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RESUMO

COMPARACAO DE DOIS PROTOCOLOS DE TRATAMENTO DE
CERATOCONJUNTIVITE SECA EXPERIMENTALMENTE INDUZIDA EM
COELHOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de dois protocolos de tratamento da
ceratoconjuntivite seca (CCS) experimentalmente induzida em coelhos, uma
formulagédo oftalmica tépica composta por alcool povinilico 1,4%, adicionado com
acetilcisteina 10% e pilocarpina 1% (AAP), e outro protocolo com o uso do 6leo de
semente de linhaga (OL) tépico em forma de colirio. Foram utilizados 15 coelhos
brancos, machos da raca Nova Zelandia. Esses animais foram divididos em 3
grupos com 5 animais cada: Grupo C (controle), animais sadios; Grupo AAP (férmula
oftalmica por via topica) e Grupo L (éleo de linhaga por via tépica). Os coelhos foram
avaliados semanalmente pelo Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), Teste de Rosa
Bengala (TRB) e Teste de Fluoresceina (TF). Mensalmente foram realizados testes
de citologia esfoliativa (CE) e ao final do experimento foi realizado eutanasia dos
animais para obtengdo do exame histopatoldgico dos olhos. Houve melhora clinica
significativa nos parametros analisados (TLS, TRB e TF) em ambos os grupo (AAP e
L). Porém, o grupo AAP, apresentou um melhor efeito em relagdo a produgao de
lagrima a partir do momento 2 (M2), quando comparado ao grupo L. Ambos os
grupos apresentaram valores superiores ao grupo C, e permaneceram superiores
até o M12. Ja o grupo L, apresentou um melhor efeito em relagdo a presencga de
ulceras de cdrnea, onde permaneceu negativo em todos os momentos, enquanto
que o grupo AAP apresentou-se positivo desde o M3 até o M9. Em relacdo a
presenca de células desvitalizadas, o grupo L apresentou um melhor desempenho,
tendo 100% de seus animais negativos a partir do M7, enquanto que o grupo AAP
apresentou animais negativos para células desvitalizadas a partir do M10. Na
citologia esfoliativa ndo foi observado diferengas importantes entre os grupos. No
histopatolégico da coérnea e conjuntiva, houve presenca de edema e degeneragao
em ambos os grupos, porém necrose foi observado apenas na conjuntiva no grupo
L. Houve um aumento significativo das células caliciformes, principalmente no grupo
AAP. Diante dos resultados analisados, tanto a férmula oftalmica quanto o 6leo de
linhaca sao eficientes no tratamento da CCS, porém, a formula oftalmica é mais
eficaz para o incremento da lagrima, enquanto que o 6leo de linhaga mostrou-se
mais efetivo na resolucéo das ulceras de cérnea e células desvitalizadas.

Palavras-chave: Ceratoconjuntivite seca, alcool povinilico 1,4%, acetilcisteina 10%,
pilocarpina 1%, 6leo de semente de linhaga, coelhos.



ABSTRACT

COMPARISON OF TWO PROTOCOLS OF TREATMENT OF
KERATOCONJUNCTIVITIS SICCA EXPERIMENTALLY INDUCED IN RABBITS

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of two protocols of
treatment of keratoconjunctivitis sicca (CCS) experimentally induced in rabbits, a
topical ophthalmic formulation consisting of 1.4% alcohol povinilico, added with
acetylcysteine 10% and 1% pilocarpine (AAP) and another protocol with the use of
flaxseed oil (OL) topic in the form of eye drops. A total of 15 white rabbits, male New
Zeland. These animals were divided into three groups with five animals each: Group
C (control), healthy animals; Group AAP (formula for topical ophthalmic) and Group L
(flaxseed oil topically). The rabbits were evaluated weekly by the Schirmer test
Lacrimal (TLS), Rose Bengal test (TRB) and Fluorescein test (TF). Monthly tests
were performed cytology (EC) and the end of the experiment was carried out
euthanasia of animals for histopathological examination of the eyes. There was
significant clinical improvement in the parameters analyzed (TLS, TRB and TF) in
both groups (AAP, L). However, the AAP group, showed a better effect on the
production of tears from the moment 2 (M2), when compared to L. Both groups had
values higher than in Group C, and remained superior to the M12. The group L,
showed a better effect for the presence of corneal ulcers, which remained negative at
all times, while the AAP group was positive from the M3 to M9. Regarding the
presence of devitalized cells, the group L showed a better performance, and 100% of
their animals from the negative to the M7, while the AAP group animals showed
negative for devitalized cells from the M10. In cytology was not observed significant
differences between groups. In histopathology of the cornea and conjunctiva, there
was edema and degeneration in both groups, but necrosis was observed only in the
conjunctiva in the group L. There was a significant increase in goblet cells, especially
in the AAP group. Considering the results analyzed, both the formula ophthalmic and
flaxseed oil are effective in the treatment of CCS, however, the ophthalmic
formulation is more effective to increase the tear, while linseed oil was more effective
in resolving ulcers corneal cells and devitalized.

Keywords: Keratoconjunctivitis sicca, alcohol povinilico 1.4%, 10% acetylcysteine,
pilocarpine 1% oil, flaxseed, rabbits.
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FIGURA 5

(A) Fotomicrografia de corte de coérnea (OE) de
coelho n° 3 do grupo AAP evidenciando edema
leve no epitélio corneal (EC) (setas finas) e edema
moderado no estroma (E) (setas) — H.E (100x). (B)
Fotomicrografia da insercdo da coérnea com a
conjuntiva (Seta) do coelho n°2 do grupo AAP onde
se observa as células caliciformes (seta). Presenca
de edema moderado em epitélio corneal (EC)
(setas finas). Observa-se congestdao de vasos
sanguineos em estroma (E) (*) — H.E (400x).
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1 INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou olho seco é um problema oftalmico
bastante comum em humanos e animais domésticos, que geralmente resulta da
deficiéncia do componente aquoso do filme lacrimal pré-corneano (FLP) ou devido a
modificagdo da qualidade e/ou diminuicdo da estabilidade da lagrima (GOMES et al,
1994; BERDOULAY; ENGLISH; NALDELSTEIN, 2005). O FLP proporciona
lubrificacdo fisica, proteinas, vitaminas, fatores de crescimento epitelial para a
cornea, e como esta € avascular as glandulas lacrimais produzem os nutrientes
necessarios para manter a cornea transparente e saudavel (BERDOULAY;
ENGLISH; NALDELSTEIN, 2005).

A CCS possui varias etiologias como, por exemplo: predisposi¢céao
racial, hipotireoidismo, doengas auto-imunes (sendo esta a mais comum), paralisia
do nervo facial, medicamentos (atropina, sulfonamidas), excisdo cirurgica da
glandula da terceira palpebra, conjuntivite entre outras (WILKIE, 1996; MILLER,
2008).

O sinal marcante em pacientes acometidos traduz-se por secregao
ocular mucoide a mucopurulenta, que se adere aos epitélios e que, normalmente,
acompanha perda de brilho na cérnea e hiperemia conjuntival. Casos agudos podem
produzir ulceracdes superficiais, profundas e até perfuragao da cérnea. Todavia sao
encontradas manifestagcdes superficiais cronicas com deterioracdo progressiva da
visdo. A vascularizagdo e a pigmentacdo sao de ocorréncia sistematica (WILKIE,
1996).

O diagnéstico baseia-se principalmente em trés testes: o Teste lacrimal
de Schirmer (TLS), o Teste de rosa Bengala (TRB) e o Teste de fluoresceina (TF)
(BOUNOUS et al., 1998; I1ZCl et al., 2002).

A terapia topica da CCS consiste no uso de lagrimas artificiais,
antibioticoterapia, corticoterapia (se ndo houver ulceras), imunossupressores como a
ciclosporina A, o tacrolimus e pimecrolimus, parassimpatomiméticos como a
pilocarpina, mucoliticos como a acetilcisteina, isolados ou associados (IZCl et al.,
2002; BERDOULAY; ENGLISH; NALDELSTEIN, 2005; MILLER, 2008; ANDRADE,
BRAVO; FUKUI, 2010).
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Diante disso, pode-se fazer o uso de formulagbes oftalmicas tépicas,
associando-se um substituto aquoso da lagrima, o alcool povinilico que estabilizam a
pelicula lacrimal pré-corneal e impedem sua ruptura; a pilocarpina 1% pelo seu
efeito lacrimoestimulante; e acetilcisteina como agente anticolagenoliticas devido a
sua agao mucolitica, sendo que as colagenases sao produzidas pelo epitélio
corneal, fibrécitos do estroma, células inflamatdérias nos casos de CCS, e Ulcera de
coérnea (SEVERIN, 1995; ANDRADE, 2008; MILLER, 2008).

Outra forma de tratamento para a CCS, que vem se destacando em
estudos recentes, é a utilizacdo de acidos graxos essenciais (AGE), como os
Omegas 3 (w-3) e 6 (w-6), com destaque para o 6leo da semente de linhaca
(RASHID et al., 2008; RONCONE; BARTLETT; EPERJESI, 2010). Segundo
Pinheiro-Junior et al. (2007), o 6leo da semente de linhaga melhora os sintomas
como sensacgao de ardor e ressecamento dos olhos e, consequentemente ha uma
melhora na lubrificacdo da superficie ocular.

Devido ao desuso desta formulacdo oftalmica, pela introducdo de
novos medicamentos, e aos poucos estudos em relagdo ao mecanismo de agao do
6leo de linhaca, sdo necessarios estudos para que possamos conhecer 0s
beneficios de cada agente e tratar de uma forma mais precoce e correta os
portadores de CCS.

