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RESUMO

Nesta pesquisa, objetivou-se identificar a acdo de duas formulacdes de 6mega trés
via oral em cédes apresentando epiteliopatia neurotréfica induzida resultante de
facectomia. Fizeram parte do estudo quatorze animais portadores de luxagdo ou
subluxacdo anterior bilateral do cristalino. A raca escolhida foi o Cocker Spaniel,
devido a sua predisposicéo a luxacao do cristalino e ao olho seco senil. Os animais
foram divididos em sete individuos para cada um dos tratamentos. A primeira
formulacdo consistiu de 6mega trés de Oleo de peixe. A segunda formulacao
consistiu em um novo medicamento geriatrico indicado para cées e gatos (Gerioox®)
gue possui em sua formulacdo, além do O6mega trés, outros elementos como:
glucosamina destrogera, condroitina sulfato A, cobre, zinco, sodio e vitamina E. Os
tratamentos tiveram inicio no quinto dia ap6s a cirurgia e foram mantidos por
sessenta dias. Foram realizadas avaliagbes oftalmicas no pré-operatério imediato e
em seis diferentes momentos do pds-operatorio (cinco, dez, quinze, trinta, quarenta
e cinco, sessenta e noventa dias). Além da oftalmoscopia direta utilizou-se o teste
lacrimal de Schirmer 1 e o tempo de ruptura do filme lacrimal com fluoresceina. No
quinto apos o procedimento cirurgico foi evidenciada a instalacdo da epiteliopatia
neurotréfica causada pela facectomia. No decorrer do tratamento, observou-se
melhora do quadro clinico e recuperacdo em todos o0s animais. Porém, houve
evolucao diferenciada dos parametros de qualidade e quantidade de lagrima entre
os dois grupos. Uma melhora estatisticamente significante nos parametros do grupo
que recebeu o Gerioox® foi verificada, sendo o tempo de recuperacéo deste grupo
guase um terco menor do que o outro. Como a formulacdo que apresentou melhor
guadro evolutivo possui menores quantidades de 6mega trés, substancia que tem
indicacdo reconhecida no tratamento de olho seco, evidencia-se a necessidade de
novas investigacoes desta formulacdo em particular e de seus demais componentes
isoladamente, além de pesquisas sobre as diferentes fontes e dosagens de 6mega
trés pra o tratamento do olho seco.

PALAVRAS CHAVES: Facectomia, Olho Seco, Filme Lacrimal, Omega Trés,
Antioxidantes.
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ABSTRACT

The aim of investigation was idenify the action of two oral formulations of omega-3 for
dogs presenting neuroptrophic eptheliopathy induced by cataract surgery. Were
studied fourteen animals with bilateral anterior dislocation or subluxation of the lens.
The chosen breed was the Cocker Spaniel due to its predisposition to dislocation of
the lens and senile dry eye. The animals were divided into seven subjects for each of
the treatments. The first formulation consisted of omega-3 from fish oil. The second
formulation consisted of a new geriatric medicine indicated for dogs and cats
(Gerioox ®), which has in its formulation, in addition to the omega-3, other elements
such as: glucosamine destrogera, condroitina The sulfate, copper, zinc, sodium and
vitamin E. The treatments began on the fifth day after surgery and were maintained
for sixty days. Ophthalmic evaluations were performed before surgery immediately
and in six different times of post-operative (five, ten, fifteen, thirty, forty-five, sixty and
ninety days). Besides the direct ophthalmoscopy were used the Scrirmer tear test 1
and the tear film break up test with fluorescein. In the fifth day after the surgical
procedure was evident the installation of neurotrophic epitheliopathy caused by the
lens extraction. In the development of the treatment, there was improvement in
clinical status and recovery in all animals. However, there were different trends of the
parameters of quality and quantity of tear between the two groups. A statistically
significant improvement in the parameters of the group that received the Gerioox ®
was verified, and the time for recovery of this group almost a third lower than the
other. As the formulation that showed better evolutionary framework has smaller
guantities of omega-3, substance that has recognized indication for the treatment of
dry eye, highlighting the need for further investigations in this particular formulation
and its other components alone, in addition to research on the different sources and
doses of omega three pra the treatment of dry eye.

KEY WORDS: Cataract Surgery, Dry Eye, Tear Film, Omega-3, Antioxidants.



1 INTRODUCAO

O emprego de &acidos graxos Omega trés € bastante difundido, tanto na
Medicina quanto na Medicina Veterinaria, em medicacbdes dermatolbgicas tépicas
como promotor da cicatrizacdo e como nutracéutico com diferentes indicacbes
terapéuticas. Recentemente, muitos dos seus efeitos, até entdo pouco conhecidos,
foram comprovados e entre estes estdo incluidos os efeitos sobre o filme lacrimal
(MILJANOVIC et al., 2005; HODGE et al., 2006; ESCAMILLA, 2003).

Sabe-se que, particularmente no olho humano, os &cidos graxos émega trés
possuem efeitos imunossupressivos e antiinflamatérios, que melhoram a expresséo
e a adesdo dos microvilos dos epitélios oculares. Esta acdo promove uma maior
fluidez das secregcbes oriundas das glandulas de Meibomio, que atuam no
funcionamento das células caliciformes da conjuntiva, e assim, melhoram
globalmente a qualidade do filme lacrimal e evitam uma réapida evaporacdo da
lagrima (ESCAMILLA, 2003; PINHEIRO JR et al., 2007).

O uso dos acidos graxos essenciais em apresentacdo oral, na forma de 6leo
de linhaca ou Oleo de peixe, € considerado uma alternativa para o tratamento de
diversas formas de deficiéncia lacrimal, embora isso seja pouco evidenciado na
literatura (PINHEIRO JR et al., 2007). Segundo ESCAMILLA (2003), a dose ideal
dos acidos graxos 6mega trés, para o tratamento do olho seco clinico, ainda nao foi
bem determinada, mas existem evidéncias de que a eficacia do tratamento pode
variar dependendo da dose e da fonte do dmega trés utilizadas.

O Cocker Spaniel € uma raca predisposta ao olho seco e luxacéo anterior do
cristalino, sendo fémeas (CABRAL et al., 2005) e individuos de meia idade ainda
mais propensos ao desenvolvimento do quadro (FRIDMAN et al., 2004; BREWITT &
SISTANI, 2001; CABRAL et al., 2005). A catarata é uma doenca bastante comum na
raca Cocker Spaniel, sendo que, quando € transmitida geneticamente nesses
animais, desenvolve-se mais comumente em jovens adultos e cdes de meia idade,
ou seja, com menos de oito anos (IBY & KETRING, 1996).

Ainda segundo 0s mesmos autores, a catarata é por definicdo uma opacidade
em qualquer porcdo da lente, independente do tamanho, idade de aparecimento ou
progressdo. As causas mais comuns de catarata incluem: influéncias genéticas,

traumas, doengas metabdlicas (como a diabetes mellitus), deficiéncias nutricionais e



inflamacédo interna grave do olho. O tratamento para a catarata é exclusivamente
cirurgico.

O quadro de olho seco ap0s a cirurgia de catarata € uma constante, tanto em
humanos quanto em animais, ocorrendo principalmente quando a técnica de
facectomia (extra-capsular ou intra-capsular) € utlizada. Nestas técnicas, uma
extensdo maior da cOrnea é incisada, pois é necesséria uma grande abertura na
capsula anterior do cristalino para se extrair nicleo ou a lente em sua totalidade, e a
inflamacé&o que ocorre devido a isso prejudica a producdo e estabilidade lacrimal,
induzindo uma epiteliopatia neurotréfica (ROBERTS & ELIE, 2007).

Pode-se supor que a epiteliopatia neurotréfica instalada apés a facectomia
seja atribuida a transeccdo de um numero significante de nervos sensoriais
aferentes do plexo subepitelial durante a ablagcdo do estroma corneano, 0 que
ocasiona a diminuicdo da sensibilidade e interrup¢céo do arco-reflexo (cornea - nervo
trigeminal - tronco cerebral - nervo facial - glandula lacrimal) que estimula tanto a
secrecdo lacrimal basal quanto a reflexa (WILSON, 2001; CREDIE et al., 2007,
DAVIDSON & KUONEN, 2004; McCULLEY et al.,, 2006). Em conseqUéncia da
epiteliopatia neurotréfica induzida ocorre uma instabilidade do filme lacrimal,
gerando um circulo vicioso inflamatério (FRIDMAN et al.,, 2004; BREWITT &
SISTANI, 2001). Além disso, segundo 0os mesmos autores, as suturas e os colirios
produzem a ruptura iatrogénica do filme lacrimal ocasionando respostas imuno-
inflamatorias que agravam a condi¢cao da Sindrome do Olho Seco.

A anestesia também pode causar uma diminui¢cdo da porcdo aquosa do filme
lacrimal em humanos e animais. Em cées foram registradas significantes
diminuicdes na producéo lacrimal por mais de vinte e quatro horas apds o evento
anestésico ter sido terminado (CULLEN et al., 2005).

Apesar de existirem técnicas mais avancadas e menos invasivas para o
tratamento da catarata, como a facoemulsificacédo, a facectomia extra-capsular e por
vezes a intra-capsular, seguem sendo as técnicas mais empregadas, principalmente
na Oftalmologia Veterinaria. 1sso ocorre tanto por questdes econdémicas (SAAD
FILHO et al., 2005) quanto por questdes clinicas, como nos casos de racas
predispostas a luxacéo do cristalino, quando esta técnica se mostra mais segura que

a técnica da facoemulsificacdo (WOUK, 2007).



Por estas razdes torna-se relevante o estudo de alternativas para o
tratamento dos efeitos secundérios da facectomia. Diante deste quadro, decidiu-se
estudar a Sindrome do Olho Seco em cédes apés facectomia, do ponto de vista de
um novo paradigma terapéutico, que é o emprego dos &cidos graxos essenciais
Omega trés, associados ou ndo a antioxidantes e oligoproteinas. Para este fim foram
usados caes de meia idade predispostos ao olho seco e submetidos a facectomia

intra ou extra-capsular por luxagao ou sub-luxag&o anterior do cristalino.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA CORNEA

A cornea dos animais € formada por trés leitos distintos (epitélio, estroma e
endotélio) unidos entre si por duas importantes membranas (membrana basal e
membrana de Descemet) (MULLER, 2004; SAMUELSON, 1991; SLATTER, 2005).
As caracteristicas das camadas corneanas e suas membranas sao descritas a

seguir partindo-se da mais externa para a mais interna.

2.1.2 Epitélio

O primeiro e mais externo leito da cornea é formado por epitélio do tipo
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, constituido no ser humano por cinco a
seis camadas celulares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). E composto por células
superficiais escamosas, células aladas e células epiteliais basais. Estas Ultimas
sofrem mitose ativa para a reposicao celular e estdo aderidas entre si e a membrana
basal por meio de hemidesmossomos (MULLER, 2004; SLATTER, 2005). Os
epitélios corneano e conjuntival tém a mesma derivacdo embriolégica e sao
continuos com o epitélio das glandulas lacrimais, acessorias e de Meibomio, as
guais se originam como invaginacdes especializadas da superficie ocular (DEWS,
2007). O epitélio corneano contém numerosas terminacdes nervosas livres, 0 que
explica a grande sensibilidade da cornea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

2.1.2 Membrana Basal

A membrana basal € uma camada de matriz extracelular entre o epitélio e o
estroma, servindo para ancorar estes dois leitos (MULLER, 2004). E composta
principalmente por colageno tipo IV, proteoglicano sulfato de heparana, laminina,
entactina e por fibronectina. A membrana basal tem como funcdo separar o tecido
conjuntivo subjacente as células epiteliais, determinar a polaridade das células,

influenciar no metabolismo celular, organizar as proteinas nas membranas



plasméticas adjacentes, induzir diferenciacdo celular e fornecer uma base para a

migracao das células em regeneracdo (MULLER, 2004).

2.1.3 Estroma

O segundo leito da cornea, 0 estroma ou substancia propria constitui cerca de
90% da espessura da cérnea em humanos e animais. E um tecido conjuntivo
avascular, com fibras nervosas amielinicas, constituido de uma densa matriz
extracelular e uma populacdo de poucos ceratdcitos dispersos entre as suas fibras
colagenas (MULLER, 2004; SLATTER, 2005).

Os ceratocitos sado células que possuem a capacidade de sintetizar
componentes do estroma e de se transformarem em fibroblastos na resposta a leséo
corneana profunda, formando um tecido cicatricial ndo transparente (SAMUELSON,
1991; SLATTER, 2005).

A matriz extracelular, por sua vez, consiste de fibrilas de colageno de
diametro uniforme (regularmente espacadas) e de substancia fundamental amorfa, a
gual €& formada por glicosaminoglicanos e glicoproteinas ou proteoglicanos
(SAMUELSON, 1991; SLATTER, 2005).

Os glicosaminoglicanos sdo responsaveis pela manutencdo do espacamento
regular entre as fibrilas de colageno estromais (MULLER, 2004; GUM, 1991) e
influenciam na regulagcdo do crescimento e desenvolvimento celular, na
concentracdo dos componentes da matriz extracelular e na modulacdo das
interacdes entre as células (MULLER, 2004). Os chamados glicosaminoglicanos
polisulfatados inibem tanto a plasmina quanto os ativadores de plasminogénio.
Possuem efeitos anabolicos sobre os fibroblastos, condrdcitos e sinovidcitos. Além
disso, tém a habilidade de eliminar radicais livres, diminuir a liberacdo de
prostaglandinas E,, bloquear a ativacdo do complemento e diminuir a acdo da
interleucina 1, exercendo assim uma ac¢ao antinflamatoéria (WOUK et al., 2006).

Os glicosaminoglicanos podem ser encontrados formando complexos com
proteinas que sdo chamados proteoglicanos, cujas duas maiores classes sdo 0
sulfato de queratana e sulfato de dermatana/condroitina. Acredita-se que o0s
proteoglicanos desempenhem um importante papel na manutencdo da hidratacéo,

rigidez e transparéncia da cérnea. Os proteoglicanos possuem alta capacidade de



absorcdo de &gua, contribuindo para a estabilidade e suporte proporcionado pelo
tecido conjuntivo e colaborando com a manutencdo do volume de agua no mesmo.
Desta forma, auxiliam na manutencdo do estado de deturgescéncia da cérnea,
permitindo o eficiente funcionamento das bombas do epitélio e endotélio
(SAMUELSON, 1991). Os proteoglicanos, juntamente com o colageno tipo 1,
aparecem como 0s maiores componentes do estroma da cornea (MULLER, 2004).

Uma importante glicoproteina adesiva que também se encontra como
constituinte da matriz extracelular é a fibronectina, a qual contribui para uma
adequada adesao entre as células e a matriz extracelular, permitindo a ligacdo dos
fibroblastos e varias outras células a matriz dos tecidos conjuntivos (MULLER,
2004). Além disso, a fibronectina possui a capacidade de estimular a migracéo
epitelial corneana em cultura celular, sendo um proeminente componente do tecido
de granulacéo e podendo formar uma matriz proviséria por meio de sua ligacdo com
fibrinogénio. Isto facilita a invaséo de fibroblastos e a ades&o deles ao substrato de
fibrina e ao tecido colageno (MULLER, 2004).

