftalmica propicia a identificacdo de influéncias
ambientais ou individuais, sejam por alteracdes infecciosas, traumaticas, metabolicas ou
iatrogénicas, sobre os pardmetros estudados (GELATT, 2013; LANGE et al., 2012,
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MONTIANI-FERREIRA et al., 2008; SWINGER et al., 2009). Contudo, devido a sua
ampla variacdo entre as espécies e dificuldades tais como a indisponibilidade de
equipamentos e estruturas adequadas a campo, existe a necessidade de estabelecer
intervalos e parametros de normalidade para cada espécie, sempre que possivel (LANGE
etal., 2012; MONTIANI-FERREIRA, 2007; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008).

O olho e a fungdo visual destas espécies sdo de grande importancia para seu estilo
de vida e interacdo ao ambiente. A lagrima € o fluido corp6reo de mais intrinseco contato
com 0 meio e é vital para a manutencdo da superficie ocular e, consequentemente, da
visdo de aves e répteis (COLLIN E COLLIN, 2006). Ao ser observado que existem
diferencas para estas classes relativas as propriedades e mecanismos da superficie
lacrimal, aventa-se a presenca de distintos componentes na lagrima desses animais e quais
interferéncias poderiam ocasionar em avaliagdes qualitativas, como o teste de
cristalizagéo.

As aves destacam-se por possuir funcdo visual bem desenvolvida e esta alta
acuidade é determinante para sua sobrevivéncia (JONES, PIERCE e WARD, 2007;
LABELLE et al., 2012; WILLIAMS et al., 2006). O bulbo do olho é bem desenvolvido
quando comparado ao tamanho do corpo. As palpebras séo estruturas responsaveis pela
protecdo mecénica do bulbo do olho, que através das incursbes palpebrais realizam
importante reflexo protetor, principalmente se considerarmos a extensa superficie ocular
desnuda em momentos como a caca e 0 Voo (JOCHEMS e PHILLIPS, 2015). Além disto,
ao deslizarem sobre a superficie do bulbo do olho, espraiam a lagrima, funcéo primordial
para a sanidade ocular (WILLIAMS, 1994). Em geral, a palpebra inferior das aves recobre
a maior porcdo da superficie ocular ao ser projetada, e a palpebra superior, por sua vez,
possui menor motilidade (BAYON, ALMELA E TALAVERA, 2007; KORBEL, 2011).

Segundo Murphy et al. (1995) a curvatura da cornea das aves esta diretamente
relacionada a acomodacao visual a qual lhe permite foco no momento da execucéo das
tarefas. A membrana nictitante € bem desenvolvida, de maneira que recobre toda a
superficie ocular, possui boa motilidade, com aparéncia fina e transltcida o que também
contribui para o espraiamento da lagrima sobre a superficie ocular (BAYON, ALMELA
E TALAVERA, 2007). Possui funcionalidade na protecdo da cornea e na compensacao
pela auséncia da capacidade refratora durante a visdo subaquéatica (KORBEL, 2011,
WILLIAMS, 1994).

As glandulas meibomianas, presentes em mamiferos, sdo ausentes nas aves
(JOCHEMS e PHILLIPS, 2015). Em contrapartida, a glandula harderiana, localizada

proxima a base da membrana nictitante, é a principal responsavel pela producdo lacrimal,
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localiza-se na regido inferior temporal, posterior a esclera e proximo a base da membrana
nictitante porém ndo faz parte dela (BARSOTTI et al., 2013; KORBEL, 2011;
WILLIAMS, 1994). Dois pontos lacrimais drenam as secre¢des atraves dos ductos que
desembocam na cavidade nasal (JOCHEMS e PHILLIPS, 2015).

A classe Reptilia apresenta semelhancas anatdmicas com as aves com reduzidas
diferencas entre espécies (JACOBSON, 2007; LAWTON, 2005). Em estudos
filogenéticos, observam-se semelhancas entre a anatomia ocular de répteis e aves, como
a presenca de cartilagem e ossiculos esclerais, fibras musculares ciliares estriadas,
cristalino mais friavel quando comparado ao dos mamiferos e retina avascularizada
(JACOBSON, 2007; LAWTON, 2005; MONTIANI-FERREIRA, 2007). Outras
caracterizacbes pertencentes a este grupo € a presenca de palpebras bastante
desenvolvidas e moveis, sendo que a inferior tem maior mobilidade (LAWTON, 2005;
MONTIANI-FERREIRA, 2007).

Crocodilianos e quelbnios possuem similaridades anatémicas oftalmicas. A
superficie ocular dos répteis € banhada por fluidos secretados por glandulas lacrimais
(exceto cobras) e glandulas de sal. Estas ultimas sdo bem desenvolvidas em quel6nios,
especialmente em espécies marinhas, que funciona como um local extrarrenal de excre¢éo
de sal (DUNSON, 1976). Estudos refrativos e anatdmicos de crocodilianos sugerem que
eles foquem muito bem imagens no ambiente terrestre, porém estas tornam-se desfocadas
debaixo d'agua por conta da 32 palpebra, onde outros sistemas sensoriais devem estar
operando para a localizacédo das presas (FLEISCHMAN et al., 1988). Os répteis possuem
as glandulas harderianas bem desenvolvidas juntamente com as células muciparas
conjuntivais. Os ductos lacrimais ndo estdo presentes em alguns géneros de répteis, como
as tartarugas, logo, podem dar a impressao de chorar, uma vez que o fluido da superficie
ocular transborda as palpebras (ATKINSON, 1992).

Metodologias de rapida execucdo e pouco invasivas sdo atrativas para animais
silvestres, onde fatores estressantes como o tempo de contencdo podem desencadear
alteracdes fisiologicas e até levar ao 6bito. O teste lacrimal de Schirmer, a tira
endodoéntica de papel absorvente e o teste lacrimal vermelho de fenol sdo formas de
avaliacdo da producédo lacrimal descritas para diversas especies de animais silvestres
(Figura 13) (FALCAO et al., 2017; MONCAO-SILVA et al., 2016a,b ORIA et al., 2013).
Todos estes testes ttm em comum a insercdo no saco conjuntival para mensuracdo da
lagrima basal e reflexa (TROST et al., 2007), que j& fora descrito nesta revisdo para

mamiferos.
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4 Espécies pesquisadas

4.1 Ara ararauna (Arara canindé)

Pertencentes a familia Psittacidae, as araras canindé séo encontradas em florestas,
savanas e matas de galeria em todo territorio brasileiro. Porém segundo a IUCN (2019)
seu risco de extingdo é considerado como menos preocupante em virtude da sua ampla
distribuicdo, mesmo que nao se saiba a quantificacdo dos exemplares. Em virtude da acéo
antropogeénica, seja através da caca ilegal, ou desmatamento com reducdo do seu habitat
natural, esta espécie sofre com o declinio com o passar dos anos, uma vez que ocorre
influéncia direta na nidificacdo e alimentacdo desses animais (MONCAO-SILVA et
al.,2016; WILLIS e ONIKI, 2003).