Este estudo teve como principal objetivo comparar a eficacia de uma
formulacdo tépica composta por substitutos da lagrima, substancias
lacrimoestimulantes e anticolagenoliticas em relagédo ao 6leo de linhaga, por via
topica, através da avaliagado das alteragdes clinicas, citoldgicas e histopatoldgicas,
na tentativa de um melhor controle nas alteracbes clinicas provocadas pela

inflamacao na CCS induzida experimentalmente em coelhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia do Bulbo Ocular

O olho, 6rgao da visao, consiste no bulbo do olho (bulbo ocular) e em
varios anexos — estruturas acessorias como 0s musculos oculares que movem o
bulbo do olho, as palpebras que o protegem e o aparelho lacrimal, que mantém
umida suas partes expostas. As palpebras emergem das margens 6sseas da orbita
e, como cortinas, sao intermitentemente dirigidas sobre a parte exposta do olho
(piscar) para distribuir a lagrima para protegcédo (DYCE; SACK; WENSING, 1997).

Os olhos dos mamiferos domésticos ficam mais protrusos da superficie
da face que os dos primatas, incluindo o homem. Sua posicdo na cabeca esta
relacionada com o ambiente, os habitos e o0 método de alimentacdo do animal. Em
geral, as espécies predadoras (gato, cao) possuem olhos bem situados a frente,
enquanto as que sdo cagadas (coelho) tém os olhos lateralizados (DYCE; SACK;
WENSING, 1997).

Segundo Willians (2007), ha varios anos, o coelho vem sendo utilizado
tanto em pesquisas gerais como em pesquisas oftalmolégicas, além de ser
considerado hoje um animal de companhia.

O olho do coelho apresenta algumas peculiaridades anatdbmicas que
diferem dos outros animais domésticos, porém apresentam estruturas semelhantes
responsaveis pela prote¢ao, nutricdo, acomodacao e percepgao da luz (WILLIANS,
2007).

O epitélio conjuntival € a membrana mucosa, abundantemente
vascularizada que reveste as faces internas das palpebras, ambas as superficies da
terceira palpebra e a esclera anterior. Atua como barreira fisica e imunolégica
protetora e € a membrana mais exposta do organismo, mantendo, portanto maior
relagcdo com o meio externo (SLATTER, 2001; BARBOSA, 2007). Todo este tecido é
recoberto por muco, produzido por células caliciformes, que participam da formacao
do filme lacrimal (BARBOSA, 2007).

Segundo Defante Junior (2006), as palpebras possuem um complexo
glandular formado pelas glandulas meibomianas (tarsais) responsaveis por secregéao

sebacea. As glandulas de Zeiss (glandulas sebaceas) e de Moll (glandulas
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sudoriparas) encontram-se na base dos cilios, e juntamente produzem secregdes
que revestem a cdrnea e as glandulas acessorias.

A cormea é um disco transparente, circular e cdncavo-convexo,
responsavel pela transmissao e refracdo da luz, que ocupa a porgao rostral do bulbo
do olho. Sua transparéncia e o seu alto poder de refragao estao relacionados com
caracteristicas particulares, dentre as quais se destacam: a auséncia de vasos
sanguineos e linfaticos, auséncia de pigmentos, tamanho e disposi¢cédo das fibras de
colagenos, fibras nervosas amielinicas, epitélio ndo queratinizado e um estado
relativo de desidratagdo, denominado estado de deturgescéncia, responsavel pela
manutencao do arranjo perfeito de suas camadas (SLATTER, 2001).

No coelho, a cérnea possui forma eliptica, é proeminente e larga, seu
contorno segue a mesma curvatura da esclera, com raio de curvatura de
aproximadamente 7,3mm e de espessura razoavelmente uniforme (BARBOSA,
2007).

Histologicamente, a cornea € composta por quatro camadas distintas: o
epitélio (pavimentoso estratificado); estroma; membrana de Descemet (membrana
limitante posterior) e endotélio (epitélio pavimentoso simples) (Figura 1) (AMARAL,
2005).

As células basais do epitélio estdo firmemente aderidas por
hemidesmossomos a uma membrana basal, composta principalmente por fibrilas de
colageno tipo IV, VI e VII, além de laminina, fibronectina e hialuronato (AMARAL,
2005). O estroma representa cerca de 90% da espessura total da coérnea e €
formado por fibrilas de colageno e fibras nervosas amielinicas. A membrana de
Descemet € acelular e composta por fibrilas de colagenos dispostas de forma
ordenada e caracteriza-se pela sua alta elasticidade e incapacidade de regeneragao
quando rompida (SAMPAIO, 2004). O endotélio é formado por uma Unica camada
de células escamosas poligonais, com baixa capacidade de regeneracdo, e
responsaveis em promover bombeamento continuo de agua para este tecido e
assim colaborar com a promocao da transparéncia da coérnea. Participa ativamente
na secre¢cao da membrana de Descemet (CAVALLET, 2007).
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Figura 1 — Estrutura anatdbmica da cérnea de c&o. A. Epitélio. B. Estroma. C.
Membrana de Descemet, D. Endotélio.
Fonte: Lani, 2005.

2.2 Aparelho Lacrimal

O aparelho lacrimal é dividido em sistema secretor e excretor e seu
componente mais importante é a lagrima, também denominado de filme lacrimal pré-
corneal (FLP) (CARNEIRO FILHO, 2004; HERRERA, 2008).

2.2.1 Filme lacrimal pré-corneal

A superficie ocular € recoberta e lubrificada por uma camada liquida
conhecida como filme lacrimal (PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007), sendo esta, uma
solugdo levemente alcalina com uma média de pH = 7,5 (KLEINNER, 2006),
promovendo uma visdo adequada, além de ajudar na manutencdo e defesa da
superficie que se encontra em contato com o meio externo (CAVALLET, 2007).

O FLP tem como principais funcdes: evitar danos as células epiteliais
com a consequente formacao de cicatrizes; lubrificacao da superficie ocular; nutricdo
do epitélio corneal; realizar o transporte de oxigénio e a remocao de dioxido de
carbono da cérnea e conjuntiva (BARBOSA, 2007; PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007);
proteger, limpar e defender o olho contra infecgbes; diluir e eliminar particulas
estranhas; facilitar o acesso de globulos brancos a cornea e conjuntiva; tornar a
superficie ocular clara, lisa e uniforme (funcédo refrativa), eliminando pequenas

irregularidades; promover defesa da superficie contra agentes agressores através de
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substancias antibacterianas inespecificas (lisozima, p-lisina, lactoferrina) e
especificas (BARBOSA, 2007; CAVALLET, 2007; LIMA, 2008).

O FLP é constituido de trés camadas bioquimicamente distintas: uma
camada superficial lipidica, uma intermediaria aquosa e uma interna de mucina
(Figura 2) (GOMES, 2000; BARBOSA, 2007; CAVALLET, 2007; LIMA, 2008; XIONG
et al. 2008). Segundo Pinheiro-Junior et al. (2007), o FLP é composto por 99,78% de
por¢cao aquosa, 0,2% de por¢ao de mucina e 0,02% de porcgao lipidica.

A camada de mucina (interna) é formada pela secrecdo das células
caliciformes situadas no epitélio conjuntival e das células epiteliais superficiais nao-
caliciformes da cérnea e conjuntiva, e tem como fungdo a manutencdo da
lubrificagdo epitelial da cornea e conjuntiva (GOMES, 2000; CAVALLET, 2007,
LIMA, 2008). Lima (2008) relatou a camada de mucina apresentando como principal
funcdo tornar a superficie hidrofébica da cornea em hidrofilica (aderente a agua),
facilitando a dispersao da porcdo aquosa do FLP sobre a superficie ocular,
permitindo sua hidratacdo e evitando a contaminacéo bacteriana, além de encobrir
irregularidades da superficie ocular, promovendo uma cérnea lisa.

Esta camada é composta por mucina, imunoglobulinas, uréia, sais,
glicose, leucdcitos, enzimas e restos celulares. A mucina pode agir na superficie
corneal protegendo-a de forma direta e indireta. Diretamente aderindo-se aos
patdgenos através de receptores especificos antes de atingir o epitélio corneano e
indiretamente bloqueando a colonizacdo microbiana. E capaz também de concentrar
imunoglobulinas A na superficie mucoide, protegendo-a (DAVIDSON; KUONEN,
2004).

A camada aquosa (intermediaria) € secretada pela glandula lacrimal
(61% do total), pela glandula superficial da terceira palpebra (35%) e pelas glandulas
acessorias de Kraus e Wolfring (3%). Esta é a camada mais espessa do FLP,
responsavel pelo transporte de nutrientes soluveis em agua, sais inorgénicos,
glicose, uréia, proteinas, lactoferrina, imunoglobulinas (IgA na maioria dos caes e
IgG em aproximadamente 50% deles), lisozima, fator de crescimento do epitélio
ocular; vitamina A, glicoproteinas e biopolimeros (GOMES, 2000; CAVALLET, 2007;
LIMA, 2008).

A camada lipidica € a camada mais externa, contendo ésteres, acidos
graxos e colesterol, a qual é produzida pelas glandulas de Meibdmio (tarsais), e

pelas glandulas de Zeis (glandulas sebaceas modificadas associadas com os cilios),
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ambas localizadas na conjuntiva e palpebra. Esta camada tem como fungao retardar
a evaporacao e estabilizar o filme lacrimal sobre a cérnea (GOMES, 2000;
BARBOSA, 2007; CAVALLET, 2007; LIMA, 2008).

Segundo Gomes (2000), a disfuncdo das glandulas de Meibémio pode
desencadear uma instabilidade do filme lacrimal, além de alteracbes da superficie
ocular. Lima (2008) observou que a remog¢ao da camada lipidica proporciona
evaporagao do filme lacrimal e, consequentemente, obtém uma diminuigcdo dos
valores de tempo de ruptura do filme lacrimal, predispondo ao desenvolvimento do

olho seco.
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Figura 2 — Camadas do filme lacrimal pré-corneal: 1- Camada lipidica superficial; 2-
Camada aquosa intermediaria; 3- Camada interna mucoide.
Fonte: Stades et al., 1999.