A manutencao e reparo da matriz extracelular do estroma corneano exige um
balanco controlado da sua sintese, degradacdo e remodelacdo. As enzimas
proteoliticas tém importantes fungdes fisiologicas na reposicdo e remodelacdo do
estroma corneano (OLLIVIER et al., 2007). Duas importantes familias de enzimas
gue afetam a cérnea sdo as metaloproteases e serinoproteases, incluindo a elastase
neutrofilica, que é a serinoprotease mais abundante no filme lacrimal e € sintetizada
por polimorfonucleares e macrofagos. A elastase neutrofilica degrada o colageno 3 e
4, assim como componentes da matriz extracelular, como a laminina e a fibronectina
(OLLIVIER et al., 2007).

Para prevenir a excessiva degradacdo do tecido normal saudavel, existem na
cérnea e no filme ocular pré-corneano, inibidores naturais das proteinases tais como
inibidor da a1-proteinase, macroglobulinas a2 e alguns inibidores teciduais das
metaloproteases (OLLIVIER et al., 2007).

2.1.4 Endotélio

O terceiro e ultimo leito corneano, o endotélio, é formado por uma Unica

camada de células escamosas poligonais, as quais contribuem para manutencao da



transparéncia corneana, por meio de um continuo bombeamento de dgua para fora
do tecido. Estas células possuem reduzida capacidade de regeneracao, que pode
variar conforme espécie e idade. As células do endotélio também séo responsaveis

pela secregédo da sua membrana basal, a membrana de Descemet (MULLER, 2004).

2.1.5 Membrana De Descemet

A membrana de Descemet é constituida por fibrilas de colageno tipo 4 e
confere resisténcia e elasticidade a hidrélise quimica e enzimética (SAMUELSON,
1991; SLATTER, 2005; MULLER, 2004).

A cicatrizagdo corneana € um processo excepcionalmente complexo,
envolvendo a integracédo de acfes de multiplas proteases, fatores de crescimento e
citocinas produzidas pelas células epiteliais, ceratocitos estromais, células
inflamatorias e glandula lacrimal (OLLIVIER et al.). Durante esse processo ocorrem
varias alteracdes (autécrinas e paracrinas) entre as células epiteliais e o0s
fibroblastos ativados do estroma com as a¢des exocrinas dos fatores secretados
pelas células da glandula lacrimal no filme lacrimal pré-corneano (OLLIVIER et al.,
2007).

2.2 O FILME LACRIMAL

A superficie ocular estd em constante contato com microrganismos, mas
raramente € colonizada ou infectada por estes agentes, devido as defesas oculares,
sendo uma das principais o filme lacrimal (DAVIDSON & KUONEN, 2004). Segundo
HARTLEY e colaboradores (2006); DAVIDSON & KUONEN (2004), podem ser
definidas sete principais funcdes do fluido lacrimal:

e Manutencdo de uma superficie plana para a refracao da luz;

e Lubrificacdo das palpebras;

e Lubrificacdo da conjuntiva e cornea;

e Suplementacdo da cérnea com nutrientes e transporte de produtos

metabdlicos da superficie corneana,



e Promover o acesso de globulos brancos sanguineos a cérnea e conjuntiva;
e Remocdao de corpos estranhos da cornea e conjuntiva;
e Defesa da superficie ocular contra patdgenos via substancias antibacterianas
especificas e ndo-especificas.
O filme lacrimal tem uma espessura de aproximadamente 35 a 45 pum e pode
ser separado em trés camadas distintas: camadas lipidica, camada aquosa e
camada de mucina (GOMES, 2007; DAVIDSON & KUONEN, 2004; HARTLEY et al.,
2006; CULLEN et al., 2005; ESMAELI et al., 2001; McCULLEY et al., 2006; CABRAL
et al., 2005). As camadas do filme lacrimal e suas caracteristicas estdo descritas a

sequir.

2.2.1 Camada Lipidica

E a camada mais externa do filme lacrimal, formada essencialmente pela
secrecdo das glandulas de Meib6mio, que sdo glandulas sebaceas modificadas
presentes ao longo das margens palpebrais (HARTLEY et al., 2006; CABRAL et al.,
2005). E composta tanto por lipideos polares quanto apolares. A fracdo polar da
camada lipidica, que age como surfactante e compreende a maioria dos
fosfolipidios, espalha-se pela camada aquosa do filme lacrimal, enquanto a fracéo
apolar é mais superficial e permanece em contato com 0 meio externo. A camada
lipidica possui como funcgdes retardar a evaporacédo da lagrima e estabilizar o filme
lacrimal (GOMES, 2007; McCULLEY et al., 2006; HARTLEY et al., 2006), produzir
uma superficie optica plana e prevenir a contaminacédo do filme lacrimal por corpos
estranhos e restos celulares (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

A regulacédo da secrecdo das glandulas de Meibémio é modulada tanto pela
sintese de lipideos quanto pela maturacéo celular. Também pode ser modulada pela
acao de hormonios, sendo que alguns estudos determinam que o0s andrdgenos
estimulam a secrecdo, enquanto que os estrégenos a reduzem (DAVIDSON &
KUONEN, 2004; DEWS, 2007).

Uma disfuncéo das glandulas de Meibémio pode levar a instabilidade do filme
lacrimal e alteracfes da superficie ocular (GOMES, 2007) e a remocéo da camada
lipidica leva a evaporacéo do filme lacrimal, resultando na diminuicdo dos valores do

teste de tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL ou “Break up time” — BUT) e



aumentando a osmolaridade lacrimal. Acredita-se ser esse processo bastante
relevante para o desenvolvimento do quadro de olho seco (DAVIDSON & KUONEN,
2004).

2.2.2 Camada Aquosa

A porcdo aquosa da lagrima é produzida pelas glandulas lacrimais principais
(70%) e glandulas da terceira palpebra (30%). Sua funcéo é transportar nutrientes
soliveis em &gua e remover corpos estranhos. Também possui substancias
bactericidas (como glicoproteinas, lactoferrina, imunoglobulinas, lisozima, B-lisina,
albumina, transferrinas, ceruloplasminas e defensinas) além de componentes
essenciais para a proliferacéo e diferenciacéo do epitélio da superficie ocular (como
fator de crescimento da epiderme e vitamina A) (GOMES, 2007; DAVIDSON &
KUONEN, 2004; McCULLEY et al.,, 2006; HARTLEY et al., 2006). A camada
lacrimal também possui uma pequena quantidade de mucina, que diminui a tenséo
superficial, aumentado a dispersdo e coesao da camada aquosa e contribuindo para
a viscosidade do filme lacrimal (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

A glandula lacrimal pode ser afetada tanto pelo sistema nervoso como por
varios horménios. Estimulos na coOrnea, conjuntiva, nervo optico e cérebro
desencadeiam a secrecdo de fluidos pela glandula lacrimal utilizando as vias
eferentes do sistema nervoso simpatico e parassimpatico. A estimulacdo dos nervos
aferentes da superficie ocular induz ao piscar imediato (que em humanos ocorre
numa média de doze a quinze vezes por minuto) e a producéo de lagrima reflexa
pela glandula lacrimal. O estimulo corneano aferente percorre o ramo oftalmico do
nervo trigémeo (quinto par craniano), passando pelo ganglio trigeminal e nudcleo
espinhal trigeminal, alcancando a primeira sinapse na ponte. Uma via aferente
secundaria € constituida pelos neurénios pré-ganglionares simpaticos da medula
espinhal, ganglio cervical superior e cadeia simpatica para-vertebral. Depois de
processado na ponte, o estimulo induz resposta eferente através das fibras
eferentes da ponte, nervo facial (sétimo par craniano), ganglio pterigo-palatino,
sinapses e fibras para a glandula lacrimal, ponto final da via eferente primaria. As
fibras simpaticas do ganglio cervical superior sdo responsaveis pela resposta por via

eferente secundaria junto a glandula lacrimal (CREDIE et al., 2007).
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Os androgenos e estrogenos também modulam a secrec¢do lacrimal, sendo
gue uma deficiéncia de andrégenos causa mudancas degenerativas reversiveis no
filme lacrimal e uma diminuicdo no volume total de lagrimas e do conteudo protéico
destas (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.2.3 Camada De Mucina

E a camada mais interna do filme lacrimal, formada principalmente pela
secrecdo das células caliciformes da conjuntiva, que estdo concentradas
particularmente no saco conjuntival inferior (HARTLEY et al., 2006; CABRAL et al.,
2005). No entanto os epitélios corneano e conjuntival também contribuem para a sua
producéo (DAVIDSON & KUONEN, 2004), que pode ser estimulada por histamina,
antigenos, complexos auto-imunes ou a¢des mecanicas (McCULLEY et al., 2006). A
camada de mucina € composta por mucina, imunoglobulinas, uréia, sais, glicose,
leucacitos, restos celulares e enzimas.

As mucinas sdo glicoproteinas presentes na superficie mucosa de tecidos
epiteliais. Elas protegem os tecidos, funcionando como antioxidante, promovendo a
lubrificacdo e inibindo a aderéncia bacteriana. A mucina do filme lacrimal pode
proteger a superficie epitelial corneana de forma direta e/ou indireta. Diretamente
aderindo-se por receptores especificos aos patdégenos antes destes se ligarem ao
epitélio corneano. Indiretamente, inibindo a colonizacdo microbiana por bloqueio
competitivo dos receptores microbianos no epitélio (DAVIDSON & KUONEN, 2004).
Outra forma de protecdo da mucina aos tecidos decorre de sua capacidade de
concentrar a imunoglobulina A na superficie mucoide.

A camada de mucina também tem um importante papel nha manutencdo da
lubrificacdo epitelial da cornea e conjuntiva. O epitélio corneano € hidrofobico, entdo
a camada hidrofilica criada pela camada de mucina facilita a dispersédo da por¢ao
aquosa do filme lacrimal por toda superficie ocular (DAVIDSON & KUONEN, 2004;
HARTLEY et al., 2006). A camada de mucina também ancora a porcdo aquosa do
filme lacrimal ao epitélio corneano, protegendo e prevenindo este da dessecacao e
contaminacao bacteriana.

No olho seco, ocorre destruicdo das células caliciformes, ressecamento e

sofrimento do epitélio da superficie ocular (GOMES, 2007). Uma deficiéncia da
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porcdo aquosa da lagrima, danos ao epitélio ou glicocalix e aumento da perda de
células epiteliais permitem ao muco da camada de mucina se aderir a si mesmo ou
ao epitélio, causando “plugs” de muco e levando a instabilidade lacrimal e dano
corneano (DAVIDSON & KUONEN, 2004). Como a deficiéncia lipidica, a deficiéncia
de mucina induz a alteracado do tempo de ruptura do filme lacrimal (HARTLEY et al.,
2006; DAVIDSON & KUONEN, 2004).

O filme lacrimal, apesar de néo fazer parte da cornea, esta anatomicamente e
funcionalmente ligado a ela. Devido a este contato, proteinases, inibidores das
proteinases, fatores de crescimento e citocinas do filme lacrimal tém um papel
importante na reposicdo de células corneanas e na cicatrizacdo da coOrnea
(OLLIVIER et al., 2007; MULLER, 2004).

Em cdrneas altamente lesadas a atividade das proteinases no filme lacrimal &
significantemente aumentada, sugerindo que este aumento seja parte fundamental
da resposta do olho a lesdes corneanas (OLLIVIER et al., 2007). Entre as
metaloproteases (MMP) de maior importancia para remodelacédo e degradacdo do
colageno do estroma corneano estdo a MMP 2 e a MMP 9. Recentes publicacdes
demonstraram que a producdo MMP 9 nas afec¢cBes corneanas em humanos esta
associada com a presenca de interleucina 1a no fluido lacrimal. Este achado
permitiu pensar-se que este mediador pré-inflamatério € um importante indutor da
sintese de MMP 9, MMP 1, MMP 2 e MMP 3 na superficie ocular (MULLER, 2004).

As lagrimas contém antimicrobianos tanto especificos como inespecificos, a
maioria deles presentes na camada aquosa. Alguns antimicrobianos nao especificos
sdo: lisozimas, lactoferrinas, a-lisinas e proteinas do complemento. A lisozima,
secretada pela glandula lacrimal, é considerada a primeira linha de defesa contra
patdgenos oculares, causando bacteridlise por hidrélise dos peptideoglicanos que
formam a parede celular das bactérias (DAVISON & KUONEN, 2004). A lactoferrina
também é secretada pela glandula lacrimal e tem alta concentracdo na lagrima,
ligando-se reversivelmente a dois &tomos de ferro, esgotando o estoque de ferro que
€ essencial para o metabolismo e crescimento bacteriano. Além disso, a lactoferrina
se liga também ao cobre, imunoglobulina A, imunoglobulina G e proteinas do
complemento, assim modulando o sistema imune. As a-lisinas causam ruptura das

membranas celulares por um mecanismo de acéo ainda n&o determinado.
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Algumas das substancias antimicrobianas especificas da cornea sdo as
imunoglobulinas (Ig): IgA, 1gG e IgM. A IgA, considerada a imunoglobulina primaria
do filme lacrimal, é secretada tanto pela glandula lacrimal quanto pela substancia
propria da conjuntiva. Provavelmente, sua secrecdo € regulada por horménios,
fatores imunes ou respostas neurais. A IgA secretada pela glandula lacrimal é
diferente das outras IgAs, pois € composta de duas moléculas de IgA ligadas, o que
a protege da acdo de enzimas proteoliticas da lagrima. A IgA atua revestindo o
microrganismo impossibilitando a aderéncia dele ao epitélio corneano, causando
aglutinacdo, neutralizacdo e lise microbiana. As IgG e IgM séao encontradas em
concentragbes muito mais baixas no filme lacrimal normal, aumentando durante a
inflamacdo, quando participam da fagocitose e lise bacteriana mediada por

complemento (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.3 A UNIDADE FUNCIONAL LACRIMAL

A unidade funcional lacrimal (UFL) € um sistema integrado composto pelas
glandulas lacrimal e de Meibémio, superficie ocular (cornea e conjuntiva), palpebras
e nervos (sensoriais e motores) que conectam estes elementos. Esta unidade
funcional controla a maior parte dos componentes do filme lacrimal num padréo
regulado e responde a influéncias ambientais, enddcrinas e corticais. A funcao
principal da UFL é preservar a integridade do filme lacrimal, a transparéncia da
cérnea e a qualidade da imagem projetada na retina (DEWS, 2007).

Os impulsos sensoriais originados na superficie ocular tém papel importante
na manutencao do filme lacrimal. Considera-se que a producédo do filme lacrimal é
uma resposta reflexa aos impulsos aferentes derivados (particularmente, mas nao
totalmente) da superficie ocular sendo que os impulsos sensoriais da mucosa nasal
também tém certa contribuicdo. As fibras sensoriais do nervo trigémeo partem da
superficie ocular até o nucleo salivar superior na ponte, a partir de onde fibras
eferentes atravessam o0 nervus intermedius até o ganglio pterigo-palatino. Nele
originam-se fibras pos-ganglionicas que terminam na glandula lacrimal, nasofaringe

e vasos da orbita. Outra via neural controla o reflexo de piscar, por meio das fibras
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trigeminais aferentes e fibras somaticas eferentes do sétimo par de nervos cranianos
(DEWS, 2007).

A secrecao lacrimal no individuo acordado ocorre em grande parte devido aos
estimulos sensoriais trigeminais originados principalmente das vias nasolacrimais e
da cornea. Quando os olhos estdo abertos, existe um aumento dos reflexos
sensoriais vindos da superficie ocular exposta. Uma reducdo na conduc¢do sensorial
da superficie ocular favorece a hiperosmolaridade lacrimal tanto pela diminuicdo da
secrec¢dao lacrimal reflexo-induzida quanto pela reducédo do nimero de vezes que 0
individuo pisca, assim aumentando a perda lacrimal evaporativa (DEWS, 2007).