Parametros oftalmicos descritos para a espécie estdo relacionados aos
psitaciformes, onde, o TLVF possui valores de 25,8 + 5,3 mm/15 segundos e 19,7 + 4,0
mm/15 segundos e TLFV 19,12 + 3,14 mm/15 segundos (MONCAO et al. 2016). A
média de TLS para a espécie foi de 7,11+0,76mm/minuto (FALCAO et al., 2017).
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Figura 6. Imagem da arara canindé (Ara ararauna). Notar realizagéo do teste lacrimal de
vermelho de fenol. Fonte: Servigo de oftalmologia veterinaria da UFBA.

4.2 Amazona aestiva (papagaio verdadeiro)

Estes animais pertencem a familia Psittacidae e habitam as regiGes Nordeste,
Sudeste, Centro-oeste e Sul do pais, porém quando comparados as araras sdo bem
menores, medem cerca de 40cm e pesam em torno de 500 gramas. Despertam interesse
humano por conseguirem reproduzir palavras, pela facilidade de interacdo e aprendizado
e pela ampla captura para trafico desses animais, também ndo considerados ameagados
de extingdo segundo a IUCN (2019) (MONCAO-SILVA et al.,2016).

Alimentam-se de castanhas, sementes e frutas, além de folhagens e brotos e,
quando em cativeiro a racdo passa a ser o seu alimento principal. A
espécie estd em declinio em virtude da captura de ovos e filhotes e degradacdo do seu
habitat natural (GRESPAN e RASO, 2014; MONCAO-SILVA et al., 2016).

Para avaliacdes oftalmicas, foi descrito para papagaios valor de TLFV 12,6 + 2,6
mm/ 15 s, TLPP foi 13,1 + 1,4 mm / min, e a PIO de 9,7 + 1,7 mmHg (MONCAO et al.,
2016).
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Figura 7. Imagem do papagaio verdadeiro (Amazonas aestiva). Notar realizagio do teste
lacrimal de Schirmer (TLS). Fonte: Servico de oftalmologia veterinaria.

W

4.3 Tyto alba (coruja suindara)

Sao subdividas em duas familias: Strigidae e Tytonidae, tem ampla distribuicdo
mundial (exceto na Antartida) e na América do Sul, sdo encontradas cerca de 30 espécies,
sendo uma delas da familia Tytonidae, (Tyto alba) e as outras pertencentes a Strongidae,
diferindo entre si pelas estruturas de siringe e formato das penas (AGILLAR, 2003).

A Tyto alba possui muitas subespécies e diversidade de habitats, onde
dao preferéncia a areas abertas, naturais e antrépicas. Apresentam habitos crepuscular-
noturno e a visdo para a espéecie € um orgdo de grande importancia, possuem excelente
acuidade visual, que Ihe permite a caca de presas até imoveis (SANTQOS, 1979; SICK,
1993). Alimentam-se principalmente de roedores, porém podem incluir na dieta
marsupiais, morcegos, répteis, outras aves e mamiferos, sua presa varia com a
disponibilidade de alimento e sdo consideradas animais oportunistas (PEREIRA, 2007).
Tem importancia mundial no controle de roedores, sendo excelentes controladores de

pragas urbanas e sdo facilmente encontradas em construcdes urbanas (forros de telhados),
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porém ndo devem ser introduzidas de maneira aleatoria com tal finalidade para que ndo
ocorra um desequilibrio ambiental.

Parametros oftalmicos descritos trazem que o TLS das corujas variam entre 3,6 +
2,2 mm/min, e 0 TLVF 19,5 = 7,2 mm/15 seg (BECKWITH-COHEN et al. 2015).

Figura 8. Imagem da coruja suindara (Tyto alba). Fonte: Servigo de oftalmologia veterinéria
UFBA.

4.4 Rupornis magnirostris (gavido carijo)

Pertencentes a familia Accipitridae, sdo subdivididos em 12 subespécies. Sao
comumente encontrados no Brasil exceto nas areas com florestas densas e podem ser
observados em grandes centros urbanos ou em margens de rodovias.

Segundo a IUCN (2019) por ser de ampla distribuicdo também néo €é considerada
espécie ameacada de extingdo. So estritamente carnivoros, alimentam-se de artropodes

(mariposas, besouros, gafanhotos, cigarras), pequenos répteis (lagartos, lagartixas e



31

cobras), outras aves e roedores. Podem, eventualmente, se alimentar de morcegos em
poleiros. Em virtude do seu habito alimentar a espécie sofre com a caga nas grandes
cidades o que futuramente pode vir a causar desequilibrios ecoldgicos.

Parametros oftalmicos descritos para falconiformes referem que o TLS néo foi
descrito para a espécie todavia, 0 TLVF equivalem a 30,2 + 4,6 mm/15sege 0,6 + 4,2
mm/15 seg (SMITH et al., 2015).

Figura 9. Imagem do gavido carijo (Rupornis magnirostris). Fonte: Servico de oftalmologia
veterinaria UFBA.

4.5 Chelonoidis carbonarius (jabuti piranga)

No Brasil a espécie pode ser encontrada em florestas tropicais e no Brasil central.
Existem  poucos estudos relacionados aos aspectos ecoldgicos  sobre
0 Chelonoidis carbonarius. O jabuti de pés vermelhos € considerado um animal onivoro
e sua alimentacdo inclui frutas, flores, folhas, animais invertebrados (a exemplo de
formigas, caracois, cupins e insetos diplopodes), vertebrados (normalmente séo carnicas)

e fungos e outras sujidades. Sdo considerados animais de alimentagcdo oportunista e sua
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dieta sofre agéo direta da sazonalidade em virtude da disponibilidade local de alimentos,
porém sdo considerados excelentes dispersores de sementes, 0 que auxilia na conservagado
de varias espécies. Foram descritos para a espécie parametros oftdlmicos relacionados ao
TLS (12,0 £ 3,5 mm/min), o TEPA-1 (15,9 + 0,7 mm/15s) e o TEPA-2 (15,4 0,4 mm /
min (olho direito) e 17,8 1,0 mm / min (olho esquerdo) (ORIA et al., 2014).

Figura 10. Imagem do jabuti piranga (Chelonoidis carbonarius). Notar realizagio do teste
lacrimal de Schirmer (TLS) Fonte: Servico de oftalmologia veterinaria UFBA.
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4.6 Caretta caretta (tartaruga marinha cabeguda)

Existem no Brasil, cinco espécies de tartarugas marinhas distribuidas pela costa a
tartaruga verde (Chelonia mydas), a tartaruga de couro (Dermochelys coridcea), a
tartaruga de pente (Eretmochelys imbricata), a oliva (Lepidochelys olivacea), a cabeguda

(Caretta caretta), que diferem por suas caracteristicas morfoldgicas e alimentares e,
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segundo a IUCN, sdo consideradas em perigo ou ameacadas de extincdo (ABREU-
GROBOIS e PLOTKIN, 2008; CASALE e TUCKER, 2015; MORTIMER e
DONNELLY, 2008; SEMINOFF, 2004;WALLACE et al., 2013).