2.2.2 Glandulas lacrimais

As glandulas lacrimais sdo responsaveis pela produgao da maior parte
do FLP. Histologicamente, as glandulas lacrimais sao similares as glandulas
serossalivares. O aparelho lacrimal é formado por uma parte secretora, que é

constituida pelas glandulas lacrimais e glandulas acessérias, e outra excretora,
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formada pelo sistema de drenagem lacrimal. A porgao secretora do aparelho lacrimal
inclui a glandula lacrimal, a glandula superficial da terceira palpebra e as glandulas
acessorias que ndo sao visiveis macroscopicamente (Figura 3). A glandula lacrimal é
a fonte primaria de formagdo serosa lacrimal que umedece, lubrifica e protege a
superficie dos olhos, sendo localizada na regido da érbita entre o bulbo e o
ligamento orbital e processo zigomatico do osso frontal temporalmente. A glandula
da terceira palpebra e a glandula lacrimal acessoria secretam a capa lipidica externa
e mucopolissacaridea interna da pelicula lacrimal pela glandula tarsal e células
caliciformes da conjuntiva, impedindo a evaporagédo da lagrima. Esta glandula esta
localizada circundando a haste da cartilagem da terceira palpebra (SLATTER, 2001).

O complexo glandular palpebral €& composto pelas glandulas
meibomianas (tarsais), as glandulas de Zeis, as glandulas de Moll e as glandulas
lacrimais acessorias. As glandulas meibomianas s&o macroscopicamente visiveis
através da delgada conjuntiva palpebral, perpendicularmente a margem da palpebra.
A secrecao é um material sebaceo repleto de lipidios, que pode ser comprimido
manualmente na margem da palpebra. As glandulas de Zeis e de Moll sao,
respectivamente, glandulas sebaceas e sudoriparas, localizadas na base dos cilios,
sendo responsaveis por uma secregcao oleosa e viscosa que reveste a cornea. As
glandulas lacrimais acessorias secretam lagrima no interior do saco conjuntival,
contribuindo para a composigao do filme pré-corneal (SLATTER, 2001).

Os coelhos possuem quatro glandulas lacrimais (glandula lacrimal,
glandula lacrimal acessoéria com lobos retrobulbar, orbital e infraorbital; glandula
superficial da terceira palpebra e glandula profunda da terceira palpebra (glandula de
Harder) (HOLMBERG, 2008).



22

Figura 3 — Localizagdo anatdbmica dos tecidos secretores responsaveis pela
producdo dos componentes da lagrima. A. Glandulas tarsais na placa tarsal. B.
Células caliciformes conjuntivias. C. Glandula lacrimal orbitaria. D. Glandula
superficial da terceira palpebra.

Fonte: Gelatt, 2003.

2.3 Ceratoconjuntivite Seca (CCS)

A ceratoconjuntivite seca ou sindrome do olho seco € considerada um
problema oftadlmico crbénico da coérnea, conjuntiva e glandulas lacrimais, que
geralmente resulta da deficiéncia do componente aquoso do FLP ou devido a
modificagdo da qualidade e/ou diminuicdo da estabilidade da lagrima (GOMES et al.
1994; BERDOULAY; ENGLISH; NALDELSTEIN, 2005), a qual resulta em um
comprometimento no deslizamento das palpebras, tornando deficiente ou nula a
formagao protetora da lagrima, levando a ressecamento, inflamagao e infecgdes
secundarias da conjuntiva e coérnea, evoluindo para uma doenga corneana
progressiva, destruicédo tecidual e cegueira (GELATT, 2003; HERRERA, 2008).

2.3.1 Etiologia

Segundo Bounous et al. (1998), a CCS é uma enfermidade oftalmica
comum em pequenos animais e humanos. Geralmente é bilateral (cerca de 60%) e
ocorre com maior freqliencia em fémeas (cerca de 65%) do que em caes machos.
Animais de pequeno porte apresentam uma incidéncia de 1%, sendo as ragas mais

predispostas o Dachshund pélo longo, Cavalier King Charles Spaniel, Shih Tzu,
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Lhasa Apso, Cocker Spaniel, West Highland Terrier, Yorkshire Terrier, Schnauzer
miniatura (CAVALLET, 2007; HERRERA, 2008).

O olho seco também pode estar presente em humanos portadores da
sindrome de Sjogren (SS), doenca inflamatoria crénica e auto - imune que ataca e
destréi as glandulas exdcrinas (lacrimal, salivar, pancreas, sudoriparas, mucosas do
trato respiratério, gastrointestinal e urogenital) (GOMES et al., 1994; DANTAS
FILHO, 1995). Pinheiro-Junior et al. (2007) relata que a incidéncia da SS é maior em
mulheres brancas entre 50 a 60 anos com prevaléncia de 3-4% da populacao.

A etiologia exata da ceratoconjuntivite seca €& desconhecida, mas
acredita-se ser multifatorial (GAO et. al., 1998). E segundo Xiong et al. (2008), a
enfermidade pode ser classificada em duas categorias distintas, de acordo com sua
etiologia: deficiéncia do extrato aquoso (quantitativo) e deficiéncia lipidica
(qualitativa).

As causas primarias de CCS sdo a auséncia de atividade lacrimal,
auséncia da glandula ou atrofia glandular (CARNEIRO FILHO, 2004). Também pode
ocorrer em razao da quebra do filme lacrimal devido a sua composigdo anormal. A
deficiéncia da fracdo aquosa da lagrima aumenta a osmolaridade lacrimal da
pelicula, ocasionando a conjuntivite, a ceratoconjuntivite e a doenga corneal
progressiva (LIMA, 2008; XIONG et al., 2008).

Como causas secundarias, sao descritas as doencas sistémicas como
a cinomose, a toxoplasmose (XIONG et al., 2008), infecgdes oculares, traumatismo
do ducto nasolacrimal, das glandulas lacrimais, trauma cirurgico do suprimento
nervoso das glandulas lacrimais ou seus ductos, hipossecregdo temporaria em
animais velhos submetidos a cirurgia, remogéo cirurgica da glandula lacrimal da
terceira palpebra, deficiéncias nutricionais como hipovitaminose A, intoxicacdes
como astragalo, beladona e botulismo, medicacbes como fenazopiridina, derivados
de sulfas e atropina, medicacbes topicas, radiagdo, doengas auto-imunes e
degenerativas como sindrome de disautonomia, neoplasias e origem idiopatica
(CARVALHO; SILVA, 1989; BIRCHARD; BOJRAB; TOMLISON, 1996; STADES, et
al., 1999; STELLA, 1999; CARNEIRO FILHO, 2004; VAN DER WOERDT, 2006).

Um estudo descreveu a presenga de ceratoconjuntivite seca em 2,8%
dos caes com leishmaniose. Uma das causas deste disturbio pode ser a infiltragao
inflamatdria localizada em torno dos ductos das glandulas lacrimais, produzindo

assim um acumulo e retencdo de secrecdo. A glandula de Meibdmio foi a mais
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afetada pela infiltracdo. Foram obtidas amostras dos olhos dos animais que tiveram
os sinais clinicos compativeis com CCS, onde foram observados a presenca de
infiltragcdes inflamatorias e parasitas no local (NARANJO et. al., 2005).

Animais com endocrinopatias como o hipotireoidismo e diabetes
melitus sdo também predispostos a ceratoconjuntivite seca (VAN DER WOERDT,
2006). Os sinais clinicos do hipotireoidismo refletem os efeitos generalizados da
reducdo das funcdes metabdlicas celulares causados por deficiéncia do horménio
tiredide. As manifestagdes oculares do hipotireoidismo canino sao raras e parecem
se associar a hiperlipidemia (BIRCHARD; SHERDING, 1998).

A CCS pode ocorrer mesmo quando a produgao da porcao lacrimal
aquosa encontra-se normal. Neste caso, a anormalidade se encontra na produgao
da camada lipidica, que proporciona a evaporagdo da camada aquosa, ou
alteracbes na produgdo de mucina, que também pode levar a desestabilizagcdo do
filme lacrimal (DAVIDSON; KUONEN, 2004; CAVALLET, 2007; LIMA, 2008).

Davidson e Kuonen (2004) ainda relataram que as moléculas lipidicas
da camada externa do FLP quando alteradas podem ser toxicas a cornea e que na
presenca de blefarites, a producdo deste componente do FLP encontra-se
prejudicada, o que desencadeia a deficiéncia lacrimal qualitativa e ceratopatia,
podendo ainda desencadear a desestabilizacdo do filme lacrimal.

Xiong et al. (2008), relatam os horménios sexuais sendo um dos
fatores etiolégicos da CCS, onde relatam que o baixo percentual de andrégeno
propicia o processo inflamatério nas glandulas lacrimais, ja que os andrégenos tem
participacdo na fungédo da glandula lacrimal e glandula de Meibdmio e acredita-se

serem indutores de ocitocinas anti-inflamatérias nas glandulas lacrimais .

2.3.2 Sinais clinicos

Os sinais clinicos variam com a gravidade e a duragdo da CCS.
Geralmente os animais afetados apresentam conjuntivite recidivante, dor, ceratite,
ceratite ulcerativa e geralmente evoluem para cegueira (GONCALVES, 1979;
PIGATTO et al., 2007; HERRERA, 2008).

O sinal mais marcante € a presenca de exsudato ocular espesso,
aderente, mucodide ou purulento, recobrindo a cérnea e acumulando-se no fundo do

saco conjuntival e tecidos perioculares. A presenca de exsudato ocular purulento
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indica inflamagao supurativa por infeccao bacteriana (TAFFAREL; CAVALCANTE;
CUNHA, 2002; CARNEIRO FILHO, 2004).