A estabilidade do filme lacrimal, que é extremamente necessaria para o
funcionamento normal do olho, é ameacada quando as interacbes entre 0s
constituintes estabilizadores do filme lacrimal sdo comprometidos pela diminuicdo da
guantidade, demora no escoamento e alteracdes na composicao da lagrima. Uma
lesdo ou dano a qualquer um dos componentes da UFL pode desestabilizar o filme
lacrimal e levar a doencga ocular que se expressa como olho seco (DEWS, 2007).

2.4 A SINDROME DO OLHO SECO

Caracterizada por ser uma oftalmopatia progressiva, cronica e potencialmente
prejudicial a visdo, a Sindrome do Olho Seco provoca um complexo de sintomas
causados pela anormalidade da pelicula lacrimal pré-corneana e conjuntival. Esta
sindrome esta entre as doencas mais frequentemente diagnosticadas, tanto na
Oftalmologia Veterinaria (ALMEIDA, 2006; DAVIDSON & KUONEN, 2004; PIGATTO
et al.,, 2007; ROBERTS & ELIE, 2007; CABRAL et al., 2005) quanto em seres
humanos (BREWITT & SISTANI, 2001; MILJANOVIC et al., 2005; FRIDMAN et al.,
2004; SCHIFFMAN et al., 2003; ROBERTS & ELIE, 2007).

O Olho Seco é uma enfermidade comum em pequenos animais,
principalmente em cdaes, onde a incidéncia da doenca entre eles € de 1%
(SLATTER, 2005). Acomete com maior frequéncia as racas: Shih-tzu, Lhasa Apso,
Pequinés, Buldogue Inglés, Yorkshire Terrier, Pug, Cocker Spaniel, West Highland
White Terrier e Schnauzer miniatura (PIGATTO et al., 2007).

Segundo o sub-comité de definicdo e classificacdo do WorkShop Internacional
sobre Olho Seco (Dry Eye WorkShop — DEWS, 2007) a definicdo padronizada para
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olho seco é: “O olho seco é uma doenca multifatorial, das lagrimas e superficie
ocular, que resulta em sintomas de desconforto, perturbacao visual e instabilidade
do filme lacrimal com um potencial dano a superficie ocular. E acompanhado por um
aumento da osmolaridade lacrimal e inflamacé&o da superficie ocular.”

FRIDMAN e colaboradores (2004) definiram a sindrome do olho seco como
uma diminuicdo da quantidade, modificacdo da qualidade e/ou diminuicdo da
estabilidade da lagrima. Por estas razdes o olho seco € caracterizado pelo déficit na
producédo e/ou aumento na evaporacdo do filme lacrimal (HIDA et al., 2005;
ALMEIDA, 2006; SOARES & FRANCA, 2005; ESMAELI et al., 2000; BREWITT &
SISTANI, 2001).

O olho seco pode ser desencadeado por uma grande variedade de razdes
gue nao excluem uma a outra. Isto € parte de um circulo vicioso de amplificacbes
gue podem aumentar a severidade da doenca. Um exemplo disso seria que todas as
formas dessa sindrome causam perda das células caliciformes e isto, por sua vez,
contribui para a perda da estabilidade do filme lacrimal, evaporacdo da agua da
superficie, danos ao epitélio corneano e sintomas resultantes da falta de lubrificacao
e eventos inflamatoérios da superficie (DEWS, 2007).

O mecanismo central do olho seco se da pela hiperosmolaridade e pela
instabilidade do filme lacrimal. A maior causa da hiperosmolaridade € a evaporacao
do filme lacrimal e/ou a reducdo da porcéo lacrimal aquosa, resultado da faléncia
lacrimal (FRIDMAN et al., 2004).

O olho seco por evaporacéao do filme lacrimal ocorre devido a uma excessiva
perda de agua da superficie ocular exposta na presenca de uma funcédo secretoéria
normal, podendo ocorrer por fatores intrinsecos e/ou extrinsecos. O aumento da
perda evaporativa é favorecido por condicdes ambientais, como a baixa umidade e a
alta velocidade do ar. Clinicamente, pode ser causado pela disfuncédo das glandulas
de Meibomio, o que leva a formacdo de uma camada lipidica instavel (DEWS, 2007).

A hiperosmolaridade causa danos ao epitélio da superficie corneana por
aumentar a osmolaridade das células epiteliais e pela ativacdo de eventos da
cascata inflamatoria na superficie ocular com liberacdo de fatores inflamatorios
como citocinas (fator de necrose tumoral-a, interleucinas 2, 6, la e 1B) e
metaloproteinas na lagrima (DEWS, 2007; ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC et al.,
2005).
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O dano epitelial causado por estes fatores, envolve morte celular por
apoptose, perda de células caliciformes, e perturbacdes da expressdo de mucina,
levando a instabilidade do filme lacrimal. Essa instabilidade exacerba a
hiperosmolaridade da superficie ocular e completa um circulo vicioso. Ainda
segundo o mesmo autor, a instabilidade do filme lacrimal também pode ser iniciada
sem a ocorréncia prévia da hiperosmolaridade lacrimal, devido a varias etiologias,
incluindo a xeroftalmia, alergia ocular, uso de medicacdes topicas e outros (GOMES,
2007).

A perda da mucina normal da superficie ocular, que ocorre devido aos fatores
inflamatérios liberados em consequéncia da hiperosmolaridade lacrimal, contribui
para os sintomas causados pelo olho seco, aumentando a resisténcia da friccao
entre as palpebras e o globo ocular (DEWS, 2007).

O dano epitelial, causado pela liberacdo de fatores inflamatérios devido a
hiperosmolaridade lacrimal, estimula as terminagdes nervosas da cornea, levando a
sintomas de desconforto ocular, aumento do ato de piscar e secreg¢édo lacrimal
reflexa compensatoria. A secrecdo reflexa € encarada como um mecanismo
compensatorio inicial, mas com o tempo a inflamacdo que acompanha a disfungéo
secretoria cronica e a diminuicdo na sensacao corneana eventualmente compromete
a resposta reflexa e resulta em instabilidade ainda maior do filme lacrimal. Esse
aumento da secrecao lacrimal reflexa tem sido sugerido como a base da inflamacéo
neurogénica no interior da glandula lacrimal. Esta inflamac&o causa tanto destruicao
tecidual como um bloqueio neurosecretdrio que pode ser potencialmente reversivel
(DEWS, 2007).

Em seres humanos, a inflamacao lacrimal, que afeta tanto as glandulas
lacrimais quanto a superficie ocular, também pode ser observada em desordens
sistémicas auto-imunes (como a sindrome de Sjogren) e na inflamacdo ocular
imuno-mediada local sem complicacfes sistémicas. Além disso, a inflamacéo
também pode ser observada em individuos idosos, com baixos niveis teciduais de
androgénio ou induzida pelo uso de drogas sistémicas, como alguns anti-
histaminicos e anti-muscarinicos (ALMEIDA, 2006; BREWITT & SISTANI, 2001,
FRIDMAN et al., 2004).

HARTLEY e colaboradores (2006) afirmam que em cées, a diminuicdo da

guantidade de lagrima (valores do teste de Schirmer) com a idade pode estar ligada
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a reducdo da capacidade funcional das glandulas lacrimais e nictitantes. Com o
aumento da idade, o individuo normal tem um aumento na probabilidade de
patologias dos ductos, o que pode promover disfuncdo da glandula lacrimal por
efeitos obstrutivos (DEWS, 2007).

Evidéncias sugerem um papel dos hormonios sexuais na etiologia do olho
seco em seres humanos, com a generalizacdo de que baixos niveis de andrégenos
e altos niveis de estrégenos sao fatores de risco para o olho seco. Biologicamente
ativos, os andrégenos promovem a funcdo da glandula lacrimal e da glandula de
Meibdmio. Além disso, os androgénios circulantes sdo supostamente indutores do
acumulo de citocinas anti-inflamatérias nas glandulas lacrimais, como o fator de
crescimento transformador  (TGF-B) (DEWS, 2007).

Alguns autores sugerem que a inflamacéo cronica da superficie ocular seja
secundaria a lesdo das células epiteliais, causada pela deficiéncia lacrimal, pela
abrasdo conjuntival causada pelas palpebras e, possivelmente, pela auséncia de
componentes como o fator de crescimento epidermico, na superficie ocular. Outros
admitem que a inflamacao conjuntival presente no quadro de olho seco desempenha
um papel primario na patogénese da enfermidade, uma vez que a diminuicdo da
abrasdo na superficie ocular, com o0 emprego de lacrimomiméticos e de
antiinflamatérios nédo esteroidais, ndo reduz a expressdo de marcadores
inflamatorios na conjuntiva, mas apenas ameniza os sinais clinicos (BRIGNOLE et
al., 2000).

A imunidade celular seria a causa base para a inflamacé&o da superficie ocular
gue ocorre no olho seco (ALMEIDA, 2006). O olho apresenta caracteristicas
imunoldgicas Unicas em virtude de sua origem embriolégica e da presenca de
fatores fisiologicos que modulam a resposta imune. Os tecidos intra-oculares
expostos a antigenos apresentam uma resposta imunoldgica atipica, uma vez que a
auséncia de vasos linfaticos, a presenca de fatores protetores como a barreira
hemato-aquosa, alguns imunomoduladores no humor aquoso, e do fenémeno
conhecido como desvio imunolégico da camara anterior, interagem e fazem do olho
um sitio imunologicamente privilegiado (ALMEIDA, 2006).

A titulo de sintese desta revisao bibliografica sobre o mecanismo de acao do
olho seco, apresenta-se a FIGURA 1 como um quadro que resume 0S mecanismos

de acao do olho seco e suas interagdes:
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FIGURA1- ESQUEMA DOS MECANISMOS DE AGCAO DO OLHO SECO E SUAS
INTERACOES.
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NOTA: ADAPTADO DE DEWS (2007)

Apesar da maioria dos casos de olho seco na literatura relativa ao tema, tanto
em humanos quanto em animais, serem considerados de origem idiopatica e ligados
a diminuicdo da porcdo aquosa da lagrima associada a doenca imunomediada
(HARTLEY et al., 2006), ela também pode estar relacionada a outros fatores. Entre
estes fatores sdo citados na literatura: doencas metabdlicas (hipotireoidismo,
diabetes mellitus e Sindrome de Cushing); blefaroconjuntivite cronica; inflamacéo
lacrimal imunomediada; predisposicao racial; deficiéncia lacrimal congénita; faléncia
lacrimal iatrogénica; radiacdo; doenca neurogénica; cinomose; terapia sistémica com
farmacos como sulfas e fenazopiridina;, uso topico prolongado com atropina;
remocéo da glandula da terceira palpebra; trauma orbital ou supra orbital; perda da
inervagdo parassimpatica das glandulas lacrimais, entre outras (PIGATTO et al.,
2007; HARTLEY et al., 2006).

Segundo FRIDMAN (2004), em modelos animais pré-clinicos de olho seco

permitiram que pudesse ser delineada sua histéria natural em quatro eventos chave:
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1. Inicialmente, a redugao na produgéo lacrimal ou o aumento em sua
evaporacgao se associa a uma hiperosmolaridade lacrimal, elevando o
teor de sbédio e de outros eletrélitos na lagrima. Nesta fase inicial, o
olho seco s6 pode ser detectado pela histéria clinica e por uma medida
da osmolaridade lacrimal,

2. Na segunda fase, evidenciam-se os danos conjuntivais, 0 que pode ser
identificado pelo tingimento da conjuntiva com corantes pela queda na
densidade de suas células caliciformes, o que pode ser observado em
exames como a citologia de impressdo conjuntival. A
hiperosmolaridade parece atingir, também, as glandulas meibomianas,
separadas do “mar lacrimal” apenas pela fina parede tarso-conjuntival;

3. No terceiro momento, com a ruptura das ligacdes das moléculas do
epitélio corneano entre si, passa a ocorrer sua descamacéo, o que é
evidenciado pelo tingimento corneano com corantes;

4. Na quarta e ultima fase, a perda de glicoproteinas da superficie
corneana se associa a desestabilizacdo da interface cornea-lagrima, o

gue é demonstrado pela reducao do TRFL.

Em Medicina, no atendimento diario de pacientes submetidos a cirurgias que
incisam uma area relativamente extensa da cOrnea, comumente 0s pacientes
gueixam-se de sintomas de “sensacgao de areia no olho” apds o procedimento. Uma
das explicacbes para este sintoma seria a de que durante a ablacdo do estroma
corneano, ramos de terminacdes nervosas do plexo subepitelial seriam removidos.
Isto induziria a diminuicdo transitoria da sensibilidade corneana, o que pode levar a
uma menor producdo do conteldo aquoso da lagrima, por diminuicdo do estimulo
eferente, necessario a sua producdo e biodisponibilidade para compor o filme
lacrimal (CREDIE et al., 2007).

Em Medicina Veterinaria observa-se o mesmo quadro. Um paciente
submetido a facectomia, onde fatalmente nervos corneanos s&do cortados
desenvolve uma epiteliopatia neurotréfica. Em consequéncia da epiteliopatia
neurotréfica induzida ocorre uma instabilidade do filme lacrimal o que gera um

circulo vicioso inflamatério mediado pelas interleucinas do tipo um, agregado ao
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déficit de mucina na lagrima e ao hipoandrogenismo das fémeas castradas (WOUK,
2007).

Entre os sinais clinicos associados a esta afeccdo estdo: Hiperemia
conjuntival, prurido ocular, quemose, blefaroespasmo, fotofobia, fibrose, ceratite com
pigmentacdo e neovascularizagdo corneana, conjuntivite, desconforto ocular, ceratite
ulcerativa, secrecdo ocular mucoide ou mucopurulenta, ressecamento da superficie
ocular, pigmentacdo da cornea e diminuicdo da acuidade visual (PIGATTO et al.,
2007; ALMEIDA, 2006; ROBERTS & ELLIE, 2007).

A morbidade associada a sindrome do olho seco em humanos, se relaciona
as mudancas na superficie ocular, que dao origem a um espectro de anormalidades
gue abrangem: erosdes superficiais puntiformes, filamentos corneanos, placas
mucosas e defeitos epiteliais. Nos casos mais severos, a ocorréncia de
complicagbes como as ulceras de coérnea podem trazer sérios riscos a integridade
ocular (FRIDMAN et al., 2004).

O diagnostico do olho seco em cées € estabelecido com base na combinacao
das informacfes da anamnese e do exame oftalmoldgico, incluindo biomicroscopia
com lampada de fenda, corantes vitais, teste quantitativo ou de producéo lacrimal
(Teste Lacrimal De Schirmer 1 — Schirmer Tear Test 1 — STT1), e teste de
estabilidade e qualidade da lagrima (tempo de Ruptura do Filme Lacrimal — TRFL)
realizado com fluoresceina. (PIGATTO et al., 2007).