A espécie em questdo apresenta distribuicdo circunglobal, no Brasil séo
encontradas prioritariamente no norte da Bahia, Sergipe, Espirito Santo e norte do Rio de
Janeiro areas consideradas de desova, quando em outros estagios da vida, podem ser
encontradas em outras regides. A estimativa de vida para esta espécie é em torno de 100
anos e sdo carnivoras durante todas as fases da sua vida (MARQUEZ, 1990;
PRITCHARD e MORTIMER, 1999).

Para manutengdo da vida das tartarugas marinhas a visédo exerce uma fungéo
primordial e a sua perda pode contribuir para um incremento da morbidade e mortalidade
nas espécies, em virtude da vulnerabilidade a predadores, redes de pesca e dificuldade na
apreensdo de alimentos (CAMILLO et al., 2009; CASTILHOS et al., 2003; OROS et al.,
2005).

Informacdes dos parametros oftdlmicos de normalidade ou oftalmopatias em
tartarugas-marinhas ainda s@o escassos, e sdo necessarios estudos para contribuicdo da
conservacao in-situ e ex-situ das espécies para reduzir os riscos inerentes. Sabe-se que
possuem alta sensibilidade corneana, secre¢des lacrimais mucoides, presenca de
ossiculos episclerais e glandula orbital secretora de sal. Avalia¢fes oftalmicas escritas
para a espécie estdo relacionadas a citologias conjuntivais, cultura com antibiograma da
conjuntiva, ultrassonografia ocular, e determinacdo da pressdo intraocular (PIO)
(ALMEIDA NETO et al., 2006; ALLGAYER et al., 2009; ISLER et al., 2014; ORIA, et
al., 2018).
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Figura 11. Imagem da tartaruga cabecuda (Caretta caretta). Fonte: Servico de
oftalmologia veterinaria UFBA.

4.7 Caiman latirostris (jacaré de papo amarelo)

Os crocodilianos surgiram ha cerca de 200 milhdes de anos, formam a classe
Reptilia e a ordem Crocodylia e pertencem a subclasse Archeosauria (a mesma dos
dinossauros e das aves). No Brasil, sdo encontradas trés subfamilias: Crocodilinae,
Alligatotorinae e Gavalinae onde, todas sdo chamadas de jacarés sem distin¢do. Sao elas:
0 jacaré acu (Melanosuchus niger), o jacaré pagua (Paleosuchus palpebrosus), o jacaré-
curoa (Paleosuchus trigonatus), jacaré-tinga e 0 jacaré-do-pantanal
(Caiman crocodilos crocodilus e Caiman crocodilos yacare respectivamente) e o jacaré-
de-papo-amarelo (Caiman latirostris) (MENEZES et al. 2017; ORIA et al., 2014).

O jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) tem sua ampla distribuicdo pelo
pais, por ser de facil adaptacdo e apesar de habitar ambientes aquaticos e de ampla
margem vegetativa também consegue colonizar facilmente ambientes urbanos sendo,
entdo, considerado pela IUCN com status pouco preocupante. Possuem habito noturno,
vivem em areas alagadas (a exemplos de brejos, pantanos, mangues, rios e lagoas) e sao
carnivoros, alimentam-se de peixes, mamiferos, crustaceos, moluscos, aves e répteis de
pequeno e médio porte (DICHOF, 2017, MENEZES et al. 2017). A producdo lacrimal
TLS 1, do Caiman latirostris, foi de +3mm (1.9-4.7 IC 95%) e o TEPA foi de
17,1+2,5mm/min (ORIA et al., 2014).
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Por serem considerados animais perigosos, a sua manipulagéo deve ser realizada
de maneira cautelosa todavia, sofrem com a agdo antropogénica em virtude da caga para

comércio ilegal de pele e carne.

Figura 11. Imagem fotogréfica do jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostrus).
Fonte: Ana Druzian (Flickr imagens).
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Figura 13. Imagens dos testes de avaliacdo da producéo lacrimal. Notar em A: Teste
Lacrimal de Schirmer | realizado gavido (Rupirnos magnarostris); B: Teste Lacrimal Vermelho de Fenol
em papagaio-do-mangue (Amazona aestiva); C: Teste da Tira Endodontica de Papel Absorvente em jabuti-
piranga (Cheloides carbonaria). Fonte: Modificado de: ORIA et al., 2015; MONCAO-SILVA, 2016.

Sugere-se que a principal causa da reducdo na producéo lacrimal em aves e répteis
€ neurogénica e secundaria a traumas. Em contrapartida, o aumento parece estar
relacionado a presenca de corpos estranhos, doengas infecciosas na superficie ocular,
uveites, glaucoma e Ulceras (BARSOTTI et al., 2013). Contudo, sdo escassos 0s estudos
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para espécies ndo domésticas de métodos de avaliacdo qualitativa da lagrima e

deficiéncias dos seus componentes.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral
Determinar os padrdes de cristalizacdo da lagrima de aves e répteis e descrever as

diferencas encontradas entre elas correlacionando aos eletrolitos presentes.

5.2 Objetivos Especificos

Determinar o padrdo de cristalizagdo da lagrima em aves e répteis segundo
critérios propostos por Rolando (1984) e Masmali et al. (2014);

Realizar avaliacdo dos padrdes de cristalizacdo por diferentes avaliadores;

Determinar os eletrolitos encontrados na lagrima de aves e répteis.

6 HIPOTESE
O padrdo de cristalizacdo da lagrima em aves e répteis difere em virtude da

composigéo dos eletrdlitos encontrados no filme lacrimal das espécies.



Capitulo 1
Perfil de eletrolitos e padrdes de cristalizacdo da lagrima de aves, répteis e

humanos
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Perfil de eletrolitos e padrdes de cristalizagdo da lagrima de aves, répteis e

humanos

RESUMO

Objetivo: Descrever os eletrolitos presentes na lagrima de aves e répteis e associar estes
valores a cristalizagdo do filme lacrimal.

Meétodos: Dez animais de cada espécie: Ara ararauna, Amazona aestiva, Tyto alba,
Rupornis magnirostris, Chelonoidis carbonaria e Caiman latirostris, 5 Caretta caretta e
10 humanos foram submetidos a colheita de lagrima por meio do teste lacrimal de
Schirmer. Aliquota foi posta em pool para avaliagdo das concentragdes de proteinas totais,
cloreto, fosforo, ferro, sodio, potassio, célcio e ureia. Para o teste de cristalizacdo da
lagrima, amostras de cerca de 2L de cada espécie fora colocadas em lamina de vidro até
completa secagem a temperatura e umidade controladas e observadas em microscopio de
luz polarizada. Os padrdes de cristalizacdo foram classificados de acordo com as escalas
de Rolando e Masmali.