Com o passar do tempo, o quadro torna-se cronico, a mucosa torna-se
espessa, hiperémica, com superficies irregulare, secas, opacas e sem o brilho
natural (GONCALVES, 1979; PIGATTO et al., 2007; HERRERA, 2008).

Segundo Defante Junior (2006), a conjuntiva quando inflamada pode
encontrar-se hiperémica, quemaotica ou com placas queratinizadas. A cérnea pode
apresentar edema, ulceracao ou vascularizacao superficial.

Diante dos sinais clinicos, a CCS pode ser classificada como aguda ou
cronica, transitéria ou permanente, uni ou bilateral. Na CCS aguda, € comum a
ceratite ulcerativa, agravada por presenca de Pseudomonas spp (VAN DER
WOERDT, 2006). No estado crbnico, a cérnea se torna opaca, com fibrose e
vascularizagédo, podendo ocorrer cegueira (Figura 4). Ragas com pigmentacéo do
perilimbor e exoftalmicas sdo propensas a ceratite pigmentada. A irritacdo causada
pela CCS exacerba a melanose corneal, resultando em perda permanente da visao.
Os sinais agudos ou cronicos incluem blefaroespasmo, exposi¢cdo da terceira
palpebra e fotofobia (TAFFAREL; CAVALCANTI; CUNHA, 2002; FRIDMAN et al.,
2004).

Figura 4 — Olho esquerdo de um cao com CCS cronica. Observar opacidade da
cérnea, neovascularicdo, secrecao mucoide e purulenta e blefarite.
Fonte: Rodrigues, 2011
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2.3.3 Diagnostico

A CCS pode ser diagnosticada através do historico do paciente, dos
sinais clinicos observados durante o exame fisico e exame oftalmico e da aplicagao
de testes especificos (VAN DER WOERDT, 2006; KAERCHER; BRON, 2008).

O olho e a regiao periocular sdo examinados, inicialmente em ambiente
iluminado, verificando-se a presencga de alteragdes mais evidentes, como secrecéo,
hiperemia, edema, alopecia, ferimentos e assimetrias. Sdo também aplicadas provas
para verificar a acuidade visual (CARNEIRO FILHO, 2004).

Kaswan e Salisbury (1990) relataram a dificuldade do diagndstico da
CCS, pois geralmente este diagndstico € realizado de forma tardia ou mesmo
confundido com conjuntivite alérgica ou bacteriana, o que leva ao uso crénico de
uma ampla variedade de antibiéticos tépicos. Assim, segundo Herrera (2008), ocorre
uma melhora no inicio do tratamento, mas, com a interrup¢cdo da medicagao, a
enfermidade evolui com a opacidade corneal grave, resultando em cegueira.

Um dos testes mais utilizados para diagnéstico da CCS é o Teste
Lacrimal de Schirmer (TLS), o qual permite avaliar a quantidade de lagrima no saco
conjuntival. Este teste consiste na colocacdo de uma parte de uma fita de papel filtro
comercialmente disponivel (5 por 35mm) (Figura 5), no saco médio conjuntival da
palpebra inferior, permanecendo durante 5 minutos em humanos e 1 minuto em
animais. Apo6s isso, faz-se a leitura, conforme a quantia que o papel filtro
apresentou-se umedecido (Figura 6) (BOUNOUS et al., 1998; IZCIl et al., 2002;
ANDRADE, 2008).
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Figura 5 — Tiras para realizagao do teste lacrimal de Schirmer.
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 6 — Realizagao do teste lacrimal de Schirmer em olho direito de coelho.
Fonte: Arquivo pessoal

Birchard; Bojrab e Tomlison (1996) relataram a necessidade de realizar
este teste antes da manipulagao excessiva das palpebras ou anexos e da instilacao
de solugdes (como anestésicos topicos ou lagrimas artificiais), para que ndo ocorra

falso negativo.
Os valores de referéncia para o TLS seriam: valores maiores que 25

mm, epifora; valores entre 10 e 25 mm, secrecao normal; valores entre 5 e 10 mm,
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suspeita de CCS; valores entre 5 e 1 mm, CCS grave e produgéao igual a 0 mm, CCS
absoluta (MAGGS, 2008).

Os valores encontrados por Carvalho et al. (1992) usando o teste
modificado de Schirmer com papel filtro Mellita, foram: 1,4 +/- 1,5 mm, CCS; 6,7 +/-
1,0 mm, hiposecrecéo; 18,0 +/- 3,4 mm, secre¢ao normal e 29,0 +/ 6,7 mm, epifora.

Segundo Andrade, Gongalves e Magalhdaes Junior (2005), os valores
médios de produgédo lacrimal com o uso de papel Mellita, em gatos, variaram entre
11 e 28 mm/minuto, com média geral de 19,54 mm e com o papel Whatman 40, tais
valores oscilaram entre 5 e 19 mm/minuto, com média geral de 11,01 mm/minuto.

Além do TLS, pode-se realizar o teste de fluoresceina, instilando-se
colirio ou tiras de fluoresceina 1% no olho, com o objetivo de determinar a
integridade do epitélio conjuntivo-corneal. Usado somente para identificar presenga
de ulceras de cornea secundariamente a CCS (CARDOSO et al., 2006). Quando o
teste é positivo, as areas de irregularidade e de deseptelizacdo da superficie
corneoconjuntival serdo coradas (Figura 7) (VAUGHAN; ASBURY, 1990; ANDRADE,
2008).

Outro teste utilizado é o Teste de Rosa Bengala (TRB), que é um
corante de cor rosa forte, onde apds prévia instilacao de colirio anestésico, faz-se a
instilacado de colirio ou tiras de rosa bengala, que cora areas de descontinuidade do
filme lacrimal, ou seja, células mortas, degeneradas, filamentos mucosos e também
células sadias nao protegidas pelo filme lacrimal (CARDOSO, et. al., 2006). Sua
grande indicacao € demonstrar as alteragdes epiteliais que ocorrem na CCS (Figura
8) (BRASIL et al., 2005).
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FIGURA 7 — Teste de fluoresceina realizado em olho direito de coelho, evidenciando
ulcera.
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 8 — Teste de rosa Bengala realizado em olho esquerdo de coelho
evidenciando presencga de células desvitalizadas.
Fonte: Arquivo pessoal

Outro teste de integridade do filme lacrimal € o seu tempo de quebra do
filme lacrimal. A camada de mucina do filme lacrimal pré-ocular potencializa a
manutengdo de um filme lacrimal confluente, enquanto uma deficiéncia de mucina
acelera o tempo de dispersao do filme lacrimal. A visualizacdo do filme lacrimal é
melhorada com a instilagdo de uma gota de solugdo de fluoresceina e uma
magnificagdo biomicroscopica em lampada de fenda. Nesse procedimento, retraem-

se as palpebras e registra-se o tempo do ultimo piscar até a aparicao de “ilhas”
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destituidas de lagrimas na cornea. O tempo médio normalmente é de 25 segundos
ou mais. Os tempos abaixo de 20 segundos sao indicativos de uma deficiéncia na
camada de mucina do filme lacrimal pré-ocular (BIRCHARD; BOJRAD; TOMLISON,
1996).

O exame de citologia esfoliativa (CE) também auxilia no diagndstico da
CCS. Deve-se obter amostras citolégicas a partir da conjuntiva palpebral e cérnea,
coletando amostras com um swabe estéril umedecido em solugao fisiolégica da
conjuntiva (nasal superior, nasal inferior, lateral superior, lateral inferior) e cérnea
(Figura 9A), apos instilagao prévia de colirio anestésico. A face medial da superficie
conjuntival é naturalmente rica em células conjuntivais e deve ser evitada na coleta
de amostras. Apoés isto, transferem-se suavemente as amostras colhidas para uma
ldmina de vidro (Figura 9B). Encontram-se varios corantes especiais, embora o May-
Grunwald-Giemsa (MGG) e o Gram sejam suficientes. Uma amostra normal contém
ocasionalmente células caliciformes. E normal a presenca de uns poucos neutréfilos
e bactérias. As células epiteliais queratinizadas predominam tipicamente na CCS
cronica, junto com um numero aumentado de células caliciformes. A bidpsia da
glandula lacrimal ou da glandula lacrimal acessoéria pode também ajudar na
determinacao de um diagnéstico citolégico (BIRCHARD; BOJRAD; TOMLISON,
1996; BARROS et al., 2001; MOORE et al., 2001).

Figura 9 — Citologia Esfoliativa. A. Coleta do material. B. Transferéncia do material
para as laminas.
Fonte: Arquivo pessoal

Algumas doengas podem servir como parametro para um diagnostico

diferencial da CCS, tais como: opacidade corneal congénita, disturbios metabdlicos,
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distrofia endotelial, uveite, glaucoma, neoplasia e raramente episclerite (TAFFAREL;
CAVALCANTE; CUNHA, 2002; CARNEIRO FILHO, 2004).

2.3.4 Tratamento

O tratamento para os portadores da CCS deve, antes de tudo, levar em
consideracao a etiologia e a severidade do quadro (PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007).
O tratamento pode ser clinico ou cirurgico, sendo que os objetivos do tratamento
clinico incluem estabelecer a umidade dos tecidos oculares ressecados e tratar
transtornos secundarios como conjuntivite bacteriana, ceratite e ceratite ulcerativa.
Deve-se tentar o tratamento clinico antes do tratamento cirurgico (SEVERIN, 1995;
MILLER, 2008).