Entre os testes clinicos disponiveis para avaliar a producéo lacrimal e detectar
anormalidades quantitativas do filme lacrimal, o mais usado € o STT1, por tratar-se
de um teste facil e de baixo custo (SAITO & KOTANI, 2001; HARTLEY et al., 2006).
Para o STT1, um papel filtro padronizado de 5 mm de largura e 35 mm de
comprimento, com uma dobra a 5 mm da extremidade, é colocado no terco médio do
saco conjuntival inferior por um minuto. Esse método mede a secrec¢do basal e
reflexa da lagrima (PIGATTO et al., 2007). Nao ha diferenca nos valores do teste se
os olhos ficarem abertos ou fechados (HIDA et al., 2005). Segundo SAITO &
KOTANI (2001). Na literatura pesgisada, os valores normais do STT1 para cédes
saudaveis variam entre 15 mm/min e 23 mm/min, sendo que valores menores do
gue 15 mm/min ja podem ser sugestivos de olho seco para cdes (PIGATTO et al.,
2007; SLATTER, 2005). O STT1 ¢ influenciado pela lagrima residual (quantidade de

lagrima previamente ao teste no saco conjuntival inferior), secre¢éo lacrimal basal e
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secrecdo reflexa devido a irritacdo da cérnea causada pela tira de papel (SAITO &
KOTANI, 2001).

O teste qualitativo da lagrima pode ser feito pela andlise do TRFL, que é um
teste ndo invasivo que mede indiretamente a estabilidade do filme lacrimal pré-
corneano através dos componentes de mucina e lipideos do filme lacrimal. Para a
realizacdo do TRFL instila-se uma gota de corante de fluoresceina sddica na esclera
dorsal dos pacientes. As palpebras sdo mantidas fechadas até o inicio do teste. Ao
se abrir as palpebras mede-se o tempo até o primeiro sinal de ruptura do filme
lacrimal (ponto escuro no filme lacrimal que esta amarelo-esverdeado devido a agdo
da fluoresceina). Em caes, os valores normais de TRFL variam entre 14,7 e 24
segundos. Porém estes valores podem apresentar outras variagbes que devem sere
ser avaliadas individualmente com o quadro e evolucédo de cada caso (CULLEN et
al., 2005; SAITO & KOTANI, 2001).

Em humanos, a Sindrome do Olho Seco constitui frequentemente em grande
fonte de frustracdo, tanto para os pacientes como para os oftalmologistas, que néo
raramente sdo vencidos pela persisténcia dos sintomas apesar dos esforcos para
sua abordagem diagnostica e terapéutica (FRIDMAN et al., 2004). Na Medicina
Veterinaria a situacdo nao € muito diferente.

N&o existem duvidas de que o olho seco é uma doenca importante e séria da
superficie ocular, e que pode reduzir drasticamente a qualidade de vida do paciente.
Por ser uma doenca complexa, com manifestacdes diversas em cada individuo, a
necessidade de um tratamento voltado para cada paciente e caso é cada vez mais
presente (BREWITT & SISTANI, 2001).

O tratamento normalmente utilizado para o olho seco é medicamentoso e
inclui principalmente lacrimogénicos, lacrimomiméticos, mucoliticos e antibacterianos
topicos. Uma constante entre os tratamentos, as lagrimas artificiais promovem
apenas um alivio sintomatico dos sinais clinicos. Este alivio além de temporario é
incompleto (MILJANOVIC et al., 2006).

A partir das evidéncias da etiologia auto-imune do olho seco em caes,
preconiza-se a utilizacdo da Ciclosporina A topica como tratamento de eleicdo para
estimular a producao lacrimal (PIGATTO et al., 2007). A Ciclosporina A, é uma
poderosa droga imunosupressiva utilizada em numerosas condi¢des oftalmoldgicas,

tanto humanas quanto veterinarias. E o primeiro imunossupressor a ter um efeito
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seletivo em células linféides ou células T. Esse efeito nas células T € Gnico, sendo
gue em concentracdes terapéuticas ele inibe a proliferacdo dessas células, mas nédo
é citotdxico (GILGER & ALLEN, 1998; WILSON & PERRY, 2007).

Outro tratamento comumente usado para a deficiéncia aquosa do filme
lacrimal baseia-se no uso de lubrificantes topicos, de preferéncia sem preservativos,
e que tenham o tempo de permanéncia e viscosidade apropriados de acordo com a
severidade do olho seco. Normalmente, inicia-se o tratamento com metilcelulose
0,5%, alcool polivinilico 0,12% ou polividona 5%, trocando-se, nos casos mais
severos, para metilcelulose 1% ou carboximetilcelulose 1%. A frequéncia deve ser
ajustada de acordo com o tipo de lubrificante e resposta clinica observada (GOMES,
2007).

Quando o uso dos lubrificantes ndo é suficiente, indica-se a oclusdo dos
pontos lacrimais, com o objetivo de diminuir a drenagem e manter a lagrima (ou
lubrificante) na superficie ocular por um periodo maior de tempo pois reduz a area
exposta da superficie ocular (GOMES, 2007).

Nos casos severos de olho seco, pode-se utilizar soro autdlogo puro ou
diluido, conforme a gravidade do caso. Normalmente, dilui-se a concentracdes de 20
a 50% em solucao salina ou metilcelulose 0,5%. Sabe-se que 0 soro autélogo possui
componentes essenciais que se encontram presentes na lagrima, como a vitamina
A, fator de crescimento da epiderme e TGF-B. E importante que a preparacdo desse
colirio seja feita em laboratério estéril e com experiéncia ha manipulacdo de sangue
para diminuir o risco de contaminacdes (GOMES, 2007).

O olho seco do tipo evaporativo secundario a disfuncdo das glandulas de
meibdmio pode ser tratado com compressas mornas e limpeza das margens
palpebrais com shampoo neutro uma a duas vezes ao dia. Nos casos de blefarite
estafilococica associada, pode-se utilizar pomadas de tetraciclina 1%, sulfacetamida
10% ou bacitracina 5000ug/ml uma a duas vezes ao dia. Nos casos mais graves
indica-se o uso sistémico de doxiciclina na dose de 100mg uma a duas vezes ao dia
por algumas semanas (GOMES, 2007).

Nos casos de deficiéncia de mucina, o tratamento consiste no controle da
condicdo determinante e lubrificacdo. O oftalmologista Eduardo Melani Rocha,
pesquisador da Faculdade De Ciéncias Médicas da UNICAMP, esta desenvolvendo

um novo colirio para ser empregado no tratamento do olho seco. A inovacao deste
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colirio esta ligada a incorporacao da insulina, horménio que estimula o metabolismo
dos tecidos e, neste caso pode contribuir para a producéo de lagrimas, pois sabe-se
gue existem nos tecidos oculares receptores especificos para a insulina, o que
indica a possibilidade de sua acao no local (ALVES FILHO, 2004)

A tarsorrafia lateral pode ser realizada nos casos mais graves para diminuir a
area de exposicdo da superficie ocular e, consequentemente, a evaporacdo da
lagrima (GOMES, 2007). Outra opcédo cirargica seriam os transplantes glandulares
gue substituem a lagrima pela secrecdo salivar (SOARES & FRANCA, 2005;
GOMES, 2007; PIGATTO ET AL., 2007).

Pesquisas atuais mostram que o consumo de O0mega trés e a razao entre o
consumo de 6mega seis e trés, afetam o nivel global de atividade inflamat6ria no
organismo, e algumas evidéncias sugerem um possivel papel protetor da
suplementacdo de 6mega trés no tratamento do olho seco. MILJANOVIC e seus
colaboradores (2005) realizaram uma pesquisa na tentativa de demonstrar essa
relacdo em seres humanos, chegando a conclusdo de que mulheres que tem um
maior consumo de 6mega trés aparentam ter um menor risco de desenvolver olho
seco. Além disso, uma alta razdo entre o consumo de dmega seis e 6mega trés foi
associada a um aumento no risco do aparecimento da doenca (MILJANOVIC et al.,
2005).

2.5 ACIDOS GRAXOS OMEGA TRES

As células animais ndo podem sintetizar os acidos graxos ndo saturados
como o dmega trés e seis, que por isso sdo chamados de acidos graxos essenciais
e devem ser ingeridos com a dieta (ESCAMILLA, 2003).

As familias de &cidos graxos 6mega trés e seis sdo acidos graxos
poliinsaturados contendo 18 a 22 carbonos. A designhacdo de dmega tem relagéo
com a posicao da primeira dupla ligacdo, contando a partir do grupo metilico final da
molécula de &cido graxo. O &cido graxo 6mega trés apresenta a primeira dupla
ligacdo entre o terceiro e o quarto atomo de carbono (HODGE et al., 2006). Os

principais acidos graxos Omega trés sao o acido linolénico 18:3, o acido
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eicosapentaendico (EPA) 20:5 e o acido docohexaendico (DHA) 22:6 (SUAREZ-
MAHECHA et al. 2002).

Entre as principais funcbes gerais dos &cidos graxos estdo: o depdsito de
energia e a conformacdo das membranas celulares, a manutencdo das condigdes
normais das funcdes cerebrais e impulsos nervosos, além de serem precursores de
substancias, como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (SUAREZ-
MAHECHA et al. 2002; MILJANOVIC et al., 2005; MARTIN et al, 2006). Também
participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, da
sintese de hemoglobina e da divisdo celular (MARTIN et al., 2006). O nimero e a
posicdo das duplas ligacBes determinam as propriedades fisicas e quimicas dos
PUFAs. As familias 6mega seis e trés tém diferentes funcdes fisioldgicas e atuam
em conjunto para regular os processos biologicos (SUAREZ-MAHECHA et al. 2002).
Inimeros estudos sobre os acidos graxos 6mega seis e trés nas ultimas décadas
tém destacado a importancia da ingestéo destes na fase gestacional, nos primeiros
meses apos 0 nascimento, na terceira idade e em diversas doengas, principalmente
degenerativas (MARTIN et al., 2006)

Os beneficios nutricionais e medicinais do EPA e o DHA, também conhecidos
como acidos graxos altamente insaturados 6mega trés, tém sido muito discutidos em
muitos artigos e conferéncias. Entre os efeitos fisiologicos nos humanos estdo a
prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares, hipertenséo, inflamacdes em
geral, asma, artrite, psoriase e varios tipos de cancer (SUAREZ-MAHECHA et al.
2002). Ja foi demonstrado que o uso do acido linoleico e do gama linoleico reduz a
inflamacédo ocular e melhora os sintomas de olho seco por deficiéncia aquosa
(PINHEIRO JR et al., 2007).

Os derivados dos acidos a-linoleico recebem a terminacdo de
antiinflamatérios porque podem bloquear o ciclo da lipoxigenase e cicloxigenase, e
por isso sdo atribuidas a estes atividades imunorreguladoras e antiinflamatérias
(ESCAMILLA, 2003).

O EPA e o DHA quando incorporados no interior da membrana celular,
influem na permeabilidade da mesma, agindo nas funcdes de receptor, na atividade
enzimatica, citocinas e na producdo de eicosandides (SUAREZ-MAHECHA et al.
2002; CALDER, 2004; MILJANOVIC et al., 2005). Os eicosanodides sdao mediadores
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inflamatérios que sdo sintetizados tantos pelos acidos graxos émega trés citados
acima como pelo acido araquidbnico, um acido graxo 6mega seis (CALDER, 2004).

Frente a um estimulo antigénico, tanto o acido aracdénico quanto o EPA e o
DHA sédo mobilizados das membranas das células imunes pela enzima fosfolipase
A2, e competem entre si pelas mesmas vias enzimaticas (cicloxigenase e
lipoxigenase) para a formagdo dos eicosandides (CALDER, 2004). As enzimas
cicloxigenases convertem os acidos graxos livres em endoperoxidos ciclicos,
originando as prostaglandinas e tromboxanos, enquanto que as enzimas
lipoxigenases sdo responsaveis pela obtencao dos leucotrienos. As Prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos agem de forma autdcrina e paréacrina, influenciando
inumeras funcgdes celulares que controlam mecanismos fisiolégicos e patolégicos do
organismo (MARTIN et al., 2006).

O acido linoléico é convertido em acido aracdonico, que € um dos
responsaveis pelas respostas inflamatorias e imunologicas (ESCAMILLA, 2003). O
acido aracdoénico tem uma maior afinidade pela enzima cicloxigenase e € precursor
de eicosanoides da série 2 que sdo vigorosamente pro-inflamatérios, como a
prostaglandina E2, leucotrieno B4, tromboxano 2 e fator de agregacéo de plaquetas,
gue participam de inUmeros processos inflamatérios no organismo. Enquanto que
seus correspondentes eicosanoides sintetizados a partir dos acidos graxos 6mega
trés, como a prostaglandina E3, leucotrieno B5 e tromboxano 3, possuem
propriedades antinflamatorias, sendo de 10 a 100 vezes menos ativos que 0S
eicosanoides da série 2 (CALDER, 2004; MILJANOVIC et al., 2005; MARTIN et al.,
2006).

Em funcdo dessas diferencas fisioldégicas tem-se proposto que a producao
excessiva de prostandides da série 2 esta relacionada com a ocorréncia de
desordens imunoldgicas, doencas cardiovasculares e inflamatérias, sendo
recomendado nestes casos 0 aumento da ingestdo de acidos graxos 6mega trés
para elevar a producao de prostandides da série 6mega trés (MARTIN et al., 2006)

Assim como o EPA inibe a sintese de prostaciclinas e tromboxanos, o DHA
inibe preferencialmente a sintese de tromboxanos, isto, além do fato do tromboxano
gerado pelo DHA ser muito mais débil do que o formado pelos acidos graxos 6mega
seis, transforma o DHA em um melhor fator antittombético (SUAREZ-MAHECHA et
al. 2002).
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O DHA tem importante fungdo na formagédo, desenvolvimento e
funcionamento do cérebro e da retina, sendo predominante na maioria das
membranas celulares destes érgaos. Na retina, encontra-se ligado aos fosfolipideos
gue estdo associados a rodopsina, uma proteina que interage no processo de
absorcdo da luz. Seu mecanismo de acdo possivelmente estd relacionado com o
aumento na eficiéncia do processo de transformacdo da luz e com a regeneragao da
rodopsina. A diminuicado dos niveis desse &acido graxo nos tecidos da retina tem sido
associada, em recém-nascidos, com anormalidades no desenvolvimento do sistema
visual, e em adultos com a diminui¢do da acuidade visual (MARTIN et al., 2006).

Por ser altamente insaturado, o DHA atua influenciando as propriedades
fisicas das membranas cerebrais, as caracteristicas de seus receptores, as
interacdes celulares e as atividades enziméaticas. Com o envelhecimento do
individuo, ha um aumento do estresse oxidativo, que atua reduzindo os niveis de
DHA e acido aracdbnico no cérebro. Esse processo resulta em um aumento na
producédo de colesterol no cérebro e nos humanos ocorre em maior intensidade nas
doencas de Alzheimer, Parkinson e na esclerose lateral amioniotrofica (MARTIN et
al., 2006).

O EPA afeta o metabolismo lipoprotéico e diminui a producdo de outros
componentes, incluindo citocinas, interleucina 1-B e fator de necrose tumoral a, que
tém efeitos pro-inflamatorios. Estes componentes exercem acdes celulares pro-
inflamatorias que incluem estimular a producdo da colagenase e aumentar a
expressdo de moléculas de adesdo necessarias para 0 extravasamento de
leucocitos (HODGE et al., 2006).

Além da importancia dos acidos graxos na modulacdo da resposta
inflamatoria, seus metabolitos eicosandides possuem uma variedade de outras
acOes. Na sindrome do olho seco, a prostaglandina E1 parece ser um importante
estimulador da secrecdo aquosa lacrimal. Os 6mega trés também podem ter um
efeito direto na porcdo polar da camada lipidica do filme lacrimal, devido a um
aumento na quantidade de émega trés presentes. E, finalmente, o consumo de
O6mega trés pode diminuir a producéo de estrogénio enddgeno, o que pode reduzir o
risco do desenvolvimento do olho seco (MILJANOVIC et al., 2005).