Resultados: Houve maior quantidade de proteinas totais em humanos, seguido de coruja
e jacaré. Relativamente a ureia lacrimal, foi obtido maior concentracdo na tartaruga-
marinha, seguida do jacaré e da coruja. Os valores obtidos dos eletrdlitos mostraram
balanco eletrolitico similar entre as espécies com valores elevados de sodio, cloreto e
ferro. A classificacdo dos padrbes de cristalizacdo da lagrima na escala de Rolando
variaram de I a Il e de 0 a 2 para a escala de Masmali para aves; e de Il a IV (Rolando) e
2 a 4 (Masmali) para répteis. Arranjos da cristalizagdo de algumas espécies tiveram
classificagBes maiores, todavia tal condicdo ndo pode ser atribuida a doengas, e
possivelmente sejam derivadas da composicdo da lagrima. Ndo houveram semelhancas
nos padrdes de cristalizacdo entre espécies filogeneticamente préximas ou expostas ao
mesmo ambiente. No entanto, espécies marinhas e lacustres apresentaram maiores valores
de classificagéo.

Conclusdes: O equilibrio idnico do fluido lacrimal de aves e répteis possui um balanco
semelhante ao descrito para humanos com maior presenca de sodio e cloreto, contudo os
cristais da lagrima apresentaram diferencas nos arranjos entre as espécies
comparativamente aos humanos. As classifica¢des da cristalizacao revelaram que graus e
tipos maiores ndo necessariamente estdo relacionados a quadros de enfermidade do filme
lacrimal em animais silvestres.

Palavras-chave: Animais silvestres, Composicéo da lagrima, Dosagem de eletrélitos na

lagrima, Escala de classificacdo, Tear Ferning Test
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Electrolytes profile and crystallization patterns of the birds, reptiles and humans

tear

ABSTRACT

Objective: To describe the electrolytes presented in tears of some species of birds and
reptiles, and associate these values to the tear film crystallization pattern.

Methods: Ten animals of each species: Ara ararauna, Amazona aestiva, Tyto alba,
Rupornis magnirostris, Chelonoidis carbonaria and Caiman latirostris; five Caretta
caretta and 10 human subjects were submitted to tear sampling using the Schirmer tear
test. Aliquot were put in a pool to assess concentrations of total proteins, chloride,
phosphorus, iron, sodium, potassium, calcium and urea. To the tear ferning test, samples
of about 2uL of each species were dried on a clean microscope glass slide at room
temperature and humidity, and observed under a polarized light microscope.
Crystallization patterns were classified according Rolando and Masmali scales.

Results: There was higher amount of total proteins in humans, followed by owls and
caimans. Regarding tear urea, higher values were obtained for sea turtles, followed by
caimans and owls. The electrolyte values showed similar electrolytic balance between
species, with higher results of sodium, chloride and iron. The grading of tear
crystallization patterns using Rolando scale ranged from I to Il and ranged from 0 to 2
using Masmali scale in birds; and from Il to IV (Rolando) and 2 to 4 (Masmali) in reptiles.
Crystallization arrangements of some species had higher scores; however this condition
could not be attributed to disease states, possibly being derived from the tear composition.
There were no similarities in the tear crystallization patterns between phylogenetically-
related species or exposed to the same environment. However, marine and lacustrine
species presented increased grading scales.

Conclusions: The lacrimal fluid ionic balance in birds and reptiles possess a similar
balance to described for humans, with increased presence of sodium and chloride.
However, the tear crystals had different arrangements between species, when compared
to humans. Crystallization classification revealed that higher grades and types were not

necessarily related to tear film disease states in wild animals.

Keywords: Grading scales, Tear composition, Tear electrolyte dosage, Tear ferning test,

Wild animals,
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1. Introducéo

O filme lacrimal é um fluido complexo que recobre a superficie ocular e compde
a interface entre o olho e o ambiente (COLLIN e COLLIN, 2006). Suas principais funcdes
sdo correlacionadas a sua interacdo com o epitélio corneano, tais quais: lubrificacéo,
nutricdo, remocao de metabdlitos, protecdo e manutencgdo da estabilidade (MASMALI et
al., 2014; TIFFANY, 2008). A pluralidade de funcdes deste fluido é dada pela diversidade
em seus componentes, e é caracterizada nos vertebrados pela presenca de lipidios, agua,
proteinas e eletrdlitos (GILLAN, 2010; TIFFANY, 2008), contudo devido a sua
heterogenicidade existem, ainda, lacunas sobre a dindmica dos seus componentes com 0
objetivo de manter a homeostase.

A lagrima € sintetizada a partir de glandulas lacrimais secretorias, células
caliciformes e células epiteliais da cdrnea e conjuntiva (GIPSON, 2007). Os ions
lacrimais secretados sdo descritos em mamiferos, como resultantes do transporte
unidirecional de sal e 4gua através da camada de células acinares (ALMASSY et al.,
2019). Devido a lagrima ndo ser um produto direto do soro sanguineo, como a urina, 0s
seus componentes sdo estudados na busca de biomarcadores que possam elucidar
condigdes derivadas da quebra da barreira sangue-glandula lacrimal, observada em
condicBes de doengas. Outros componentes presentes na lagrima, como proteinas e ureia
possuem sua sintese intrinseca as demandas advindas do epitélio adjacente e da resposta
ao meio ambiente (KULICHICLIN et al., 2012). Desta forma, estudos que avaliem a
composigéo deste fluido na interface com diferentes ambientes ou metabolismo espécie-
especifico sdo importantes para a compreensdo deste equilibrio, contudo pouco sabe-se
sobre a composicao da lagrima de animais selvagens.

Em continuidade ao estudo da composicdo dos eletrélitos da lagrima, a
supersaturacdo de componentes da lagrima formam cristais cujo padrdo, quando seco,
pode ser usado para avaliagdo qualitativa, como descrito pela primeira vez por Tabbara e
Okumoto (1982) como teste de cristalizacdo da lagrima (TCL). Outros estudos relataram
que o TCL pode ser utilizado para delinear a composicdo lacrimal em condicdes de
higidez e em pacientes portadores de oftalmopatias (MASMALI et al., 2015; ROLANDO,
1984) tanto em humanos quanto em animais (MASMALI et al., 2014; ORIA et al., 2018;
SILVA et al., 2016; RAPOSO et al., 2018). Os resultados mostraram que a densidade
osmotica da lagrima € o principal gatilho para a modificacdo dos padrdes de cristalizacGes
(MASMALI et al., 2018).