A terapia tépica da CCS consiste basicamente em 6 pontos: 1.
Substitutos lacrimais: uso de lagrimas artificiais ou mucinas sintéticas; 2.
Estimulacdo da secrecado lacrimal: uso de substancias lacrimoestimulantes como a
pilocarpina que € uma droga parassimpatomimeética; 3. Tratamento da infecgao
secundaria: uso de antibidticos tépicos como a gentamicina, tobramicina e
cloranfenicol; 4. Diminuicdo do processo inflamatério: uso de antiinflamatorios
topicos, principalmente os corticosterdides, com excegdo dos casos com ulceras de
cornea; 5. Imunossupressores: principalmente nas CCS imunomediadas, com uso
de ciclosporina, pimecrolimus ou tacrolimus topico; 6. Inibicdo do excesso de muco e
colagenase: acetilcisteina (MILLER, 2008).

Os agentes imunossupressores por via topica sdo muito utilizados no
tratamento da CCS imunomediada tanto em cdes como em humanos, sendo a
ciclosporina o primeiro imunossupressor a ser utilizado e, mais recentemente, o
pimecrolimus e tacrolimus (IZCl et al., 2002; BERDOULAY; ENGLISH;
NALDELSTEIN, 2005; NELL et al., 2005; ANDRADE, 2008; RONCONE; BARTLETT;
EPERJESI 2010).

A ciclosporina pode auxiliar na reversdo da destruicdo imunomediada
da glandula lacrimal e aumentar o lacrimejamento em animais com paralisia do
nervo facial, intoxicag&o por sulfonamidas e remog¢ao da glandula nictitante (MOORE
et al., 2001, BERDOULAY; BARTLETT; EPERJESI, 2005,). A ciclosporina suprime a
ativacdo de linfocitos T pela redugdo da producgédo de interleucina-2 (IL-2) e seus
receptores (MOORE et al.,, 2001; 1ZCl et al., 2002; BERDOULAY; BARTLETT;
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EPERJESI, 2005). A ciclosporina € um potente imunomodulador que atua
seletivamente no local quando administrado na superficie ocular, e nao ¢é
metabolizado nos olhos dos coelhos e dos cdes. Nenhuma toxicidade sistémica ou
ocular foi encontrada com o uso prolongado de ciclosporina a 0,4%, seis vezes ao
dia, durante seis meses, em coelhos e, por um ano, em caes (ciclosporina 0,05%
duas vezes ao dia é o suficiente para imunomodulagéo). Isto porque o estroma é
composto de agua e é uma barreira efetiva contra a penetracdo da ciclosporina,
emulsédo de agua-oleo de peroba, promovendo uma alta concentragdo na superficie
ocular e baixa no tecido intraocular. A emulsao de ciclosporina diminui a evaporacgao
da lagrima e diminui a infecgédo ocular secundaria (MOORE et al., 2001).

No estudo de Nell et al. (2005), avaliou-se o uso de pimecrolimus como
uma alternativa de tratamento para CCS. E um novo derivado da ascomicina que
interfere seletivamente na ativacao das células T e mastécitos, e inibe a produgao de
citocinas inflamatdrias (uma acdo semelhante a da ciclosporina). O tratamento foi
efetivo na maioria dos animais, mas alguns animais nao toleraram a formulag&o
oftalmica de pimecrolimus 1% em base 6leo de milho. Mesmo assim, os autores
acreditam na superioridade do pimecrolimus sobre a ciclosporina, porque seu
potencial intrinseco é maior, assim como sua permeabilidade tecidual devido ao seu
baixo peso molecular.

Outra substancia estudada foi o tacrolimus (FK 506), um antibiético
macrolideo isolado do Streptomyces tsukubaensis que tem uma agao
imunomodulador similar a da ciclosporina (MILLER, 2008). Os resultados de
Berdoulay, Bartlett e Eperjesi (2005) sugerem que o uso de tacrolimus 0,02% em
suspensdo aquosa € efetivo em cdes com CCS, melhorando os sinais clinicos
gerais. A producgdo de lagrima aumentou em até 96%, apds a administracao tépica
de tacrolimus, onde foi demonstrado ser mais potente do que a ciclosporina na
inibicdo de produtos inflamatérios. E muitos proprietarios preferiram a suspensao
aquosa do tacrolimus a pomada em base 6leo da ciclosporina. Além disso, 0 uso
associado de tacrolimus e ciclosporina em casos refratarios parece ser uma
alternativa excelente, ja que parece haver um sinergismo entre os dois
medicamentos na supressao de células T in vitro.

Kirk (1984), Severin (1995), Pickett (2001) e Andrade (2008) relataram
0 uso de associacdes de substancias em formulacdes oftalmicas topicas, entre elas,

o alcool povinilico, a pilocarpina e a acetilcisteina.
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2.3.4.1 Formulagdes oftalmicas

Devido ao alto custo das substancias imunossupressoras, pode- se
fazer uso de formulagdes topicas, utilizando alcool povinilico (substituto aquoso da
lagrima, que estabiliza a pelicula lacrimal pré-corneal e impede a sua ruptura),
associado a acetilcisteina 10% (agente anticolagenolitico, devido a sua agéo
mucolitica) e pilocarpina 1% (pelo seu efeito lacrimoestimulante), em sua
composigao (SEVERIN, 1995; PICKETT 2001; ANDRADE, 2008).

A proporgao geralmente usada € 3,5 ml de alcool povinilico 1,4%, 3,5
ml de acetilcisteina 10% e 1 ml de pilocarpina 1% (SEVERIN, 1995; PICKETT 2001;
ANDRADE, 2008). Esta formulagdo vem sendo usada ha varios anos pela medicina
veterinaria e € uma alternativa para proprietarios carentes que nao tem condi¢gdes de
usar imunossupressores de custo mais elevado (ANDRADE, 2008).

Kirk (1984) relatou a seguinte proporgédo da formulagao oftalmica, onde
uma mistura inicial satisfatoria de 2 centimetros cubicos (cc) de pilocarpina a 2%,
adicionado a 7 cc de acetilcisteina a 10% e 7 cc de lagrima artificial misturados,
perfaziam 16 cc de colirio.

Pickett (2001) também relatou o uso da formulacdo oftalmica na
proporcdo de 15 ml de substituto lacrimal, 2-4 ml de acetilcisteina 2%, 2 ml de
cloranfenicol injetavel 100 mg/ml e 2 ml de pilocarpina 2%. Ressalta-se ainda que
como esses pacientes necessitam de tratamento crénico, o uso de antibiéticos deve
ser feito com cautela para evitar possiveis resisténcias bacterianas.

Além disso, pode-se fazer uso de antiinflamatorios esteroidais e n&o
esteroidais (ANDRADE, 2008; MILLER, 2008; ANDRADE; BRAVO; FUKUI, 2010).

O alcool povinilico € uma resina hidrofilica sintética, levemente viscosa,
possuindo boas propriedades aderentes a cdérnea, capaz de garantir uma pelicula
liquida sobre a cdérnea, que se mantém integra durante certo tempo, atendendo a
umectacdo e a hidratagdo da superficie ocular, impedindo sua ruptura (ADAMS,
2003). Disponivel em solugdes a 1,4%, o alcool povinilico é o integrante primario em
certo numero de produtos de lagrima artificial (ADAMS, 2003).

A pilocarpina € um alcaloide existente nas folhas do Pilocarpus
jaborandi. Trata-se de um colinérgico direto, predominantemente muscarinico, cujos
efeitos sdo comparaveis aos da acetilcolina. Sobressaem-se os efeitos sobre as

glandulas sudoriparas, salivares e gastricas (SILVA, 1994).
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Segundo Adams (2003), as secrecdes das glandulas lacrimais podem
ser aumentadas pelo estimulo parassimpatico, utilizando-se agentes colinérgicos
topicos ou orais. A pilocarpina foi mais usada com este objetivo. Uma resposta
positiva depende da presenca de tecido lacrimal funcional. Apds a comprovagao da
eficacia da ciclosporina, a pilocarpina € usada com uma menor frequéncia como
terapia estimulante primaria da CCS.

Segundo Salisbury e Bonagura (1997), o uso da pilocarpina & contra-
indicado em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, pancreatite e diarréia
crbnica. Pode ser usada também por via oral, principalmente na sindrome de
Sjogren humana com disfungao também na glandula salivar.

Ha relatos de que, além do seu efeito lacrimoestimulante, a pilocarpina
possa provocar irritagdo ocular, caracterizada por hiperemia conjuntival e
blefaroespasmo (ANDRADE, 2008). Segundo Spinosa, Goérniak e Bernardi (2011),
para evitar a irritacdo local, a solugcédo oftalmica pode ser administrada por via oral,
junto com a comida, na dose de uma a duas gotas a 1 a 2%, para cada 15kg de
peso do animal.

A férmula deve ter o pH ajustado para 7,4 e ser mantida sob
refrigeragdo . Aplica-se 8 vezes ao dia no inicio, decrescendo a frequéncia
progressivamente (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2011).

Foi relatado o efeito tépico da pilocarpina colirio em varias
concentragdes (0,25, 1 ou 2%), na producgao lacrimal de caes, concluindo que néo
houve alteracao significativa na producgéao lacrimal. Porém, a frequéncia de instilagao
realizada neste estudo foi nos dias 4, 6 e 8, sendo considerada baixa e ser
responsavel pelos resultados obtidos (SMITH; BUYUKMIHCI; FARVER, 1994).

A acetilcisteina possui propriedade anticolagenolitica e mucolitica e
tem sido bastante empregada na oftalmologia veterinaria para o tratamento da CCS.
A colagenase excessiva produzida pelo tecido epitelial e estromal, por células
inflamatdrias e bactérias da superficie ocular, é destrutiva ao colageno estromal e
pode contribuir para a ulceragdo progressiva da cérnea e perfuracao (ADAMS,
2003).