Sabe-se que particularmente no olho os acidos graxos émega trés possuem

efeitos imunossupressivos e antiinflamatérios, que melhoram a expressdo e a
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adesédo dos microvilos dos epitélios oculares, que promovem uma maior fluidez das
secrecgOes oriundas das glandulas tarsais (Meibomio), que promovem a fungéo das
células caliciformes da conjuntiva (Glandulas de Henley) e assim globalmente
melhoram a qualidade do filme lacrimal e evitam a r4pida evaporacdo da lagrima
(PINHEIRO JR et al., 2007). Colirios de 6mega rés ja foram utilizados com sucesso
na disfuncdo da glandula de Meibdmio (ESCAMILLA, 2003). Portadores de olho
seco tém processos inflamatorios, que afetam a superficie ocular e as glandulas
lacrimais, influenciados por citocinas mediadas por receptores. A capacidade dos
esterdides e de agentes imunomoduladores de melhorar o quadro de olho seco
moderado a severo da suporte a hipétese que um importante processo inflamatoério
contribui decisivamente para o ciclo vicioso de sinais e sintomas que estao
presentes nesses pacientes. A eficacia do o6leo de linhagca como auxiliar no
tratamento do olho seco pode ser explicada pela elevacao local das prostaglandinas
tipo 1, jA demonstrada apos ingestao sistémica de acidos linoleico e gama linoleico,
gue estéo entre os componentes do 6leo de linhaca com comprovado e significativo
aumento de prostaglandina E1 no filme lacrimal (PINHEIRO JR et al., 2007)

Os acidos graxos 6mega trés sdo de suma importancia na nutricdo, devendo
existir uma relacdo adequada entre o consumo de 6mega seis e trés, uma vez que
um balanco inadequado poderia acentuar um estado de deficiéncia de 6mega trés,
como é relatado em vérias pesquisas (SUAREZ-MAHECHA et al. 2002). Os &cidos
graxos 6mega trés e 6mega seis competem pelas enzimas envolvidas nas reacoes
de dessaturacdo e alongamento de cadeia. Embora essas enzimas tenham maior
afinidade pelos acidos da familia 6mega trés, a conversao do acido a-linolénico é
fortemente influenciada pelos niveis de acido linoléico na dieta. Assim, a razdo entre
a ingestao diaria de alimentos fontes de acidos graxos 6mega seis e trés assume
grande importancia na nutricdo, pois razdes elevadas resultam na diminuicdo da
producdo do EPA, condicdo que contribui para o desenvolvimento de doencas
inflamatorias, alérgicas e cardiovasculares (MARTIN et al., 2006).

N&do existem estudos que demonstrem se é melhor consumir o acido a-
linoleico (EPA e DHA) na forma de linhaca ou na forma de pescado, mas
provavelmente as diferencas dependem do metabolismo de cada individuo
(ESCAMILLA, 2003). Ainda segundo a mesma autora, apesar dos multiplos

beneficios dos acidos graxos 6mega trés no tratamento do olho seco, ainda existem
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muitas duvidas sobre as doses e a melhor forma de obtencdo do suplemento
nutricional do 6mega trés. Todavia, jA se pode concluir que o 6mega trés € um

tratamento alternativo para qualquer doenca inflamatéria e imune.

2.6 NUTRACEUTICOS NA FUNCAO VISUAL E NA INFLAMACAO OCULAR

Em funcdo das reacdes foto-oxidativas e de toxinas quimicas, a superficie e o
segmento anterior do olho estdo constantemente expostos a acdo das espécies
ativas de oxigénio. A superficie ocular também est4 envolvida na protecdo
antiinfecciosa, sendo os leucdcitos ativados uma importante fonte de radicais livres
(GUS et al., 2006).

Nutracéuticos ou alimentos funcionais sdo alimentos que além dos nutrientes
basicos possuem propriedades de preservacao ou diminuicdo de certas doengas. A
suplementacao nutricional com antioxidantes, vitaminas e minerais melhora a funcao
visual e estudos defendem o uso de vitaminas (A, C e E), antioxidantes, acidos
graxos 6mega trés, zinco, selénio e carotendides para a melhora e tratamento de
problemas visuais (CANGEMI, 2007).

O medicamento testado nesse trabalho foi o Gerioox®. Inicialmente
desenvolvido como um medicamento geriatrico destinado a cées e gatos, com acdes
antioxidantes e condroprotetoras, o Gerioox® age melhorando as funcdes vitais do
organismo pela acdo do 6mega trés em distintos 6rgéos do corpo. Cada comprimido
€ composto de: dmega trés (0,2 ml), glucosamina destrogera (0,140g), condroitin
sulfato “A” (0,1509), gluconato de Cu (0,003g), gluconato de Zn (0,209), selenito de
Na  (0,005mg) e vitamina E (0,05g9).

O Zinco, o Cobre, a vitamina E e o0 Selenito de Sédio, sdo antioxidantes por
exceléncia, que atuam eliminando os radicais livres, produtos naturais do
metabolismo celular que quando nado eliminados véo lesando as células, o que
acelera o envelhecimento do organismo. Os antioxidantes auxiliam na resposta
inflamatoria, na cicatrizacdo corneana e mantém a estabilidade do filme lacrimal
(GUS et al., 2006).

! Gerioox® - Labyes S. A. Especialidades Veterinarias - Argentina
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O Cobre € um elemento metalico de transicdo, de carater basico, que
apresenta como caracteristica quimica a facilidade de se oxidar. Este microelemento
esta presente no sitio ativo de algumas enzimas que catalisam reacfes organicas
oxidativas. As funcBes do cobre sdo varias e estdo ligadas ao papel deste nas
metaloenzimas. O cobre esta ligado ainda a imunocompeténcia e este fato esta
associado com a menor capacidade de fagocitose dos leucécitos, causada pela
acdo de radicais superoxidos desativados pela menor atividade da metaloenzima
superoxido-dismutase (ORTOLANI, 1999).

A vitamina E desenvolve importante acdo antioxidante, que previne a
peroxidacdo lipidica nas membranas celulares, preservando assim a integridade
estrutural das células em geral. Entre algumas de suas funcbes estdo: a protecéo
das células endoteliais contra certos tipos de danos vasculares; a influéncia no
metabolismo dos &cidos graxos poliinsaturados e acidos nucléicos; a melhoria na
suplementacdo de vitamina A (extremante importante para a funcdo visual),
impedindo a sua oxidacao; a promocao da sintese de horménios gonadotroficos e
adrenocorticotroficos; além de potente acdo antioxidante em relacdo aos lipideos,
inibindo a oxidacdo de varios compostos, como os acidos graxos insaturados, e
impedindo a peroxidacdo destes com consequente formacdo de radicais livres
(MEDEIROS & PAULINO, 1999).

O selénio € um elemento ndo metal, de carater ligeiramente acido, que se
caracteriza por uma versatil capacidade de oxirreducdo. Esta caracteristica é
fundamental para a sua atuagdo no centro ativo da enzima glutationa-peroxidase,
responsavel pela destruicdo de peroxidos (radicais livres). Enquanto o selénio
protege o interior das células, a vitamina E atua, na mesma funcédo, no meio
extracelular (ORTOLANI, 1999).

A suplementacdo da vitamina E, nos animais protege o organismo contra a
formacédo de radicais livres, impedindo a peroxidacdo de metais pesados, drogas ou
outras substancias quimicas. Esta suplementacdo geralmente se faz necesséria na
deficiéncia de selénio, pois ha inter-relacdo importante entre a vitamina E e este
elemento mineral, em determinadas situacdes o selénio substitui a vitamina E, pois
ambos tém efeitos antioxidantes (MEDEIROS & PAULINO, 1999).

O condroitin sulfato “A” se encontra na cartilagem articular € na cornea

formando uma matriz. Sdo estruturas com alta carga anibnica e elevado peso
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molecular, caracteristicas que conferem a estas estruturas a capacidade de reter
adgua dando ao tecido melhor elasticidade e permitindo a entrada de nutrientes e a
eliminacdo de residuos do metabolismo celular. A cornea é avascular, entdo sua
nutricdo é realizada por difusdo. Os nutrientes se difundem através da agua da
matriz para alimentar as células. Outra acdo do condroitin sulfato € melhorar a
microcirculagdo arterial. WOUK e colaboradores (2006) confirmaram o efeito
antiinflamatério topico do sulfato de condroitina no olho de equinos.

A glucosamina estimula a formacdo do acido hialurénico, principal
componente do liquido sinovial articular. E aplicada em processos avancados de

osteoporose.
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3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1 LOCAL E ANIMAIS

Ao longo de quatorze meses, foram selecionados da casuistica de dois
servicos universitarios de Oftalmologia Veterinaria (Universidade Federal do Parana
- UFPR e Pontificia Universidade Catdlica do Parana - PUCPR), quatorze cées da
raca Cocker Spaniel portadores de sub-luxacdo ou luxacdo anterior bilateral do
cristalino, com ou sem catarata. Na TABELA 1 podem ser observados os dados dos

animais que participaram desta pesquisa.

TABELA 1 - RACA, IDADE E SEXO DOS ANIMAIS UTILIZADOS NA PESQUISA. CURITIBA, 2007.

Numero do Céo Raca Idade Sexo Castrado/Inteiro
1 Cocker Inglés 6 anos Fémea Castrada
2 Cocker Americano 5,5 anos Macho Inteiro
3 Cocker Americano 6 anos Macho Castrado
4 Cocker Inglés 7 anos Fémea Inteira
5 Cocker Inglés 5,5 anos Fémea Castrada
6 Cocker Inglés 5,5 anos Fémea Inteira
7 Cocker Americano 5,5 anos Fémea Castrada
8 Cocker Inglés 6 anos Fémea Inteira
9 Cocker Inglés 5,5 anos Fémea Castrada
10 Cocker Inglés 6 anos Fémea Inteira
11 Cocker Inglés 8 anos Fémea Castrada
12 Cocker Inglés 6 anos Macho Inteiro
13 Cocker Americano 6 anos Fémea Castrada
14 Cocker Americano 7 anos Macho Inteiro

3.2 PROCEDIMENTOS PRE-OPERATORIOS

Nas FIGURAS 2 e 3 sdo apresentados exemplos percebidos na avaliacao
clinica e relativos aos aspectos da catarata dos animais participantes desta
pesquisa.

Apbs avaliacédo clinica, trés dias antes do procedimento cirargico foi iniciada a
medicacdo antibidtica topica ocular com uma gota de Tobramicina® cinco vezes ao
dia. Uma hora antes da intervencao, a cada 15 minutos, foi instilada uma gota de
Sulfato de Atropina 1%° e uma gota de Cloridrato de Fenilefrina 10%* para provocar

midriase e permitir a realizacao do procedimento.

% Tobrex® - Alcon Labs do Brasil Ltda. — Sao Paulo, SP
® Atropina 1% - Fraga Farmagricola S.A. — S&o Paulo — SP
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FIGURA 2 — ASPECTO DA CATARATA BILATERAL EM UM DOS CAES OPERADOS. HOSPITAL
VETERINARIO, UFPR. CURITIBA, OUTUBRO 2006.

FOTO LEANDRO LIMA.

FIGURA 3—-  CATARATA E SUB LpXACAO DO CRISTALINO EM UM DOS CAES OPERADOS.
HOSPITAL VETERINARIO, UFPR. CURITIBA, OUTUBRO 2006.

-
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FOTO LEANDRO LIMA.

* Fenilefrina 10% - Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda — S&o Paulo — SP



32

3.3 PROCEDIMENTOS ANESTESICO

O procedimento iniciou-se com a inducdo anestésica endovenosa com
Propofol®. Posteriormente, o paciente foi mantido sob anestesia geral gasosa com
uma mistura de gas oxigénio e Metoxiflurano °.

Com os animais ja sob anestesia geral, foi realizada uma anestesia local extra
conal (peri-bulbar) com Cloridrato de Lidocaina 2%’ sem adrenalina. Foram

injetados 4ml de lidocaina em cada canto de ambos os olhos.
3.4 PROCEDIMENTOS CIRURGICO

Todos os procedimentos independente do local de realizacdo dos mesmos,
PUC-PR ou UFPR, foram realizados pelo mesmo cirurgido. Na mesma intervencao
cirargica os dois olhos de cada animal foram submetidos a Facectomia Intra ou
Extra-Capsular, conforme necessario. Foram operados 14 animais totalizando 28
olhos.

Apés a realizacdo da antisepsia do fundo de saco conjuntival com uma
solucdo de iodo povidine diluido em agua destilada na proporcdo de 1:5000, foi
realizado o afastamento palpebral. A fixacdo do bulbo ocular deu-se por meio de
sutura do musculo reto dorsal, em posi¢cao de “12 horas”, com fio de seda 4-0.

O inicio da facectomia ocorreu com a incisdo cérneo-corneana justa limbica
da regidao comprendida entre “2 e 10 horas” (FIGURA 4).

Sob protecdo da camara anterior com Metilcelulose 2%° realizou-se a
capsulorexis com auxilio de uma pinca de Utrata. Nas situacdes em que o
procedimento foi a extracao intra-capsular esta etapa nao foi realizada. A remocéao
da lente ocorreu por pressdao em “6 horas” e contra-pressdo em “12 horas”.

As suturas da cornea foram realizadas com fio de poliglactine (Vycril) nUmero

8-0, com sete pontos isolados simples, sepultando-se o n6 (FIGURA 5).

® Diprivan 2% - Astrazeneca Produtos Farmacéuticos, Ltda — Sao Paulo — SP

® Pentrane — Abbott Laboratories — S&o Paulo — SP

" Cloridrato de Lidocaina 2% Injetavel — Hipolabor farmacéutica, Sabara — MG.

& Metilcelulose 2% - Ophthalmos Indstria e comércio de produtos farmacéuticos Ltda. S&o Paulo - SP
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FIGURA 4 - INCISAO CORNEO-CORNEANA JUSTA LIMBICA. HOSPITAL VETERINARIO
UFPR, CURITIBA — PR. OUTUBRO 2006.

FOTO: LEANDRO LIMA

FIGURAS5-  SUTURA CORNEANA COM PONTOS ISOLADOS SIMPLES. HOSPITAL
VETERINARIO UFPR, CURITIBA — PR. OUTUBRO 2006.

FOTO: LEANDRO LIMA
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3.5 PROCEDIMENTOS POS-OPERATORIO

No pés operatdrio os animais seguiram com a mesma medicacao e posologia
antibidtica do pré-operatério por mais quinze dias. Para a manutencdo da midriase,
foram receitadas uma gota de Sulfato de Atropina 1% e uma gota de Cloridrato de
Fenilefrina 10% duas vezes ao dia por mais cinco dias. Foi acrescido ainda um
colirio com corticéide a base de Prednisona’ na dose de uma gota cinco vezes ao
dia por trinta dias ap6s o procedimento.

Os animais especificados na TABELA 1 foram nomeados de um a
guatorze e divididos ao acaso em dois grupos de sete animais cada grupo
recebendo um tratamento nutracéutico diferenciado.

Os animais de um a sete formaram um primeiro grupo composto de dois
machos e cinco fémeas com média de idade de 5,8 anos. Este grupo que foi
denominado grupo OMG foi tratado com trés capsulas de 6mega trés de Oleo de
Peixe™ que contém em cada céapsula 87mg de EPA e 54mg de DHA (Total: 261mg
de EPA e 162mg de DHA por dia).