O TLC foi descrito em espécies de mamiferos, como humanos, cées, cavalos,
macacos e camelos (MASMALI et al., 2014; ORIA et al., 2018; SILVA et al., 2016;
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RAPOSO et al., 2018), e as lagrimas foram classificadas em diferentes escalas, como a
de Rolando (1984) e a escala de Masmali et al., (2014). Diferencas nos arranjos dos
cristais, incluindo angulac@es e formacg6es secundarias, tornam o TCL subjetivo (NORM,
2014). Desta forma, o uso de diferentes escalas para classificar os padrdes de cristalizacdo
pode reduzir esta subjetividade.

Estudos dos componentes da superficie ocular de aves e répteis mostraram
diferencas no aparelho lacrimal, na producdo lacrimal e na frequéncia de incursdes
palpebrais entre as espécies (MURUBE, 2009; ORIA et al., 2015); no entanto, poucos
sdo as descri¢cBes qualitativas da lagrima, principalmente, em se tratando dos seus
microcomponentes (MURUBE, 2004). Informacgdes adicionais relacionadas aos
parametros qualitativos podem ajudar a entender as oftalmopatias que afetam estes
animais e comprometem sua sobrevivéncia. Logo, objetiva-se com este estudo descrever
os eletrolitos presentes na lagrima de aves e répteis comparativamente a humanos e

associar estes valores a cristalizagéo do filme lacrimal.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade do Ministério do Meio Ambiente (SISBIO — numero de autorizagdo
27489) e Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético (SISGEN — numero de
cadastro A1F8C27) ambos pertencentes ao Ministério do Meio Ambiente da Republica
Federativa do Brasil. Igualmente, obteve anuéncia do Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal da Bahia (CEUA nimero 72/2016). Todos os procedimentos foram conduzidos
de acordo com a Declaracao da Associacdo para Pesquisa em Visdo e Oftalmologia Guia
do Instituto Nacional de Saude para o cuidado e uso de animais de laboratério.

A participacdo dos humanos foi voluntaria e obedeceu as normativas da
Declaracéo de Helsinki. A pesquisa em humanos foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (numero de
autorizacgdo - 2.388.777). Dor e fatores estressantes foram minimizados durante todo o
estudo.

2.2 Espécies
Foram examinadas 40 aves, 10 animais de cada espécie quais sejam: Ara ararauna

(arara canindé), Tyto alba (coruja suindara), Amazona aestiva (papagaio verdadeiro),



43

Rupornis magnirostris (gavido carijé) e 25 répteis sendo 10 Chelonoidis carbonaria
(jabuti piranga), 10 Caiman latirostris (jacaré-de-papo-amarelo), 5 Caretta caretta
(tartaruga cabecuda), todos adultos higidos clinicamente (avaliacdo clinica e
hematolGgica pela equipe técnica responsavel), oriundos do centro de triagem de animais
silvestres (CETAS, Salvador, Brasil), criagdo comercial (Mister Cayman®, Maceid,
Brasil) e centro de conservacgéo (Projeto TAMAR, Mata de Sao Jodo, Brasil). O estudo
foi realizado como parte de exame fisico de rotina pela equipe técnica responsavel pelos
respectivos locais. Animais que apresentaram alteracdes sistémicas e oftdlmica ndo foram
incluidos no estudo.

Para validar os dados obtidos nos animais silvestres, dez humanos voluntérios
(sete mulheres e trés homens), com idades entre 25 a 45 anos, e sem histdrico de alteracdes
no filme lacrimal, foram incluidos. Em adicao a isto, a superficie ocular dos individuos
foi avaliada por biomicroscopia. O consentimento do uso de informac6es foi obtido de

todos os participantes da pesquisa, apds os procedimentos terem sido explicados.

2.3 Colheita de amostra e dosagem de eletrolitos da lagrima

Para aquisicdo de amostra, todos os animais foram submetidos a contencao fisica,
sendo respeitado um periodo de 20 minutos entre a contengdo e colheita para tartarugas-
marinhas e jacarés, com o intuito de prevenir e evitar a contaminagao por residuo de agua.
As amostras foram colhidas entre marco e outubro de 2017 pela manha (08:00 h as 11:30
h), seguindo a sequéncia (1) olho direito e (2) olho esquerdo. Para a colheita da lagrima
uma tira milimetrada do teste lacrimal de Schirmer (Tear-Flo ™ Tiras de Diagnostico,
Tucson, Arizona) permaneceu inserida no saco conjuntival inferior, até a porcéo
umedecida pela lagrima atingir 30 mm. As tiras foram entdo colocadas em microtubos de
0,5 mL (Eppendorf Protein LoBind Tubes, S&o Paulo, Brasil) com uma extremidade
perfurada e entdo inserido em tubo de 2mL (Eppendorf Tubes) (Adaptado de Posa et al.
2013). Ato continuo, os tubos foram centrifugados a 25830 g, 10 min, 4 °C, sendo obtida
aliquota. As lagrimas de tartarugas-marinhas foram colhidas por meio de seringas
descartaveis devido a sua alta viscosidade.

Para a avalicdo dos eletrélitos, amostras de lagrima foram armazenadas em pools
por espécie para garantir o volume necessario para o processamento e, em seguida, foram
mantidas a -20°C até a dosagem por meio de kits comerciais para a quantificacdo de
proteinas totais, cloreto, fosforo, ferro, sodio, potassio (Labtest®, Belo Horizonte, Brasil)
e célcio (Doles®, Goiania, Brasil), sendo obedecidas as recomendacdes do manual para

cada teste.



44

2.4 Teste de cristalizacédo da lagrima

Apos a centrifugacéo da tira de Schirmer, aliquota de 5,0uL de cada individuo foi
recuperada com o auxilio de micropipeta e depositada em lamina de vidro até a completa
secagem sob temperatura e umidade controlada.

A temperatura e a umidade foram monitorizadas (Termo-Higrometro Equitherm®
Modelo Th-439, Minas Gerais, Brasil) durante a colheita e o processamento das amostras,
mantido em torno de 21-23°C, com umidade em torno de 45-52% para todas as espécies.

Apos a secagem completa, as 1dminas foram avaliadas sob microscopio de luz
polarizada em objetiva de 10x de ampliagdo acoplado a cAmera para captura das imagens
(Microscopio Zeiss, Scope A.1 / AX10 Axion Cam ICc5, Oberkochen, Alemanha). As
imagens das cristalizacdes foram classificadas por trés avaliadores que néo tiveram
contato no momento das avaliagfes, dois do Grupo de Pesquisa em Oftalmologia
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, e um da King Saud University, todos com
conhecimento e experiéncia para utilizar as escalas. A classificacao final foi atribuida ao
resultado similar de pelo menos dois dos trés avaliadores. Os padrdes de cristalizacdo da
lagrima foram classificados de acordo com a escala de Rolando (tipos I, II, Il e IV) e
Masmali (graus 0, 1, 2, 3 e 4). Os avaliadores foram convidados a fazer comentarios sobre
as laminas de cada espécie quanto as caracteristicas encontradas, como espessura € 0
tamanho dos ramos principais e secundarios, além do espacamento entre o0s cristais

(ferns).