O muco desnaturado alberga microorganismos e debris superficiais e
perde suas propriedades viscoelasticas, tornando-se persistente e inibindo a limpeza

e a lubrificagdo ocular normais. Como os grupos sulfidril livres reduzem a
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viscosidade das mucoproteinas, aumentando-se as concentragdes de acetilcisteina,
diminui-se a viscosidade do muco (ADAMS, 2003).

Segundo Spinosa, Gorniak e Bernardi (2011), as solugbes contendo
acetilcisteina podem ser estocadas a temperatura ambiente, sem diminuicido da
eficacia. A atividade anticolagenolitica da acetilcisteina ndo é afetada associando-se
esta com a pilocarpina, a atropina, a gentamicina e as lagrimas artificiais. Todavia,
as preparacgdes associando cloranfenicol e acetilcisteina sdo menos estaveis e
apresentam atividade anticolagenolitica reduzida.

A administragcdo frequente de solugdes de acetilcisteina pode ser
irritante a superficie ocular. Uma solugao de acetilcisteina a 5% parece ser bem
tolerada nos olhos das espécies domésticas, com frequéncias que nao excedem

quatro vezes ao dia, por alguns dias (ADAMS, 2003).

2.3.4.2 Oleo de semente de linhaca

A linhaca é a semente do linho (Linum usitatissimum), pertencente a
familia Linacea, caracterizada por apresentar uma altura entre 30 e 130 cm, talos
eretos e folhas estreitas com coloracéo alternando entre verde e verde escuro. As
folnas podem apresentar-se azuis, vermelhas ou brancas, florescendo no verdo. O
fruto parece uma capsula globosa, de cor amarronzada, da qual saem as sementes
brilhantes e planas para o uso medicinal (CREDIDO, 2008).

E uma planta originaria da Asia, estando amplamente distribuida pelo
mundo e cresce sobre terrenos cultivados, terra planados, sendo em muitos paises
cultivada com a finalidade industrial e medicinal (CREDIDO, 2008).

A semente de linhagca é considerada um nutracéutico, que € um
alimento que proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencao ou
tratamento de uma doenga (HASSAN-ZADEH; SAHARI; BARZEGAR, 2009).

A semente de linhaga é composta em média por 57% de acidos graxos
(AG) 6megas 3, 16% de 6mega 6, 18% de acido graxo monoinsaturado e somente
9% de acidos graxos insaturados (OOHMA, 2001; HASSAN-ZADEH; SAHARI;
BARZEGAR, 2009).

O dleo de semente de linhaga (OSL) é considerado atualmente uma

das maiores fontes de acidos graxos essenciais do tipo dmega-3 e Omega-6,
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possuindo em meédia trés vezes mais concentragdo de 6mega-3 e 6mega-6 do que
outras fontes (HASSAN-ZADEH; SAHARI; BARZEGAR, 2009).

A linhaga apresenta uma alta concentragdo de proteinas e vitaminas,
além de possuir excelente qualidade de gorduras. Além disso, a linhaga € a semente
mais rica em dmega-3 (acido alfa-linolénico- ALA) e € a maior fonte alimentar de
lignanas, que ao se ligar a receptores celulares, funcionam como um falso horménio,
o fitoestrogeno, que atua na redugao de tumores de mama por inibir a transformagéo
de células iniciais em células neoplasicas (HASSAN-ZADEH; SAHARI; BARZEGAR,
2009).

Ha um grande interesse no estudo sobre a linhaca e seus beneficios
terapéuticos. A CCS ja esta sendo tratada com o OSL e, segundo Pinheiro-Junior et
al. (2007), ha uma melhora da secrecdo meibomiana; melhora na qualidade da
secrec¢ao lacrimal e diminuicdo da evaporacgao; otimizagao funcional das células
caliciformes, com consequente melhora da secrecdo de mucina, o que muda a
natureza hidrofobica do epitélio da superficie ocular, tornando-a hidrofilica e
permitindo melhor lubrificacdo e nutricdo; melhora a adesdo dos microvilos das
células epiteliais.

Varios autores relataram os efeitos benéficos do OSL, principalmente
os efeitos imunomodulador e antiinflamatério (PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007;
MARTINS et al.,, 2008; HASSA-ZADEH; SAHARI; BARZEGAR, 2009). No efeito
modulador, o 6leo de semente de linhaga inibe a interleucina-1 (IL-1), que por sua
vez inibe a producgao e liberagado do fator de necrose tumoral (TNF) por macréfagos
suprimindo sua funcdo acessoria de ativar os linfécitos T através da reducdo da
expressdo da molécula do complexo de histocompatibilidade (MHC) classe I
(RASHID et al., 2008).

No efeito anti-inflamatério, a enzima delta-6-dessaturase esta envolvida
no metabolismo tanto do w-3 quanto do w-6. O w-6 pode sofrer acdo de duas
enzimas: a cicloxigenase (COX) que ira dar origem a mediadores quimicos
antiinflamatérios (Série 1 — prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT)) e da enzima
delta-6-dessaturase, formando mediadores pro-inflamatorios (Série 2 — LT, PG e
tromboxanos - TX). Ja o w-3 sofre agcdo da delta-6-dessaturase formando
mediadores pouco efetivos na inflamagéo (Série 3 — PG e TX e Série 5 — LT) (Figura
10) (PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007; MARTINS et al., 2008; HASSAN-ZADEH;
SAHARI; BARZEGAR, 2009).
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Série 1 (PG, LT)

5-lipoxigenase

Cicloxigenase |_>
Acido P
W Dihomo-gama-_> ACId? .
Linénico Araquidonico
T
Delta-6- Cicloxigenase

Dessaturase I—» Série 3 (PG, TX)
Eicosatetrandico Eicosapentaendico
I—» Série 5 (LT)

5-lipoxigenase

Figura 10 — Biossintese de acidos graxos poliinsaturados.
Fonte: Arquivo pessoal.

A enzima delta-6-dessatura participa do metabolismo de ambos o
Omegas, tendo maior afinidade pelo w-3, fator pelo qual causa um desvio metabdlico
fazendo com que a acido dihomo-gama-linolénico (ADGL) deixe de formar acido
araquiddnico (AA), que dara origem a PG da série 2 (pro-inflamatdria) para formar
PG da série 1 (fisiologica/antiinflamatdria). Esse acumulo de émega 6 faz com que a
enzima cicloxigenase atue formando mediadores da série 1, apenas. Outro fator
envolvido neste desvio metabdlico € que por a enzima ter mais afinidade pelo w-3,
esta molécula estara sendo convertida em prostagandina-3, tromboxano-3 e
leucotrieno-5, moléculas pouco efetivas no processo inflamatério (Figura 11)
(PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007; MARTINS et al., 2008; HASSAN-ZADEH; SAHARI;
BARZEGAR, 2009).
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Série 1 (PG, LT)
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w3 —— ACidO . ACido .
Eicosatetrandico Eicosapentaendico

I—» Série 5 (LT)

5-lipoxigenase

Figura 11 — Biossintese de acidos graxos poli-insaturados.
Fonte: Arquivo pessoal

A relagao ideal entre 6mega 3 e dmega 6 é de 1:4, respectivamente; o
Oleo de linhaga apresenta uma relagdo de 1:3, muito proxima do ideal (OOHMA,
2001; HASSAN-ZADEH; SAHARI; BARZEGAR, 2009). Por isso, quando os 6megas
sdo ingeridos na proporcao ideal (1:4), causam um desvio metabdlico, tendo
portanto, uma maior producdo de mediadores anti-inflamatérios da série 1 e redugao
da produgao dos mediadores da série 2, diminuindo assim o processo inflamatério
(PINHEIRO-JUNIOR et al., 2007; MARTINS et al., 2008; HASSA-ZADEH; SAHARI;
BARZEGAR, 2009).

Pinheiro-Junior et al. (2007) estudaram o uso de oOleo de linhaga no
tratamento de portadores de diversas formas de deficiéncia lacrimal, ligadas a
sindrome de Sjogren, que afeta mais mulheres e idosos. Estes pacientes
apresentam também ressecamento oral, por deficiéncia das glandulas produtoras de
saliva e alteragbes reumatologicas. Neste estudo, concluiu-se que o uso de oleo de
linhaca em capsulas de 1 ou 2 g/dia, reduz a inflamagdo da superficie ocular
avaliada pela citologia de impressdo e melhora os sintomas de olho seco. O
beneficio do 6leo de linhagca no tratamento de olho seco pode ser explicado pelo
aumento local das prostaglandinas tipo 1 no filme lacrimal (BARABINO et al., 2003).

Em um trabalho em humanos sobre a ingestdo de trés formas de

linhaca, observou-se que a ingestdo de d6leo de linhaga e linhaga moida aumenta
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significantemente o nivel do acido alfa-linolénico no plasma, mas isso ndo acontece
quando ha ingestdo da linhaca inteira. A linhaga inteira e 6leo de linhaga podem
induzir disturbios gastrointestinais, o que n&o € significativo com a linhaga moida.
Concluem que a linhaga moida € a forma que menos induz disturbios
gastrointestinais e a que mais aumenta o acido alfa-linolénico no corpo (AUSTRIA et
al., 2008).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a eficacia de dois protocolos de tratamento de
ceratoconjuntivite seca (CCS) experimentalmente induzida em coelhos, uma formulagdo
oftalmica topica composta por alcool povinilico 1,4% adicionado com acetilcisteina 10% e
pilocarpina 1% (AAP) e outro protocolo com o uso do d6leo de semente de linhaga (OL) topico
em forma de colirio durante 12 semanas. Foram utilizados quinze coelhos machos adultos da
raca Nova Zelandia alocados aleatoriamente em 3 grupos: Grupo C (controle), Grupo AAP
(formulacdo oftdlmica) e Grupo L (OL por via topica). Os animais foram avaliados
semanalmente pelo teste lacrimal de Schirmer, teste de fluoresceina e teste de rosa bengala,
uma vez por més pelo exame de citologia esfoliativa ocular, e ao final do experimento foram
eutanasiados para andlise histopatoldgica da cornea e conjuntiva. Os resultados demonstraram
que houve um aumento maior na producao lacrimal quando utilizada a formulagdo oftadlmica e
uma resolucdo mais precoce das ulceras de cornea e células desvitalizadas quando utilizado o
6leo de semente de linhaca, além de aumento no numero de células caliciformes em ambos os
grupos de tratamento. Desta maneira, a associagdo desses dois protocolos pode ser no futuro

uma alternativa no tratamento da CCS.