Os demais animais (oito a quatorze) formaram um segundo grupo também
com dois machos e cinco fémeas, com média de idade de 6,3 anos. Este grupo
denominado grupo G recebeu tratamento com um comprimido de Gerioox® que
contem 14mg de EPA e 21mg de DHA de origem tanto animal quanto vegetal, além
de glucosamina destrogera (0,140g), condroitin sulfato A (0,15g), gluconato de cobre
(0,0039), gluconato de zinco (0,02g), selenito de sédio (0,05g) e vitamina E (1,89).
O Gerioox® é um novo medicamento indicado inicialmente como nutracéutico
geriatrico com efeitos antioxidantes, condroprotetores e dermatoldgicos para cées e
gatos. Os componentes antioxidantes, vitaminas e minerais presentes na sua
formulacdo podem potencializar o efeito antiinflamatério dos 6mega trés e auxiliar na
estabilidade e qualidade do filme lacrimal como ja foi referido na revisédo
bibliografica. Apesar de néo ser indicado especificamente para o tratamento de olho
seco, este produto foi escolhido como um dos tratamentos a serem testados, por se

tratar de uma associacdo de Omega trés com outros componentes.

’ Predfort® - Allergan produtos farmacéuticos Ltda. Sdo Paulo — SP
19 Oleo de peixe com dmega trés — Phytomare. Governador Celso Ramos — SC
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Previamente ao inicio da pesquisa os proprietarios dos animais pertencentes
ao grupo G foram alertados que estes estavam recebendo um tratamento alternativo
ainda em teste. Somente apos o consentimento e esclarecimento dos proprietarios,
0s animais foram incluidos na pesquisa.

Em cada um dos grupos o nutracéutico utilizado para tratamento - 6mega trés
ou Gerioox® - foi administrado uma vez ao dia, pela manha, apés a alimentacao.
Nenhum dos animais utilizados no estudo recebia racdo ou outro tipo de
suplementacao contendo 6mega trés ou outro nutracéutico.

Os tratamentos dos dois grupos foram iniciados em todos os animais a partir
do quinto dia de pés-operatério durante um periodo de 60 dias. O motivo pelo qual
se comecou a tratar os animais apenas no quinto dia foi para permitir que a
epiteliopatia neurotrofica fosse instalada.

Por se tratar de um estudo clinico ndo foi necessaria a aprovacao por um

Comité de Etica.

3.6 AVALIACAO CLINICA

A avaliacdo oftdlmica e do filme lacrimal foi feita no periodo pré-operatério
imediato (TO) e no quinto (T5), décimo (T10), décimo quinto (T15), trigésimo (T30),
guadragésimo quinto (T45), sexagésimo (T60) e nonagésimo (T90) dias de poés-
operatorio.

Para este fim empregou-se oftalmoscépio direto, STT1 e TRFL com colirio de

cloridrato de fluoresceina®®.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de TRFL e STT1 de cada olho de cada animal foram tabulados a
partir das informacdes coletadas em TO, T5, T10, T15, T30, T45, T60 e T90 em
planilhas no Excel para posterior analise. Foi utilizada a média entre os valores dos
testes no olho direito e esquerdo de cada animal ja que o tratamento foi

administrado via sistémica.

! Fluoresceina 1% - Ophthalmos Industria e comércio de produtos farmacéuticos Ltda. S&o Paulo - SP
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A metodologia usada para a andlise foi a comparacdo das médias entre os
dois grupos experimentais realizada inicialmente por Andlide de Variancia (ANOVA)
utilizando o programa MSTATC. Os testes estatisticos de significaAncia utilizados
para comparacao de médias foi o teste Tukey, sempre que o teste de F (Fisher) da
ANOVA constatou haver diferencas significativas no nivel de probabilidade de 99% e
o uso do “t” teste (teste de Student) na comparagao de dois processos, também no
nivel de 99%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho priorizou o estudo de alternativas para o tratamento do
olho seco como efeito secundério da técnica cirtrgica de facectomia intra ou extra-
capsular. Para tanto, elegeu-se um estudo clinico com cées da raca Cocker Spaniel.

O quadro de olho seco, caracterizado como uma doenca inflamatdria crénica
apresentando anormalidades quantitativas e/ou qualitativas no filme lacrimal, é muito
frequente em cées. Conforme revisdo da literatura, constatou-se que ha uma
predisposicdo ao desenvolvimento do quadro na raca Cocker Spaniel,
particularmente em fémeas e cdes de meia idade (CABRAL et al., 2005; THE
AMERICAN SPANIEL CLUB INC., 1996). Os cées desta raca sao predispostos,
tanto a luxacao do cristalino quanto ao olho seco senil (HARTLEY et al., 2006), e,
estes aspectos tornam estes animais particularmente interessantes ao estudo
pretendido. Foram selecionados animais de meia idade (ver TABELA 1) para que as
chances da instalacdo do quadro de olho seco poés-cirargico fossem aumentadas
(FRIDMAN et al., 2004; BREWITT & SISTANE, 2001; CABRAL et al. 2005).

O epitélio corneano contém numerosas terminacdes nervosas livres, 0 que
explica a grande sensibilidade da cornea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). A
epiteliopatia corneana neurotrofica é atribuida a diminuicdo da producéo lacrimal
associada ao corte de nervos corneanos, e influencia na regulacéo do eixo cérnea -
sistema nervoso central - glandula lacrimal que controla as secrec¢des lacrimais basal
e reflexa (WILSON, 2001).

A epiteliopatia neurotrofica e o consequiente desenvolvimento do olho seco,
derivados da cirurgia de facectomia intra ou extracapsular, ja foram descritos por
ROBERTS & ELIE (2007), e, no experimento em estudo, este fato se confirma pela
avaliacdo dos testes de quantidade (STT1) e estabilidade (TRFL) da lagrima quando
comparados os dados do pré-operatério (TO) com os dados obtidos apds cinco dias
do procedimento cirargico (T5).

Na TABELA 2 a seguir, sdo apresentadas as Médias Aritméticas com o
respectivo Desvio Padrao dos resultados dos testes quantitativo (STT1) e qualitativo
(TRFL) nos diferentes tempos e por grupo de tratamento realizado, sendo que o
grupo tratado com Gerioox® foi identificado pela letra “G” e grupo tratado com

Omega 3 de Oleo de Peixe com as letras “OMG”.
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TABELA 2 -  RESULTADOS DO TRFL E STT1 NOS DIFERENTES TRATAMENTOS E

PERIODOS AVALIADOS. CURITIBA, 2007.

Tempo (dias) TRFL (segundos) STT1 (mm/min)

OMG G OMG G
TO 17,64 +- 2,83 18,78 +- 1,75 17,42 +- 2,02 14,64 +- 3,38
T5 11,14 +-1,74 10,85 +-1,67 10,00 +- 1,11 10,00 +- 1,29
T10 11,00 +- 0,91 11,00 +- 0,95 10,5 +-0,76 11,00 +- 1,52
T15 12,00 +- 1,04 13,00 +- 0,95 11,00 +- 1,00 12,00 +- 1,00
T30 13,07 +- 0,60 19,00 +- 0,95 12,00 +- 0,57 17,00 +- 1,00
T 45 13,00 +- 0,95 19,00 +- 0,76 14,00 +- 0,57 18,07 +- 1,17
T 60 15,07 +- 0,83 19,50 +- 0,86 15,00 +- 0,57 19,07 +- 1,17
T90 18,07 +- 0,83 20 +- 0,57 16,5+-0,91 19,07 +-1,17

Quando comparados TO e T5, os valores apresentados pelos testes
reduziram drasticamente em todos o0s animais, caracterizando a instalacdo do
guadro critico de olho seco, sob os pontos de vista de qualidade (TRFL) e
guantidade de lagrima (STT1). Estas alteracbes do filme lacrimal, provavelmente se
instalaram por diferentes fatores: predisposicdo de raca e de idade; instalacdo de
uma epiteliopatia neurotrofica e consequente diminuigdo da sensibilidade corneana e
da producéo lacrimal reflexa (DEWS, 2007; FRIDMAN et al. 2004); processos
inflamatorios decorrentes de suturas e efeitos colaterais da anestesia (DEWS, 2007,
ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC e al., 2005; GOMES, 2007).

A doenca do olho seco é acompanhada por varios graus de inflamacdo da
superficie ocular. Evidencia-se um ciclo vicioso: a inflamacé&o contribui para o olho
seco e o0 olho seco ocasiona respostas imuno-inflamatérias agravando a propria
situacao de olho seco (DEWS, 2007; ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC e al., 2005).

E conhecido que a recuperacdo da epiteliopatia neurotréfica induzida, em
alguns casos, ocorre sem tratamento, em decorréncia apenas da acao do sistema
imune do proprio animal. Porém, isto pode levar meses de dor e desconforto e até
problemas secundarios maiores (WOUK, 2007). Por este fato, justifica-se a busca
de tratamentos para este quadro que acelerem a recuperacao e diminuam os efeitos
secundarios.

Varios tratamentos tém sido sugeridos para o olho seco, variando com a sua
etiologia, gravidade e condi¢cdes individuais de cada paciente conforme ja foi
apresentado na revisdo de literatura. Neste estudo, escolheu-se a via nutricional por

ser um novo paradigma terapéutico ainda pouco explorado na Medicina Veterinaria.
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Dentro do paradigma terapéutico pela via nutricional, o0 uso de dmega trés e
mais recentemente, de sua associagcdo com outros elementos antioxidantes vem
sendo discutido na comunidade cientifica, que tém observado sua eficacia no
tratamento do olho seco tanto em humanos quanto em animais (MILJANOVIC et al.,
2005; HODGE et al., 2006; ESCAMILLA, 2003). Porém, ainda néo esta determinada
a melhor fonte do Omega trés e possiveis associacdes com outros nutracéuticos.
Por este motivo, justifica-se o interesse de avaliar tais tratamentos com mais
detalhes e comparativamente no caso de olho seco causado por epiteliopatia
neurotréfica pés-facectomia em caes.

Neste estudo clinico foram testados, como tratamento, dois nutracéuticos
existentes no mercado, um contendo apenas o &cido graxo dmega trés e o outro
contendo além do Omega trés outros componentes como vitaminas e minerais.
Ambos os tratamentos tiveram inicio a partir do quinto dia apds o procedimento
cirargico, momento em que se constatou a instalacéo da epiteliopatia neurotroéfica e
do quadro de olho seco, conforme evidenciado pelos testes de qualidade e
guantidade lacrimal. Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos, um para
cada tipo de tratamento. Ambos os tratamentos tiveram sessenta dias de duracao.

Como ja foi detalhado no tépico referente ao delineamento experimental, a
diferenca de tratamento entre os dois grupos ficou delimitada aos componentes das
formulacdes, a origem e dosagem do Omega trés.

Os dois grupos, quando comparados em TO e T5 ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes, desenvolvendo de uma maneira
homogénea o quadro de olho seco e apresentando resultados clinicos e estatisticos
semelhantes até o inicio do tratamento de ambos 0s grupos no quinto dia pos-
operatorio.

Quando avaliadas as evolu¢des dos quadros clinicos dos animais durante o
tratamento como um todo em ambos o0s grupos, observou-se clinicamente nos
animais do grupo G uma melhora mais rapida em quase um terco do tempo levado
pelo grupo OMG. Com o objetivo de testar se os tratamentos tiveram ou nao efeitos
significativos, buscaram-se algumas condicdes estatisticas para validar e tratar os
dados coletados no periodo pesquisado. Estas analises confirmam o observado na

clinica e estdo anexadas (ANEXO Il a XVI) a este trabalho.
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Nas FIGURAS 6 e 7, sé@o apresentadas as comparagfes entre as médias dos
valores dos testes quantitativo e qualitativo (respectivamente) nos dois grupos de
tratamento durante todo o periodo do experimento.

FIGURA 6 — GRAFICO DE COMPARAGAO DAS MEDIAS DO STT1 ENTRE OS GRUPOS NOS
DIFERENTES PERIODOS. CURITIBA, 2007
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FIGURA 7 - GRAFICO DE COMPARAQAO DAS MEDIAS DO TRFL ENTRE OS GRUPOS NOS
DIFERENTES PERIODOS. CURITIBA, 2007
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Pode-se observar nos graficos que houve uma grande queda nos valores dos
testes apods a cirurgia quando comparados TO e T5, evidenciando a instalagdo da
epiteliopatia neurotréfica. Nos periodos posteriores (T10 a T90) observou-se um
gradual aumento dos valores dos testes, sendo que ficam evidente as diferencas
entre as curvas dos dois grupos, tanto para um teste quanto para outro, com 0S
valores do grupo G sempre superiores e chegando com uma maior rapidez a
normalidade da producéo, estabilidade e qualidade do filme lacrimal.

Quando comparada a soma das médias de todos os valores dos grupos OMG
e G entre T5 e T90 (ANEXO VI), as médias do grupo G se mostraram superiores
sendo a diferenca estatisticamente significante tanto para o TRFL quanto para o
STT1. Analisando os periodos avaliados separadamente, usando o teste T de
Student com probabilidade de 99%, percebe-se que em T10 e T15 os grupos OMG
e G respondem aos tratamentos de maneira bastante similar, o que pode ser notado
tanto na observacao dos graficos das médias dos valores dos testes em cada grupo
guanto na estatistica em anexo (ANEXO VIl e 1X).

A partir de T15 o tratamento atribuido ao grupo G se mostra mais efetivo tanto
clinica quanto estatisticamente. A maior diferenca, estatisticamente significante,
ocorre no periodo T30 (ANEXO X), ou seja, 25 dias apés o inicio do tratamento. A
partir de entdo todos os valores analisados tanto para TRFL quanto para STT1 séo
superiores no grupo G. Nos periodos T45, T60 e T90 (ANEXOS Xl, XII E Xl
respectivamente), o grupo G continua apresentando resultados de qualidade e
guantidade de lagrima superiores, mas a significancia estatistica entre eles vai
diminuindo.

O grupo OMG apresenta uma evolucdo do quadro mais lenta, embora
constante, aproximando-se dos resultados do grupo G em T90 (ANEXOS XIV A
XVII).

O grupo G apresenta um grande aumento nos valores dos testes entre T15 e
T30 (10 a 25 dias de tratamento), quando entdo comeca a estabilizar, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante para o STT1 quando comparados em T30 e
T45 (ANEXO XVI). Isto também pode ser observado nas FIGURAS 6 e 7, onde a
curva tende a se estabilizar a partir de T30, para ambos os testes, com mais

destaque para o teste que avalia a producao lacrimal.
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A literatura refere que 80% dos pacientes humanos com olho seco tratados
com Oleo de linhaga, uma outra fonte de 6mega 3, tém a sua condicdo melhorada
significativamente, dois meses apds o inicio do tratamento (PINHEIRO Jr et al.,
2007). Tal fato aqui se confirmou para o grupo que utilizou o tratamento a base de
Omega trés (grupo OMG).

No grupo que utilizou o Gerioox® (grupo G), uma grande melhora se deu entre
10 e 25 dias do uso do medicamento, com uma tendéncia a estabilidade e pequena
evolucao adicional ao longo do més seguinte.