2.5 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software SPSS versao 22.0 (IBM,
Armonk, NY), e o nivel de significancia foi estabelecido em 5% (P <0,05). O teste de
Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados para os valores de TCL.
O teste de Wilcoxon foi empregado para comparagao entre o olho direito e esquerdo.

3. Resultados

Os resultados das dosagens de proteina total, ureia e eletrolitos foram expressos
em médias, que foram obtidas através de duplicatas, e os valores das concentracfes de
cada componente da lagrima foram comparados (Figuras 1, 2 e 3; Material suplementar

tabela 1). Foi observado valores mais elevados de proteina total na lagrima dos humanos
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comparativamente as demais espécies, seguido do jacaré e coruja. A ureia lacrimal foi
mais elevada na tartaruga-marinha, seguida do jacaré e coruja. Os valores dos eletrolitos
apresentaram diferencas entre as espécies, e semelhancas ndo foram vistas quando levado
em consideracdo proximidade filogenética e nichos ecoldgicos proximos, contudo todas
as lagrimas avaliadas apresentaram elevados valores de cloreto, ferro e sodio

comparativamente ao humano.
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Figura 1. Representacdo das dosagens de proteinas totais nas lagrimas de aves, répteis e homem. Notar grande quantidade de proteina
presente na lagrima de humanos, seguida da Tyto alba e do Caiman latirostris.
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Figura 2. Representacao das dosagens de uréia nas lagrimas de aves, répteis e homem. Notar grande quantidade de uréia presente na lagrima
da Caretta caretta e menor quantidade em humanos.
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Figura 3. Representacdo das dosagens de eletrélitos nas lagrimas de aves, répteis e homem. Notar grande quantidade de cloreto, ferro e sodio
presentes na lagrima de todas as espécies.
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A media do tempo de cristalizacdo da lagrima esta expressa na tabela 1. De acordo com o teste de Shapiro-Wilk, os valores de classificagcdo
ndo apresentaram distribui¢cdo normal (P <0,05) e ndo houve diferencas entre os olhos direito e esquerdo de acordo com o teste de Wilcoxon (P

>0,083). Os valores de mediana e intervalo-interquartil e as frequéncias para cada escala de classificacdo sdo mostrados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 1 — Média do tempo de cristalizacdo da lagrima das aves e répteis expressa em minutos.

Ara ararauna Amazona aestiva Tyto alba Rupornis magnirostris Chelonoides carbonéria Caretta caretta Caiman latirostris

4.42 +2.00 10.15 + 3.40 4.17 + 3.46 11.41 +3.12 7.15 +3.30 15.03 + 7.01 14.59 + 5.47
(2.32 - 6.52) (6.18-13.31) (0.52 — 8.00) (8.13-14.00) (4.11 - 10.20) (8.04 — 21.58) (7.00 - 20.33)
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Tabela 2 - Mediana * intervalo semi-interquartil para teste de cristalizacdo da lagrima
(TCL) de aves e repteis.

TCL, TCL,
Escala Rolando Escala Masmali
Ara ararauna 1.0£0.0 0.0+0.37
Amazona aestiva 2.0£0.0 2.0£0.0
Tyto alba 1.0+0.37 0.5£0.5
Rupornis magnirostris 2.0£0.0 2.0+£0.5
Chelonoides carbonaria 1.5+1.0 1.5+0.87
Caretta caretta 2.5+0.87 2.0£1.25
Caiman latirostris 3.0+0.87 2.0£0.87

Tabela 3 - Frequéncia das classificacdes do teste de cristalizacdo da lagrima de aves e
répteis pelas escalas de Rolando e Masmali.

Esacala de Rolando Escala de Masmali

I | 1l v 0 1 2 3 4
Ara ararauna 100% * * * 68% 32% * * *
Amazona aestiva 5% 90% 5% * * 14%  86% * *
Tyto alba 73% 20% 7% * 33% 53% 7% 7% *
Rupornis magnirostris 15% 85% * * * 55%  40% 5% *
Chelonoides carbonaria 40% 15% 30% 15% 10% 30% 30% 15% 15%
Caretta caretta 22% 22%  56% * 22% * 33%  45% *
Caiman latirostris 5% 25% 50% 20% 5% * 50% 25% 20%

* Auséncia de frequéncia

Os comentarios a seguir foram fornecidos pelos avaliadores e estdo ilustrados na
figura 4:
"Diferencas foram observadas nos padrdes de cristalizacdo da lagrima que receberam as
menores classificagdes: ramos finos, longos e delicados e espaco minimo entre as
cristalizagbes. Ara ararauna apresentou cristais curtos e grosseiros, com espagamento
entre cristais e padrdo de cristalizacdo formando varios nucleos, que foram facilmente
distinguiveis. A lagrima de T. alba possuia cristais curtos e grosseiros, em R. magnirostris
e Chelonoidis carbonaria, o padrdo de cristalizagdo foi composto por cristais mais
grosseiros e menos delicados, com maior espagamento e irregularidades. Em se tratando

dos padrdes de cristalizaces das lagrimas que obtiveram classificagdes mais elevadas, o
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Caiman latirostris apresentou maior espacamento dos cristais comparativamente a
Caretta caretta. O jacaré também obteve menor nimero de cristais por campo avaliado;
as cristalizacOes de Caretta caretta foram mais grossas, € houve menos ramos em
comparacdo com Chelonoidis carbonaria. O padréo de cristalizacdo da Amazona aestiva
recebeu classificacdo intermedidria e exibiu cristais longos e grosseiros, quando

confrontados com o R. magnirostris. "
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Figura 4. Exemplos dos padrdes de cristalizacdo da lagrima em animais silvestres de acordo com as escalas de classificacdo de Rolando e
Masmali. (A) Ara ararauna - tipo | (Rolando) e gradacdo 0 (Masmali) representacdo: o padréo de cristalizagdo é uniforme e ndo ha espagos entre
os ramos. (B) Representacdo de Amazona aestiva - tipo 1l (Rolando) e classificacdo 2 (Masmali): 0s ramos principais Sa0 grossos e 0S ramos
secundarios estdo distantes um do outro. Existem espagos entre os cristais. (C) Tyto alba - tipo | (Rolando) e gradacdo 0 (Masmali) representacgéo:
0S ramos principais sdo mais grossos e curtos. Ha cristalizacdo densa composta de cristais ramificados, sem espacamento entre eles. (D) Rupornis
magnirostris - tipo Il (Rolando) e gradagéo 2 (Masmali) representacdo: os principais bragos sdo mais distantes e menos delicados. Existem espagos
entre as cristaliza¢Ges. (E) Chelonoidis carbonaria - tipo 1l (Rolando) e gradacdo 1 (Masmali) representacao: 0s ramos principais Sao grosseiros e
longos. Existem espacos entre 0s ramos secundarios e sobreposicdo. (F) Caretta caretta - tipo 11 (Rolando) e gradagédo 2 (Masmali) representacao:
0S ramos principais sdo longos e grossos e 0s ramos secundarios sdo curtos. Existem espacos entre os cristais. (G) Caiman latirostris - tipo 1l
(Rolando) e classificagdo 3 (Masmali) representacgdo: as cristalizagcdes sdo mais espessas e 0s cristais sdo mais distantes entre si em comparagédo
com outras espécies.
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4. Discussao