Palavras-chave: coelhos, alcool povinilico 1,4%, acetilcisteina 10%, pilocarpina 1%, 6leo de

semente de linhaca

INTRODUCAO

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou olho seco ¢ uma das afec¢des oftalmicas mais comumente
encontradas nos animais e nos seres humanos, caracterizando-se pela deficiéncia do
componente aquoso do filme lacrimal pré-corneano (FLP) ou devido a modificagdo da
qualidade ou diminui¢do da estabilidade da lagrima, o que leva a um comprometimento no
deslizamento das palpebras, afetando principalmente a cornea e a conjuntiva (Stevenson et al.,
1994; Wilkie, 1996; Miller, 2008).

Os sinais clinicos sdo secrecdo mucdide a mucopurulenta, perda de brilho da coérnea,
hiperemia conjuntival, desconforto ocular, prurido, vascularizacdo da cérnea, ulceragdes
superficiais a profundas podendo evoluir para perda progressiva da visdo (Gelatt, 2008; Carter
e Colitz, 2002). O diagnostico baseia-se principalmente nos sinais clinicos e nos resultados

obtidos com os exames oftalmicos, tais como, teste lacrimal de Schirmer (TLS), teste de rosa
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bengala (TRB), teste de fluoresceina (TF), tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL), teste
de lisamina verde, além de citologia esfoliativa (CE) (Maggs, 2008; Miller, 2008).
Existem varios tipos de tratamento para a CCS, sendo mais utilizado na medicina veterinaria o
uso imunossupressores, tais como ciclosporina, tacrolimus e pimecrolimus (Moore et. al,
2001; Izci et. al, 2002; Berdoulay et al., 2005; Nell et al., 2005; Ofti et al., 2009). Devido ao
alto custo desses medicamentos, como uma alternativa mais barata principalmente para
proprietarios carentes, pode-se fazer uso de associacdes de substancias em formulagdes
topicas, como as que utilizam alcool povinilico (substituto aquoso da lagrima, que estabiliza a
pelicula lacrimal pré-corneal e impede a sua ruptura) associado a acetilcisteina 10% (agente
anticolagenase, devido a sua acdo mucolitica) e pilocarpina 1% (pelo seu efeito
lacrimoestimulante). A proporcdo usada na formulagdo oftdlmica (substituto lacrimal +
acetilcisteina 10% + pilocarpina 1 a 2%) varia segundo alguns autores respectivamente de 3,5
mL/3,5 mL/1 mL (Andrade, 2008), 7 centimetros cubicos (cc)/7 cc/2 cc (Kirk, 1984; Severin,
1995) e 15 mL/2-4 mL/2 mL acrescido de 2 mL de cloranfenicol injetavel a 2% (Pickett,
2001). Além disso, podem-se utilizar também anti-inflamatérios esteroidais e ndo esteroidais
e antibidticos (Stevenson et al., 1994; Carter e Colitz, 2002).

Outra forma de tratamento para a CCS, que vem se destacando em estudos recentes, ¢
a utilizacdo de acidos graxos essenciais (AGE), omegas 3 (®-3) e Oomega 6 (®-6),
principalmente no tratamento de pacientes portadores de diversas formas de deficiéncia
lacrimal, como na Sindrome de Sjogren humana, tanto em suplementacdo oral (Barabino et.
al, 2003; Mavragani et al., 2006; Pinheiro Jr et al. 2007; Roncone et al., 2010; Wojtowicz et
al.,, 2011), como em experimentos por via topica em ratos (Rashid et al., 2008) e por via
topica e oral em coelhos (Neves, 2011). Os principais efeitos terapéuticos do ®-3 e ®-6 sdo
imunomodulador e anti-inflamatdrio. A semente de linhaca ¢ uma planta da familia Linaceae,
chamada de Linum usitatissimun, composta em média por 57% de acidos graxos Omega 3,
16% de omega 6, 18% de 4cido graxo monoinsaturado e somente 9% de 4cidos graxos
insaturados, sendo sua relacdo ®-3 e w-6 de 1:3 considerada muito proxima do ideal (Oohma,
2001; Hassan-Zadeh et al., 2008).
O objetivo deste trabalho foi comparar a eficacia de duas formulagdes topicas, uma composta
por substitutos da lagrima adicionada de substancia lacrimoestimulante e anticolagenase, ¢
outra composta com 6leo de linhaca, no tratamento da CCS induzida experimentalmente em

coelhos.
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MATERIAIS E METODOS
O experimento foi aprovado (protocolo n® 166) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE).
Foram utilizados 15 coelhos (Oryctolagus cuniculus) brancos, machos, da raga Nova
Zelandia, nao castrados, adultos e com peso variando entre 2 a 3 kg. Estes animais foram
mantidos em gaiolas metalicas individuais suspensas, com agua e ragao ad libitum.
Para a inducdo da CCS, nos coelhos, adotou-se um modelo baseado em estudos previamente
publicados (Burgalassi et al., 1999; El-Shazly et al., 2008) utilizando-se sulfato de atropina
colirio 1%, trés vezes ao dia, até que se confirmasse o diagndstico de CCS (TLS < 5Smm/min
e/ou TRB positivo) e durante todo o periodo de tratamento (12 semanas), para manutengao da
CCS. Os momentos de avaliacdo foram divididos em MO (antes da inducao de CCS), M1 (1
semana ap6s a inducdo da CCS e inicio do tratamento) e M2 at¢ M12 (avaliagdes com
intervalo de 1 semana ap0s o inicio do tratamento). Dez coelhos foram induzidos para a CCS
conforme o protocolo ja descrito e 5 foram alocados no grupo controle, sem indugao da CCS e
tratados com placebo.
Uma semana ap6s a inducdo da CCS, os animais foram tratados durante 12 semanas da
seguinte maneira: Grupo C (n=5) controle (1 gota de placebo - solugao de NaCl 0,9%) topica,
2x ao dia, em ambos os olhos; Grupo AAP (n=5): formulacao oftdlmica com 3,5 ml de alcool
povinilico 1,4% + 3,5 ml de acetilcisteina 10% + 1 ml pilocarpina 1% (Laboratorio
Ophthalmos), 1 gota, 2x ao dia, por via topica, em ambos os olhos; Grupo L (n=5): colirio a
base de 6leo de semente de linhaga puro (Laboratério Ophthalmos), 1 gota, 2x ao dia, por via
topica, em ambos os olhos.
O TLS foi realizado para avaliar a quantidade de lagrima produzida, onde apds limpeza ocular
com algodao seco, introduziu-se 0,5 mm da ponta da fita de Schirmer no saco conjuntival por
um periodo de 1 minuto e posteriormente retirado e realizado a leitura, e considerou-se
positivo para CCS valores < Smm/min. O teste de fluoresceina (TF) foi realizado para
observar a presenga ou ndo de ulceras de cornea, com a fita de fluoresceina 1%, encostando-a
no saco conjuntival, e utilizado o escore 1: negativo para tlcera de cdrnea; 2: positivo para
ulcera de cornea. O TRB foi realizado para a coloragdo de células desvitalizadas pela CCS,
onde apos instilacdo de colirio anestésico, foi utilizada 1 gota do colirio de Rosa Bengala
0,5%, considerando-se 1: auséncia de células coradas desvitalizadas para CCS; 2: presenc¢a de
células coradas desvitalizadas para CCS (Maggs, 2008).
A citologia esfoliativa (CE) ocular foi realizada uma vez por més (M0; M1; M4; M8; M12).

Os animais receberam colirio anestésico e entdo, foram colhidas amostras da conjuntiva
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superior, inferior, lateral, medial e cornea de ambos os olhos. A CE foi realizada com o uso de
swab umedecido em solugdo fisioldgica e transferida para as laminas microscopicas. Em
seguida as laminas foram fixadas em 4lcool metilico, e posteriormente coradas pela técnica de
May-Grunwald-Giemsa (Raskin e Meyer, 2001).

Para andlise histopatoldgica, ao final do experimento, no M12, foi realizado eutanasia dos
coelhos utilizando-se tiopental sodico a 2,5% na dose de 200 mg/Kg por via intravenosa
(Neves, 2011), para obtencdo de bidpsia dos olhos. O bulbo ocular apds a enucleacdo
transpalpebral foi colocado em solugdo de formalina tamponada a 10%, por 24 a 48 horas. Em
seguida foram lavados em 4gua corrente por trinta minutos ¢ armazenados em alcool 70% e
processados conforme a técnica de inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes de Sum de
espessura da cornea e conjuntiva, os quais foram corados pelas técnicas de hematoxilina e
eosina (H.E.) e 4cido periddico de Schiff (P.A.S.) (Samuelson, 2007).