A associacdo do Omega trés a outros nutracéuticos pode ter se mostrado
mais efetiva devido aos efeitos antioxidativos e antinflamatérios dos componentes
(WOUK et al., 2006; GUS et al., 2006; CANGEMI, 2007) e também as interacdes
deles entre si. Como exemplo destas interacbes pode-se citar o fato da vitamina E
ter como uma de suas funcdes influenciar positivamente o metabolismo dos acidos
graxos 0mega trés (MEDEIROS & PAULINO, 1999). Isto pode justificar o fato de que
uma formulacdo contendo uma dose menor de Omega trés tenha promovido
resultados superiores em menor tempo de tratamento.

Um outro aspecto importante a ser salientado € o fato de que no grupo G a
gualidade da lagrima evidencia entre T10 e T15 uma evolugao superior a evolucéo
da quantidade da mesma. Este pode ser um fator relevante para estudos posteriores
e pode estar associado aos componentes nutracéuticos da férmula, principalmente
os antioxidantes contidos no Gerioox®, pois sabe-se que estes auxiliam na resposta
inflamatoria, na cicatrizacdo corneana e mantém a estabilidade do filme lacrimal
(GUS et al., 2006).

Partindo-se do objetivo desta pesquisa de se estudar nutracéuticos como
alternativas para o tratamento do olho seco secundario a técnica cirdrgica de
facectomia, constatou-se que apesar de haver superioridade em uma das
formulacdes utilizadas, ambas apresentaram eficacia e melhores resultados quando

comparadas a evolucao do quadro sem o uso de acidos graxos 6mega trés.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados obtidos nesta pesquisa, afirmamos que a terapia de
suplementacao de acidos graxos essenciais (mega 3 de 6leo de peixe) assim como
de outros nutracéuticos em associagéo, como é o caso do Gerioox®, é benéfica a
recuperacdo do olho seco pds-cirdrgico em cdes quando comparadas as
observacBes da experiéncia clinica anterior a pesquisa em que 0S mesmos nao
foram utilizados.

No presente estudo uma forma terapéutica (Gerioox®) contendo uma dose
menor de 6mega 3 do que a outra formula testada (6leo de peixe), mas possuindo
adicionalmente moléculas antioxidantes, revelou resultados superiores de STT1 e de
TRFL durante o pés-operatério (particularmente no periodo de 30 a 45 dias). Sendo
assim, cabe uma investigacdo mais detalhada dos componentes desta formulacéo
em particular e seus beneficios e efeitos colaterais a longo prazo quando utilizado
como tratamento para o quadro clinico de olho seco em caes.

Como metabolicamente podem haver respostas diferenciadas as diferentes
fontes de 6mega 3 estas devem ser pesquisadas mais detalhadamente, a fim de
apontar eventuais diferencas, assim como o estabelecimento da dosagem ideal e
dos eventuais efeitos colaterais em tempos de estudo mais estendidos.

Conclui-se que outros estudos formais serdo necessarios para definitivamente
determinar as implicacfes terapéuticas da suplementacdo de dmega trés e outros

nutracéuticos , particularmente aquelas que favorecem a cornea e o filme lacrimal .
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~ Antioxidante
Condroprotector
Omegad

GERIATRICO
Destinado a caninos y felinos
Foérmula:
Cada comprimido contiene:
Aceite con alto contenido de acidos grasos omega 3

(de lino, pescado, borraja o rosa de primavera) .. .. 0,200 ml
D. Glucosamina ...0,140 g
Condroitin Sulfato "A" ..0,150 g

Gluconato de cobre . 0,003 g

Gluconato de zinc ...0,020 g
Selenito de sodio .. ..0,005 mg
VitaminaE......... 0,050 g
Excipientes c.s.p 1,800 g

Accion terapéutica:

El Zinc, el Cobre, la Vitamina E y el Selenio son antioxidantes por excelencia que
acttian eliminando los radicales libres, producto natural del metabolismo celular, que de
no ser eliminados van dafiando las células lo que acelera el envejecimiento del
organismo.

El Condroitin Sulfato "A" se localiza en el cartilago articular y en la cérnea formando
una matriz. Son estructuras con alta carga anionica y elevado peso molecular;
caracteristica que les confiere capacidad de retener agua otorgando al tejido:

Mejor elasticidad y permitiendo la llegada de nutrientes y la eliminacién de residuos
provenientes del metabolismo celular.

Posee ademas propiedades antiinflamatorias al inhibir las PGE2.

Las fibras colagenas y elasticas estan entrelazadas y “"contenidas" en esta matriz amorfa,
tomando en conjunto una consistencia muy firme pero maleable.

El cartilago no posee inervacion ni irrigacion directa (es avascular). Su nutricién se realiza
por difusién. Los nutrientes difunden de los vasos situados en el pericondrio a través del
agua de la matriz para alimentar a las células que son las responsables de: 1) aportar
glicosaminoglicanos; 2) remover y sustituir a las fibras.

Otra accién del Condroitin Sulfato "A" es mejorar la microcirculacion arterial.

GERIOOX aporta y sustituye el Condroitin Sulfato "A" ya que los individuos gerontes van
perdiendo la capacidad de sintetizarlo con la edad.

La Glucosamina estimula la formacién de &cido hialurénico, principal componente del
liquido sinovial articular.

Como consecuencia de ello, progresivamente los pacientes experimentan alivio en su
sintomatologia (efecto analgésico antiinflamatorio).

Aumenta el metabolismo del hueso y cartilago favoreciendo en el geronte un normal
deposito de calcio en el hueso y ayuda a regenerar los procesos degenerativos articulares
como ocurre en la osteoartritis.

La glucosamina es empleada en procesos avanzados de osteoporosis.

Los &cidos grasos poliinsaturados (Omega 3) colaboran en los animales gerontes en la
disminucién de los procesos degenerativos e inflamatorios crénicos de la piel, mejorando
significativamente el pelaje del animal.

La ingestion de acidos grasos Omega 3 en animales gerontes reduce la incidencia de
enfermedades crénicas degenerativas como colitis, artritis y carcinogénesis, y mejoran la
elasticidad de las arterias evitando la formacién de ateromas.

La incorporacién de acidos grasos Omega 3 tiene beneficios preventivos y terapéuticos
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para ciertas condiciones inflamatorias.

Los &cidos grasos Omega 3 se encuentran en altas concentraciones en los aceites
marinos y ciertos aceites vegetales como el de lino. La terminologia de acidos grasos no
saturados esta determinada por el nimero y ubicacion de la doble ligadura. Los animales
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ANEXO Il — LISTA DAS VARIAVEIS ESTATISTICA GERADAS PELO PROGRAMA

MSTATC

Andlise estatistica do experimento fatorial 2x7 com 7 repeti¢des delineado inteiramente

casualizado, usando o teste de Tukey para comparagdo de médias.

Data file : CATAR

Title : Experimento fatorial 2x7 com 7rep

Function : PRLIST
Data case no. 1 to 127

List Of Variables

Name / Description

Var Type
1 NUMERIC combTr
2 NUMERIC rep

83 12 6 2 5 18.0 16.0
84 12 7 2 5 19.5 17.0
85 12 1 2 6 18.0 20.0
86 12 2 2 6 20.0 19.0
87 13 3 2 6 19.0 19.5
88 13 4 2 6 19.0 20.0
89 13 5 2 6 20.5 20.0
90 13 6 2 6 20.0 17.0
91 13 7 2 6 20.0 18.0
92 13 1 2 7 19.0 20.0
93 13 2 2 7 20.0 19.0

6216 16.0 15.0
6 316 15.0 14.5
6416 15.0 16.0
6 516 16.0 15.5
6 6 1 6 14.0 14.5
6 71 6 15.5 14.5
7117 17.0 16.0
7217 19.0 17.0
7317 18.0 17.0
741 7 18.0 18.0
7517 19.0 16.5
761 7 17.0 15.5
771 7 18.5 15.5
8121 10.0 11.0
8 221 12.0 11.5
8 321 12.511.0
8 421 11.0

8 521 11.5

8 621

37

38

39

3 NUMERIC fata

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

4 NUMERIC fatb
5 NUMERIC But

6 NUMERIC STT1

CASE

5

12 3 4

NO.

111110.511.0
1211

1
2
3
4
5

94 14 3 2 7 20.0 19.5
95 14 4 2 7 20.0 20.0
96 14 5 2 7 21.0 20.0
97 14 6 2 7 20.0 17.0
98 14 7 2 7 20.0 18.0

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

8.5 11.0

131112.0 10.5

1411 13.5

8.5

151111.5 11.0

161112.5

9.0

6
9
8

13.3 12.7

1
2

9.0
8.5
8

.5 9.

9
2112 11.0 11.0
221 210.0 10.0
2312 11.510.5
2412 12.0 10.0
251211.512.0
2 612 11.510.0

1711
2712

16.1 15.2

0

.1

7.5

9
10
11
12
13
14
15

8 721 11.5 10.5
9122 10.0 11.0
9222 12.0 11.5
9 322 11.0 11.0
9422 11.0 10.0
9 522 12.0 13.5

9 6 22

1 11.0 10.0
2 11.0 10.8
3 12.5 11.5
4 16.0 14.5
5 16.0 16.0
6 17.3 17.0
7 19.0 17.8

60
61

9.5 10.0

311312.011.0
321312.011.5
3313 13.011.0
341312.0 10.0
3513 13.512.5

361311.0

8

9.5

62
63

16
17
18

972 2 11.5 11.5

0

.3

64 10 1 2 3 12.0 12.0
65 10 2 2 3 14.0 12.0

19
20
21

1111.1 10.0
12 11.0 10.5

1 312.0 11.0

66 10 3 2 3 13.0 11.5

9.5

67 10 4 2 3 13.0 13.5
68 10 5 2 3 14.0 13.0

371 3 10.5 11.5
4114 12.0 12.0
4 21 4 13.0 12.0
4 314 13.0 11.5
4 41 4 13.0 13.0
4 51 4 14.0 12.5
4 61 4 13.0 11.5
4 71 4 13.5 11.5
5115 12.0 14.0
5215 14.0 14.0
5315 13.0 13.5
5415 13.0 15.0
5515 14.0 14.5
5615 11.5 13.5
5715 13.5 13.5
6116 14.0 15.0

22
23

24

14 13.1 12.0
15 13.0 14.0

69 10 6 2 3 11.5 10.5
70 10 7 2 3 13.5 11.5
71 11 1 2 4 18.0 17.0
72 11 2 2 4 20.0 17.0
73 11 3 2 4 19.0 16.5
74 11 4 2 4 19.0 18.5
75 11 5 2 4 20.0 18.0
76 11 6 2 4 17.5 15.5
77 12 7 2 4 19.5 16.5
78 12 1 2 5 18.0 19.0

1 6 15.1 15.0
17 18.1 16.5

21 10.9 10.0

25
26
27

22 11.0 11.0

28
29
30

2 3 13.0 12.0

2 4 19.0 17.0

2 5 19.0 18.1

123
124

31

2 6 19.5 19.1

32

2 7 20.0 19.1

125

79 12 2 2 5 20.0 18.0

33
34

0

.4

126
127

80 12 3 2 5 19.0 18.5

81 12 4 2 5 19.0 19.0

35

82 12 5 2 5 19.5 19.0

36



ANEXO 11l - ANALISE DE VARIANCIA PARA OS VALORES DO TRFL

Anélise estatistica do experimento fatorial 2x7 com 7 repeticGes delineado inteiramente
casualizado, usando o teste de Tukey para comparacdo de médias.
Data file: CATAR Title: Experimento fatorial 2x7 com 7rep
Function: FACTOR
Experiment Model Number 1: Two Factor Completely Randomized Design
Data case no. 1 to 98.
Factorial ANOVA for the factors:
Replication (Var 2: rep) with values from 1 to 7
Factor A (Var 3: fata) with values from 1 to 2
Factor B (Var 4: fatb) with values from 1 to 7

Variable 5: But
Grand Mean = 14.694 Grand Sum = 1440.000 Total Count = 98

TABTLE O F MEANS

2 3 4 5 Total

* 1 * 13.337 653.500
* 2 * 16.051 786.500
* * 1 11.000 154.000
* * 2 11.000 154.000
* * 3 12.500 175.000
* * 4 16.036 224.500
* * 5 16.000 224.000
* * [ 17.286 242.000
* * 7 19.036 266.500
* 1 1 11.143 78.000
* 1 2 11.000 77.000
* 1 3 12.000 84.000
* 1 4 13.071 91.500
* 1 5 13.000 91.000
* 1 6 15.071 105.500
* 1 7 18.071 126.500
* 2 1 10.857 76.000
* 2 2 11.000 77.000
* 2 3 13.000 91.000
* 2 4 19.000 133.000
* 2 5 19.000 133.000
* 2 6 19.500 136.500
* 2 7 20.000 140.000

ANALYSTIS O F VARIANCE TABLE

K Degrees of Sum of Mean ¥
Value Source Freedom Squares Square Value Prob
2 Factor A 1 180.500 180.500 169.6787 0.0000
4 Factor B 6 856.495 142.749 134.1910 0.0000
6 AB 6 153.964 25.661 24.1223 0.0000
=7 Error 84 89.357 1.064
Total 97 1280.316

Coefficient of Variation: 7.02%

s_ for means group 2: 0.1473 Number of Observations: 49
y

s_ for means group 4: 0.2757 Number of Observations: 14
y

s for means group 6: 0.3898 Number of Observations: 7

<



ANEXO IV — ANALISE DE VARIANCIA PARA OS VALORES DO STT1
Variable 6: STT1
Grand Mean = 13.944 Grand Sum = 1366.500 Total Count = 98

TABLE O F MEANS

2 3 4 6 Total

* 1 * 12.714 623.000
* 2 * 15.173 743.500
* * 1 10.000 140.000
* * 2 10.750 150.500
* * 3 11.500 161.000
* * 4 14.500 203.000
* * 5 16.036 224.500
* * 6 17.036 238.500
* * 7 17.786 249.000
* 1 1 10.000 70.000
* 1 2 10.500 73.500
* 1 3 11.000 77.000
* 1 4 12.000 84.000
* 1 5 14.000 98.000
* 1 6 15.000 105.000
* 1 7 16.500 115.500
* 2 1 10.000 70.000
* 2 2 11.000 77.000
* 2 3 12.000 84.000
* 2 4 17.000 119.000
* 2 5 18.071 126.500
* 2 6 19.071 133.500
* 2 7 19.071 133.500

ANALYSTIS O F VARIANCE TABTLE

K Degrees of Sum of Mean F
Value Source Freedom Squares Square Value Prob
2 Factor A 1 148.166 148.166 140.4053 0.0000
4 Factor B 6 850.245 141.707 134.2853 0.0000
6 AB 6 82.888 13.815 13.0911 0.0000
=7 Error 84 88.643 1.055
Total 97 1169.941

Coefficient of Variation: 7.37%

s_ for means group 2: 0.1468 Number of Observations: 49
y

s_ for means group 4: 0.2745 Number of Observations: 14
y

s_ for means group 6: 0.3883 Number of Observations: 7

=



ANEXO V - TESTE DE TUKEY PARA COMPARACAO DAS MEDIAS

Teste de Tukey para comparagdes de médias a nivel de 99% de probabilidade
Title : Experimento fatorial 2x7 com 7rep