O filme lacrimal é um fluido heterogéneo formado por subunidades bioquimicas
que interagem com a superficie ocular com funcéo de lubrificacéo, protecdo e manutencéo
da estabilidade (TIFFANY, 2008). A complexidade da lagrima tem estimulado o0 emprego
de metodologias qualitativas, como a observagdo do fendmeno de cristaliza¢éo, que visa
entender a interacdo entre 0s seus componentes durante a mudanca do seu estado fisico.
Perspectivas de comparacdo da lagrima podem fornecer informacdes sobre a adaptacéo
da composicao deste fluido entre as espécies, na tentativa de manutencéo da homeostase.
Apesar desta importante ferramenta, séo escassas as descri¢cbes sobre a composicdo da
lagrima de animais silvestres, sendo os resultados deste trabalho a primeira descricdo dos
componentes eletroliticos e do teste de cristalizacdo da lagrima em aves e répteis
comparativamente ao homem.

Os fluidos extracelulares, como a lagrima, mantem-se em homeostase a partir do
equilibrio i6nico e sua osmolaridade (MASMALI et al., 2015). Na lagrima de humanos,
é descrito equilibrio diretamente proporcional entre o sddio e o cloreto, e um influxo para
0 espaco intracelular do potassio, produto da fisiologia de células acinares (ALMASSY
et al., 2019). Ao serem avaliadas as concentragfes i6nicas das espécies de aves e répteis
observa-se que existe balanco idnico semelhante, com concentracdes elevadas de sédio e
cloreto e menores de potassio. Com relacdo as concentracGes destes ions, estudos
reportaram que existem diferencas entre a lagrima basal e reflexa contudo, informacdes
relativas aos estimulos que podem induzir & producéo lacrimal em animais silvestres sdo
escassos (STUCHELL, FARRIS e MANDEL, 1981). Desta forma, apesar da ocorréncia
de possivel equilibrio i6nico para manutencdo da homeostase da superficie ocular,
pesquisas adicionais sdo necessarias para melhor entendimento deste processo.

O célcio produzido na glandula lacrimal é direcionado para mecanismos
intracelulares, e este deve possuir baixas concentragdes na lagrima (fluido extracelular).
Entre os animais avaliados, os niveis de caélcio lacrimal foram reduzidos
comparativamente ao sddio, que apresentou concentracfes que se assemelharam as do
potassio que, por sua vez exibe importante funcéo intracelular em humanos (ALMASSY
etal., 2019). Pesquisas relacionadas ao fosforo lacrimal sdo parcas e limitam-se a reportar
as baixas concentracbes de anions fosfatados (BALIK, 1960). Para todas as espécies
estudadas foram encontradas baixas concentracBes de fosfato, e dentre os eletrolitos
avaliados, o ferro obteve valores elevados semelhante ao sodio e potassio. Tal resposta

pode mostrar a importancia deste eletrdlito que esta correlacionado a proteinas da lagrima
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de mamiferos, como as lactoferrinas (TIFANNY 2008; GILLAN, 2010). Contudo,
estudos que auxiliem no entendimento da funcdo do ferro no equilibrio iénico ainda
devem ser conduzidos.

Segundo Masmali et al. (2014), a cristalizacao é fruto dos eletrélitos que comp&em
a lagrima, da migracdo de macromoléculas e proteinas para a periferia do cristal em
humanos. Ao empregar esta avaliacdo em pacientes com doencas da superficie ocular,
aventa-se que a hiperosmolaridade seja o fenbmeno que produz classificacbes maiores
em individuos doentes (ROLANDO, 1984; MASMALI et al., 2015). Apesar dos valores
brutos das concentracdes dos eletrélitos diferirem entre humanos e animais, houve
semelhanca no balanco dos ions, desta forma, possivelmente os outros componentes
possuem importancia semelhante no fenémeno de cristalizacdo. Todavia, diferencas entre
0s arranjos juntamente com os valores dos eletrélitos revelam que o padréo dos cristais
pode ser resultante da interacdo entre estas moléculas.

Outros componentes da lagrima, como proteinas e produtos nitrogenados, a
exemplo da ureia, podem interagir com os eletrolitos (KULICHICKLIN, et al., 2012). A
lagrima possui composicdo heterogénea de proteinas e presume-se que haja irrestrita
passagem de ureia pela glandula lacrimal (KANG, FRIEDMAN e FULOP, 1988).
Sabendo que tais elementos podem interferir na formacgéo dos cristais, pode-se atribuir
que as diferencas observadas entre as classificacfes, arranjos e impressao dos avaliadores
podem ser justificadas pela complexidade da composicéao do filme lacrimal, uma vez que
as variaveis exogenas, como temperatura e umidade foram mantidas monitorizadas, de
acordo com metodologia proposta como adequada para o teste de cristalizacdo da lagrima
(HORWATH et al., 2001; MASMALI et al., 2014).

O tempo de cristalizacéo € obtido entre a colocacdo da lagrima sobre a lamina até
a evaporacdo do solvente, resultando na composi¢éo do cristal. Diversas sdo as variaveis,
inclusive temperatura e umidade, que podem interferir neste tempo (HORWATH et al.,
2001). Entretanto, ao serem observadas as diferencas entre o tempo de cristalizagéo,
supde-se que este parametro ndo tem proporcionalidade com a classificacdo obtida e,
possivelmente, que ele seja resultante dos microcomponentes presentes na lagrima. O
processo de cristalizacdo requer uma taxa de formacdo lenta dos cristais, baixa
viscosidade da solucdo e baixos niveis de impureza para permitir a difuséo leve de solutos.
A auséncia de tais condicBes pode levar ao crescimento de cristais dentriticos
(MASMALI et al., 2014).
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Os arranjos das cristalizacBes da tartaruga-marinha e do jacaré foram mais
espessos comparativamente as espécies aéreas e terrestres. Tal condi¢do pode revelar que
0S animais que estdo em contato com o meio aquéatico possuem composic¢édo especifica da
lagrima que visa sua manutencdo e estabilidade, como a presenca de muco, por exemplo.
Na lagrima humana, os cristais mais espessos resultam principalmente, de alteracoes
induzidas pela maior presenca de muco ou macromoléculas (COLLIN e COLLIN, 2006;
HORWATH et al., 2001; MASMALI et al., 2018; ORIA et al., 2018).