Para as variaveis TLS e densidade de células caliciformes, foi utilizado o teste de analise de
variancia para amostras pareadas, com contrastes pelo método de Tukey. Nos testes acima
citados, os pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade de variancias foram
validados respectivamente pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene. Foi adotado o nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS
O tempo de indug@o da CCS em coelhos foi em média de 7 a 10 dias. O grupo C manteve os
parametros normais durante o periodo experimental em todos os testes realizados. A partir do
M2, todos os grupos de tratamento apresentaram aumento estatisticamente significativo
(P<0,05) nos valores de TLS (Fig. 1) em comparagdo com o M1, principalmente o grupo
AAP nos momentos finais do experimento (M8 e M10 a M12).
O grupo AAP apresentou animais positivos para o TF (Fig. 2) desde o M3 até o M9, com
maior nimero de animais positivos entre o M4 e MS8. A partir do M9, o grupo AAP
apresentou uma resolu¢do das tulceras e permaneceram negativos até o M12. O grupo L,
permaneceu negativo durante todos os momentos.
Tanto o grupo AAP quanto o grupo L foram positivo para o TRB (Fig. 3), a partir do M1. No
grupo AAP a auséncia de células desvitalizadas se deu a partir do M10. J& o grupo L
apresentou TRB negativo em 100% dos animais estudados, a partir do M7.
Em relacdo ao parametro celularidade observado na CE, o grupo AAP apresentou valores

moderados a leve em todos os momentos, porém alguns coelhos apresentaram valores
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acentuados, que foram observados no grupo AAP no M1, M4 e MS, e no grupo L apenas no
MI12. Em relagdao ao tipo de célula, tanto o grupo AAP quanto o grupo L apresentaram
principalmente células superficiais com apenas alguns coelhos apresentando células parabasais,
ndo diferenciando dos valores do grupo C (Figuras 4A e 4B). Também foi observada uma
presencga pequena de células caliciformes na CE (Fig. 4C).

No exame histopatoldgico em relagdo a cornea, os grupos L e AAP apresentaram edema
moderado (Figura 5A). No pardmetro degeneracdo, somente o grupo L apresentou lesdo leve.
No parametro necrose, nenhum grupo apresentou lesdo. As células inflamatorias mistas foram
constatadas com uma presenca moderada no grupo AAP. Na conjuntiva, os grupos AAP e L
apresentaram edema leve, degeneracao leve no grupo L e auséncia de lesao no grupo AAP. Em
relacdo as células inflamatorias, os grupos L e AAP apresentaram uma moderada presenca de
c¢lulas mistas que foram observadas com predominio na inser¢do da cornea com a conjuntiva
bulbar. Houve um aumento significativo (P<0,05) no nimero de células caliciformes na
conjuntiva no grupo L (11,9£2,3) e AAP (12,6+4,6) em relagdo ao grupo C (9,8+1,9) e este

aumento foi um pouco maior no grupo AAP (Figura 5B).

DISCUSSAO
Com o advento na medicina veterinaria do uso de imunossupressores como a ciclosporina e o
tacrolimus, considerados o tratamento mais preconizado para a CCS, porém de custo elevado,
o uso de formulagdes oftalmicas topicas, como aquelas que utilizam alcool povinilico 1,4%
associado a acetilcisteina 10% e pilocarpina 1%, entraram em desuso, apesar de ser uma
op¢do de tratamento mais acessivel para os proprietarios carentes que possuem animais
portadores de CCS (Moore et al., 2001; Pickett, 2001; Berdoulay et al., 2005; Andrade, 2008).
Além disto, existe um crescente interesse no uso dos 6megas 3 e 6 no tratamento da CCS,
principalmente na Sindrome de Sjogren humana (Roncone et al., 2010; Pinheiro Jr et al.,
2007; Wojtowicz et al., 2011), e em CCS experimentalmente induzida em ratos e coelhos
(Rashid et al., 2008; Neves, 2011). O 6leo de linhaga, por ser uma fonte de -6, bloqueando o
metabolismo do 4cido araquidonico, transformando os mediadores dos lipideos em
eicosandides nao inflamatorios via cicloxigenase 1 (COX1), as prostaglandinas da série 1
(PG1) e tromboxano Al (TXA1), além disso, por ser também rico em ®-3 produz mediadores
anti-inflamatorios do acido alfa-linolénico (ALA), o 4cido eicosapentaenoico (EPA) e o acido

docosahexaendico (DHA) (Ohma, 2001; Barabino et al., 2003; Jiucheng e Bazan, 2010).
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O grupo que utilizou o oleo de semente de linhagca topico (grupo L) apresentou melhor
desempenho na resolucao das ulceras de cornea e na diminuicdo de presenca de células
desvitalizadas marcadas pelo TRB. O uso topico de dmega 3 e 6 melhoram os sinais clinicos e
inflamatorios induzidos pela CCS (Rashid et al., 2008; Neves, 2011).

Com relagdo a produgdo lacrimal, o grupo com formulagao oftdlmica (grupo AAP) apresentou
melhor efeito com relacdo ao aumento da producdo lacrimal que esta relacionada pela
associacdo dos varios componentes integrantes desta formulacdo, como o alcool povinilico a
1,4% que ¢ um agente umectante que estabiliza a pelicula lacrimal e impede sua ruptura,
incrementando a viscosidade (Miller, 2008), a acetilcisteina que possui propriedades
mucolitica, anticolagenolitica e antioxidante (Yalcin et al., 2002; Aldavood et al., 2003;
Hongyok et al., 2009) e a pilocarpina, droga parassimpatomimética, que possui efeito
lacrimoestimulante, porém pode induzir irritagdo ocular, caracterizada por hiperemia
conjuntival e blefaroespasmo que nao foi observado no presente experimento, talvez devido a
sua dilui¢ao na formulacao oftdlmica (Andrade, 2008). Em um estudo em caes, foi relatado
que a pilocarpina colirio em véarias concentragdes (0,25; 1,0 ou 2,0%) ndo alterou
significativamente a produgdo lacrimal, porém, a frequéncia de instilacdo realizada neste
estudo foi nos dias 4, 6 ¢ 8, o que pode ser considerada baixa e ser responsavel pelos
resultados obtidos (Smith et al., 1994).

Na CE, ndo foram observadas diferengcas importantes entre os grupos. Nos achados
histopatologicos houve um aumento significativo no numero de células caliciformes no grupo L
e, principalmente, no grupo AAP em relacdo ao grupo controle. Este achado ¢ interessante ¢
colabora com a melhora na produ¢ao lacrimal e sintomas da CCS, visto que a diminui¢do da
quantidade de células caliciformes pode induzir deficiéncia de mucina no filme pré-corneal e
resultar em corneas secas com superficie irregular (Davidson e Kuonen, 2004)

Os resultados demonstraram que houve um aumento na produ¢do lacrimal quando utilizada a
formulacdo oftdlmica e uma resolucdo mais precoce das tUlceras de cornea e células
desvitalizadas quando utilizado o 6leo de semente de linhaca, além de aumento no niimero de
células caliciformes em ambos os grupos de tratamento da CCS induzida em coelhos. Desta
maneira, a associacio desses dois protocolos pode ser no futuro uma alternativa interessante e

barata no tratamento da CCS.
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Figura 1. Médias e desvios padrdes dos valores obtidos® do teste lacrimal de schirmer (TLS) em
mm/min dos coelhos experimentalmente induzidos para CCS e submetidos a diferentes tipos de
tratamentos: placebo (grupo C); formula topica oftdlmica composta por 3,5 ml de alcool
povinilico 1,4% + 3,5 ml de acetilcisteina 10% + 1 ml pilocarpina 1% (grupo AAP) e dleo de
linhaga topico (grupo L) antes (MO) e nas 12 semanas do estudo (M1 a M12).

“valores < 5 mm/min=positivo para CCS

*P<0.05 (Teste de Tukey)
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Figura 2. Medianas dos valores obtidos* do teste de fluoresceina (TF) em coelhos
experimentalmente induzidos para CCS e submetidos a diferentes tipos de tratamentos: placebo
(grupo C); formula topica oftdlmica composta por 3,5 ml de alcool povinilico 1,4% + 3,5 ml de
acetilcisteina 10% + 1 ml pilocarpina 1% (grupo AAP) e 6leo de linhaga topico (grupo L) antes
(MO) e nas 12 semanas do estudo (M1 a M12).

*1=negativo (auséncia de lcera de cornea) e 2=positivo (presenga de tlcera de cornea)
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Figura 3. Medianas dos valores obtidos* do teste de rosa Bengala (TRB) em coelhos
experimentalmente induzidos para CCS e submetidos a diferentes tipos de tratamentos: placebo
(grupo C); formula topica oftalmica composta por 3,5 ml de alcool povinilico 1,4% + 3,5 ml de
acetilcisteina 10% + 1 ml pilocarpina 1% (grupo AAP) e 6leo de linhaga topico (grupo L) antes
(MO) e nas 12 semanas do estudo (M1 a M12).

*1=negativo (auséncia de células coradas desvitalizadas pela CCS) e 2=positivo (presenca de

células coradas desvitalizadas pela CCS).
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Figura 4. Fotomicrografia de citologia esfoliativa de cérnea de coelho. (A) coelho n° 3 do

grupo AAP no M1 com presenca de células parabasais. (B) coelho n° 3 do grupo AAP no M1
com presenga de células superficiais. (C) coelho n® 3 do grupo AAP no momentoM4 com

presenca de células caliciformes (seta) — May-Grunwald-Giemsa (MGG) (400x).

Figura 5. (A) Fotomicrografia de corte de cornea (OE) de coelho n° 3 do grupo AAP
evidenciando edema leve no epitélio corneal (EC) (setas finas) e edema moderado no estroma
(E) (setas) — H.E (100x). (B) Fotomicrografia da insercdo da cérnea com a conjuntiva (Seta)
do coelho n°2 do grupo AAP onde se observa as células caliciformes (seta). Presenca de
edema moderado em epitélio corneal (EC) (setas finas). Observa-se congestdo de vasos

sanguineos em estroma (E) (*) — H.E (400x).
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