No presente estudo foram obtidos padroes de classificacdo do tipo Il (escala de
Rolando) para C. latirostris higidos, 0 mesmo também foi observado para A. aetiva e R.
magnirostris. Raposo et al. (2018) encontraram em lagrimas de macacos-prego saudaveis
cristalizacdo do tipo Il e atribuiram isto a particularidades da prépria espécie, outrossim
sugeriram o incremento de 0,1 ponto entre 0s graus e tipos de classificacdo, como também
fora proposto em humanos para aumentar a sensibilidade e minimizar a subjetividade
deste teste (MASMALI et al., 2015).

Embora a maioria dos resultados tenham sido similares e considerados normais
para humanos, com classificacdes de I, 0 e 1 (escalas de Rolando e Masmali,
respectivamente), a exemplo dos cristais obtidos para Ara ararauna e T. alba que foram
classificados com graus e tipos semelhantes, o arranjo possuia conformacdo distinta.
Outra condicdo que pode ser levada em consideracdo na composi¢do da lagrima é a
ingestdo alimentar (MASMALI et al., 2017), desta forma ao comparar os cristais obtidos
da lagrima de T. alba e R. magnirostris (aves predadoras carnivoras), foram observadas
diferencas na classificagdo e nos padrdes. A partir do que foi observado para as espécies
silvestres, comparativamente ao humano, a formacéo dos ramos primarios e secundarios,
e as areas de transicdo, que sao os critérios de avaliacdo propostos por Rolando (1984) e
Masmali et al. (2014), aparentemente ndo se aplicam aos padrfes de cristalizacdo da

lagrima para aves e repteis saudaveis.

5. Concluséao

O equilibrio i6nico do fluido lacrimal de aves e répteis possui equilibrio
semelhante ao descrito para humanos com maior presenca de sodio e cloreto, porém os
cristais da lagrima apresentaram diferengas nos arranjos entre as espécies
comparativamente a humanos. As classificacGes obtidas revelaram que graus e tipos
maiores nao necessariamente estdo relacionados a quadros de enfermidade do filme

lacrimal de animais silvestres.
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Tabela 1. Dosagem de eletrélitos nas lagrimas de aves, répteis e homem.

Espécies Proteinas Totais Cloreto Fosforo Caélcio Ferro Sédio Potassio Uréia
(g/dL) (mEg/L) (mg/dL) (mg/dL) (ng/dL) (mmol/L) (mmol/L) (mg/dL)

Ara ararauna 2,33 158,05 6,58 10,31 117,12 122,07 7,14 262,72
Amazona aestiva 2,36 174,98 11,96 12,09 90,44 138,94 10,42 123,80
Tyto alba 3,39 126,99 -* 11,31 170,24 130,50 8,74 551,21
Rupornis magnirostris 2,19 152,99 8,09 9,99 175,56 135,00 10,47 217,27
Chelonoides carbonaria 2,24 52,46 3,18 1,80 160,37 52,35 571 240,30
Caretta caretta 1,87 280,73 1,20 21,26 69,16 250,26 11,07 817,57
Caiman latirostris 3,04 130,04 7,23 4,26 223,44 135,56 14,37 500,60
Homo sapiens 6,1 111,82 7,19 9,81 111,72 114,20 4,89 107,27

*Teste ndo realizado devido a escassez da amostra.
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Figura 1. Exemplos de padrdes de cristalizagdo em Ara ararauna de acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014).

Representacdo: (A) Tipo | (Rolando) e (B) Grau 0 (Masmali). Objetiva de 10x.
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Figura 2. Exemplos de padrdes de cristalizacdo em Amazonas aestiva de acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014).
Representacdo: (A) tipo | (Rolando). (B): Tipo Il (Rolando), grau 2 (Masmali). (C): grau 2 (Masmali). (D): tipo Il (Rolando), grau 3 (Masmali).
Objetiva de 10x.




63

Figura 3. Exemplos de padrdes de cristalizacdo em Tyto alba de acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014).
Representacdo: (A): Tipo | (Rolando). (B): Tipo Il (Rolando), grau 1 (Masmali). (C): Grau 1 (Masmali). (D): Tipo 11l (Rolando), grau 3 (Masmali).
Obijetiva 10x.
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Figura 4. Exemplos de padrdes de cristalizacdo em Rupornis magnirostris de acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al.
(2014). Representacdo (A): Tipo 1 (Rolando), grau 1 (Masmali). (B): Grau 2 (Masmali). (C): Tipo Il (Rolando). (D): Grau 3 (Masmali). Objetiva
10x.
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Figura 5. Exemplos de padrdes de cristalizagdo em Chelonoides carbonaria de
acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014). Representacdo A:
tipo I (Rolando), grau 0 (Masmali). B: tipo Il (Rolando), grau 1 (Masmali). C: tipo Il
(Rolando), grau 3 (Masmali). D: tipo Il (Rolando), grau 3 (Masmali). E: tipo IV
(Rolando), grau 3 (Masmali). E: grau 4 (Masmali). Objetiva 10x.
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Figura 6. Exemplos de padrdes de cristalizacdo em Caretta caretta de acordo com as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014).
Representacdo: (A): Tipo I (Rolando), grau 0 (Masmali). (B): Tipo Il (Rolando), grau 2 (Masmali). (C) Grau 3 (Masmali). (D): Tipo Ill (Rolando).
Obijetiva 10x.
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Figura 7. Exemplos de padrdes de cristalizagdo em Caiman latirostris de acordo com
as escalas de Rolando (1984) e Masmali et al. (2014) Representacdo (A): Tipo Il
(Rolando), grau 1 (Masmali). (B): Tipo Il (Rolando). (C): Tipo Il (Rolando), grau 2
(Masmali). (D): Tipo Il (Rolando), grau 3 (Masmali). (E): Tipo IV (Rolando), grau 4
(Masmali). Objetiva 10x.
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CONSIDERACOES FINAIS

O filme lacrimal compde a interface entre o0 olho e 0 ambiente, e devido a sua
complexa composicdo pesquisas sdo arroladas em humanos. Contudo, ainda ha grande
escassez quanto ao entendimento deste fluido em animais, além da compreensdo em
aspectos comparativos entre as espécies de diferentes nichos ecolégicos. Desta forma,
acredita-se que respostas sobre a sua dinamica necessitam do desenvolvimento de
parametros que se complementem, ou seja, em uma Unica pesquisa tentar construir o que
é o filme lacrimal seria no minimo, simplério.

Os estudos sobre os eletrolitos nas diferentes espécies mostraram que 0 processo
evolutivo preservou o balango iénico como forma de manutengdo da homeostase, e que a
cristalizacdo da lagrima varia de acordo com todos 0s componentes presentes. O emprego
TCL mostrou-se viavel a ser utilizado na rotina veterinaria e que este, de forma indireta,

pode elucidar sobre a composi¢éo e variacdo dos componentes da lagrima.
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