Case Range : 103 - 109 Variable 5 : But Function : RANGE
Error Mean Square = 1.064 Error Degrees of Freedom = 84
No. of observations to calculate a mean = 7
Tukey's Honestly Significant Difference Test s = 0.3899 at alpha = 0.010
X
Original Order Ranked Order
Mean 1 = 11.00 C Mean 7 = 19.04 A
Mean 2 = 11.00 C Mean 6 = 17.29 AB
Mean 3 = 12.50 C Mean 4 = 16.04 B
Mean 4 = 16.04 B Mean 5 = 16.00 B
Mean 5 = 16.00 B Mean 3 = 12.50 C
Mean 6 = 17.29 AB Mean 2 = 11.00 C
Mean 7 = 19.04 A Mean 1 = 11.00 C
Case Range : 103 - 109 Variable 6 : STT1 Function : RANGE
Error Mean Square = 1.055 Error Degrees of Freedom = 84
No. of observations to calculate a mean = 7
Tukey's Honestly Significant Difference Test s = 0.3882 at alpha = 0.010
X
Original Order Ranked Order
Mean 1 = 10.00 C Mean 7 = 17.79 A
Mean 2 = 10.75 C Mean 6 = 17.04 A
Mean 3 = 11.50 C Mean 5 = 16.04 AB
Mean 4 = 14.50 B Mean 4 = 14.50 B
Mean 5 = 16.04 AB Mean 3 = 11.50 C
Mean 6 = 17.04 A Mean 2 = 10.75 C
Mean 7 = 17.79 A Mean 1 = 10.00 C
Case Range : 112 - 118 Variable 5 : But Function : RANGE
Error Mean Square = 1.064 Error Degrees of Freedom = 84
No. of observations to calculate a mean = 7
Tukey's Honestly Significant Difference Test s = 0.3899 at alpha = 0.010
b4
Original Order Ranked Order
Mean 1 = 11.14 CD Mean 7 = 18.07 A
Mean 2 = 11.00 D Mean 6 = 15.07 B
Mean 3 = 12.00 CD Mean 4 = 13.07 C
Mean 4 = 13.07 C Mean 5 = 13.00 C
Mean 5 = 13.00 C Mean 3 = 12.00 CD
Mean 6 = 15.07 B Mean 1 = 11.14 CD
Mean 7= 18.07 A Mean 2 = 11.00 D



Case Range
Error Mean Square
No. of observations to calculate a mean
Tukey's Honestly Significant Difference Test s_

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

1

~N o O b Wi

Case Range
Error Mean Square
No. of observations to calculate a mean
Tukey's Honestly Significant Difference Test s_

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

1 =

~N oy U1 b W N

Case Range
Error Mean Square

No. of observations to calculate a mean

119 - 125

112 - 118

10

11.
12.
14.
15.
16.

119 - 125

= 1.064

Original Order
10.
11.
13.
19.
19.
19.
20.

86
00
00
00
00
50
00

g =

= 1.055

Original Order
10.

00
.50
00
00
00
00
50

AB

= 1.055

CD
CD

Variable 5
Error Degrees of Freedom

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

7

Ranked Order

7

RN WS oo

Variable 6
Error Degrees of Freedom

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

7

Ranked Order
7 =

N WS 0o

Variable 6
Error Degrees of Freedom

7

Tukey's Honestly Significant Difference Test s_

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

1 =

~N o O W

Original Order
10.
11.
12.
17.
18.
19.
19.

00
00
00
00
07
07
07

B
AB
A
A

D
CD
C

Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean
Mean

Ranked Order
7 =

PN WS 0o

But Function
= 84
= 0.3899
X
20.00 A
19.50 A
19.00 A
19.00 A
13.00 B
11.00 C
10.86 C
STT1 Function
= 84
= 0.3882
X
16.50 A
15.00 AB
14.00 B
12.00 C
11.00 CD
10.50 CD
10.00 D
STT1 Function
= 84
= 0.3882
X
19.07 A
19.07 A
18.07 AB
17.00 B
12.00 C
11.00 CD
10.00 D

RANGE

at alpha =

RANGE

at alpha =

RANGE

at alpha =

0.010

0.010

0.010



ANEXO VI - Comparagao entre as médias gerais de T5 a T90 dos dois tratamentos (OMG
e G) pelo T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA O BUT

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 1 through 49 (OMG) Cases 50 through 98 (G)
Mean: 13.34 Mean: 16.05
Variance: 6.45 Variance: 16.46
Standard Deviation: 2.54 Standard Deviation: 4.006

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.5513
Numerator degrees of freedom: 48
Denominator degrees of freedom: 48
Probability: 0.0015

Result: Significant F - Reject the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.4676
Standard Deviation of the difference: 0.6838
t' Value: -3.9693
Effective degrees of freedom: 80

Probability of t': 0.0001

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
2.714 plus or minus 1.804 (0.910 through 4.519)

T-TEST PARA O STT1

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 1 through 49 (OMG) Cases 50 through 98 (G)
Mean: 12.71 Mean: 15.17
Variance: 5.97 Variance: 15.32
Standard Deviation: 2.44 Standard Deviation: 3.91

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.5664
Numerator degrees of freedom: 48
Denominator degrees of freedom: 48
Probability: 0.0014

Result: Significant F - Reject the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.4344
Standard Deviation of the difference: 0.6591
t' Value: -3.7311
Effective degrees of freedom: 80

Probability of t': 0.0003

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
2.459 plus or minus 1.739 (0.720 through 4.198)



ANEXO VII - Comparacao entre as médias de T5 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo T-
teste (teste de Student a 99% de probabilidade.

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 5 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 1 through 7 Cases 50 through 56
Mean: 11.14 Mean: 10.86
Variance: 3.06 Variance: 2.81
Standard Deviation: 1.75 Standard Deviation: 1.68
F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"
F Value: 1.0890
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.9202

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 2.9345
Variance of the difference between the means: 0.8384
Standard Deviation of the difference: 0.9157
t Value: 0.3120
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.7604

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
0.286 plus or minus 2.797 (=2.511 through 3.083)

T-TEST PARA STT1 (Comparagdo entre 5 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 1 through 7 Cases 50 through 56
Mean: 10.00 Mean: 10.00
Variance: 1.25 Variance: 1.067
Standard Deviation: 1.12 Standard Deviation: 1.29

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.3333
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.7358

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 1.4583
Variance of the difference between the means: 0.4167
Standard Deviation of the difference: 0.6455
t Value: 0.0000
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 1.0000

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
0.000 plus or minus 1.972 (=1.972 through 1.972)



ANEXO VIII - Comparacgdo entre as médias de T10 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo
T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade.

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 10 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 8 through 14 Cases 57 through 63
Mean: 11.00 Mean: 11.00
Variance: 0.83 Variance: 0.92
Standard Deviation: 0.91 Standard Deviation: 0.96

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.1000
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.9108

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.8750
Variance of the difference between the means: 0.2500
Standard Deviation of the difference: 0.5000
t Value: 0.0000
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 1.0000

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
0.000 plus or minus 1.527 (=1.527 through 1.527)

T-TEST PARA STT1 (Comparagdo entre 10 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 8 through 14 Cases 57 through 63
Mean: 10.50 Mean: 11.00
Variance: 0.58 Variance: 2.33
Standard Deviation: 0.76 Standard Deviation: 1.53

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 4.0000
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.1158

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 1.4583
Variance of the difference between the means: 0.4167
Standard Deviation of the difference: 0.6455
t Value: -0.7746
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.4536

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
0.500 plus or minus 1.972 (=1.472 through 2.472)



ANEXO IX - Comparacdo entre as médias de T15 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo T-
teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 15 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 15 through 21 Cases 64 through 70
Mean: 12.00 Mean: 13.00
Variance: 1.08 Variance: 0.92
Standard Deviation: 1.04 Standard Deviation: 0.96

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.1818
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.8445

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 1.0000
Variance of the difference between the means: 0.2857
Standard Deviation of the difference: 0.5345
t Value: -1.8708
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0859

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
1.000 plus or minus 1.633 (-0.633 through 2.633)

T-TEST PARA STT1 (Comparagdo entre 15 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 15 through 21 Cases 64 through 70
Mean: 11.00 Mean: 12.00
Variance: 1.00 Variance: 1.00
Standard Deviation: 1.00 Standard Deviation: 1.00

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.0000
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 1.0000

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 1.0000
Variance of the difference between the means: 0.2857
Standard Deviation of the difference: 0.5345
t Value: -1.8708
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0859

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
1.000 plus or minus 1.633 (-0.633 through 2.633)



ANEXO X - Comparacao entre as médias de T30 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo T-
teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 30 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 22 through 28 Cases 71 through 77
Mean: 13.07 Mean: 19.00
Variance: 0.37 Variance: 0.92
Standard Deviation: 0.61 Standard Deviation: 0.96

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.4839
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.2927

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.6429
Variance of the difference between the means: 0.1837
Standard Deviation of the difference: 0.4286
t Value: -13.8333
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
5.929 plus or minus 1.309 (4.619 through 7.238)

T-TEST PARA STT1 (Comparagcdo entre 30 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 22 through 28 Cases 71 through 77
Mean: 12.00 Mean: 17.00
Variance: 0.33 Variance: 1.00
Standard Deviation: 0.58 Standard Deviation: 1.00

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 3.0000
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.2070

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.6667
Variance of the difference between the means: 0.1905
Standard Deviation of the difference: 0.4364
t Value: -11.4564
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
5.000 plus or minus 1.333 (3.667 through 6.333)



ANEXO XI - Comparacao entre as médias de T45 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo T-
teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 45 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 29 through 35 Cases 78 through 84
Mean: 13.00 Mean: 19.00
Variance: 0.92 Variance: 0.58
Standard Deviation: 0.96 Standard Deviation: 0.76

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.5714
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.5968

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.7500
Variance of the difference between the means: 0.2143
Standard Deviation of the difference: 0.4629
t Value: -12.9615
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
6.000 plus or minus 1.414 (4.586 through 7.414)

T-TEST PARA STT1 (Comparagdo entre 45 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 29 through 35 Cases 78 through 84
Mean: 14.00 Mean: 18.07
Variance: 0.33 Variance: 1.37
Standard Deviation: 0.58 Standard Deviation: 1.17

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 4.1071
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.1095

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.8512
Variance of the difference between the means: 0.2432
Standard Deviation of the difference: 0.4932
t Value: -8.2560
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
4.071 plus or minus 1.506 (2.565 through 5.578)



ANEXO XII - Comparacéo entre as médias de T60 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo
T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 60 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 36 through 42 Cases 85 through 91
Mean: 15.07 Mean: 19.50
Variance: 0.70 Variance: 0.75
Standard Deviation: 0.84 Standard Deviation: 0.87

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.0678
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.9386

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.7262
Variance of the difference between the means: 0.2075
Standard Deviation of the difference: 0.4555
t Value: -9.7224
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
4.429 plus or minus 1.391 (3.037 through 5.820)

T-TEST PARA STT1 (Comparacdo entre 60 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 36 through 42 Cases 85 through 91
Mean: 15.00 Mean: 19.07
Variance: 0.33 Variance: 1.37
Standard Deviation: 0.58 Standard Deviation: 1.17
F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"
F Value: 4.1071
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.1095

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.8512
Variance of the difference between the means: 0.2432
Standard Deviation of the difference: 0.4932
t Value: -8.2560
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
4.071 plus or minus 1.506 (2.565 through 5.578)



ANEXO XIII - Comparacdo entre as médias de T90 dos dois tratamentos (OMG e G) pelo
T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT (Comparacdo entre 90 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 43 through 49 Cases 92 through 98
Mean: 18.07 Mean: 20.00
Variance: 0.70 Variance: 0.33
Standard Deviation: 0.84 Standard Deviation: 0.58

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.1071
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.3863

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 0.5179
Variance of the difference between the means: 0.1480
Standard Deviation of the difference: 0.3847
t Value: -5.0138
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0003

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
1.929 plus or minus 1.175 (0.754 through 3.104)

T-TEST PARA STT1 (Comparagdo entre 90 dias)

GRUPO OMG: GRUPO G:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 43 through 49 Cases 92 through 98
Mean: 16.50 Mean: 19.07
Variance: 0.83 Variance: 1.37
Standard Deviation: 0.91 Standard Deviation: 1.17

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.6429
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.5616

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Pooled s squared: 1.1012
Variance of the difference between the means: 0.31406
Standard Deviation of the difference: 0.5609
t Value: -4.5843
Degrees of freedom: 12

Probability of t: 0.0006

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
2.571 plus or minus 1.713 (0.858 through 4.285)



ANEXO XIV - Comparacdo entre as médias do teste de BUT E STT1 para T30 e T45 do
grupo OMG pelo T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT GRUPO OMG (Comparacdo entre 30 e 45 dias)
BUT T35 OMG:

BUT T40 OMG:

Variable 5 : But Variable 5 But
Cases 22 through 28 Cases 29 through 35
Mean: 13.07 Mean: 13.00
Variance: 0.37 Variance: 0.92
Standard Deviation: 0.61 Standard Deviation: 0.96
F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 VARIANCE 2"
F Value: 2.4839
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.2927
Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"
Variance of the difference between the means: 0.0765
Standard Deviation of the difference: 0.2766
t Value: 0.2582
Effective degrees of freedom: 6
Probability of t: 0.8049

Result:

Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means
0.071 plus or minus 1.026

(for alpha=0.01):
(-0.954 through 1.097)

T-TEST PARA STT1l GRUPO OMG (Comparacdo entre 30 e 45 dias)

Ndo foi possivel realizar



Para os dois intervalos propostos, usando a estimativa das medidas
descritivas béasicas, referindo-se a varidncia, estd tem o mesmo valor.

Data file : CATAR
Title : Experimento fatorial 2x7 com 7rep
Function : STAT
Data case no. 22 to 28 (T30 OMG)
Variable No. of

Number Cases Minimum Maximum Sum
STT1
6 7 11.500 13.000 84.000
Variable Standard Standard
Number Mean Variance Deviation Error
6 12.000 0.333 0.577 0.218

Data file : CATAR
Title : Experimento fatorial 2x7 com 7rep
Function : STAT
Data case no. 29 to 35 (T45 OMG)
Variable No. of

Number Cases Minimum Maximum Sum
STT1
6 7 13.500 15.000 98.000
Variable Standard Standard
Number Mean Variance Deviation Error
6 14.000 0.333 0.577 0.218

Comparacdo no Sttl entre as linhas 22 a 28 com as linhas 29 a 35.

A férmula é h|=///9//82 para o caso do tzinho para dados emparelados.
\' N

Dados _
22 2 28 |12 |12 11,5013 J[12,5]11,5]11,5 | Piferenca
média
29 a 35 |14 |14 |13,5|15 |14,5]13,5|13,5
d 2 -2 [-2 2 -2 2 —2 —2

— 2
Variancia= 2 & -X %_1

O numerador da varidncia sera ZERO e Zero dividido por 6 que
representa grau de liberdade do numero de pares também é zero,
portanto ndo hé& variacgdo entre os dados experimentais. Fica impossivel
a aplicacdo de um teste de significancia.



ANEXO XV - Comparacdo entre as médias do teste de BUT E STT1 para T30 e T90 do
grupo OMG pelo T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT GRUPO OMG (Comparagcdo entre 30 e 90 dias)

BUT T30: BUT T90:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 22 through 28 Cases 43 through 49
Mean: 13.07 Mean: 18.07
Variance: 0.37 Variance: 0.70
Standard Deviation: 0.61 Standard Deviation: 0.84

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.9032
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.4532

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.0476
Standard Deviation of the difference: 0.2182
t Value: -22.9129
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
5.000 plus or minus 0.809 (4.191 through 5.809)

T-TEST PARA STT1 GRUPO OMG (Comparacdo entre 30 e 90 dias)

STT1 30: STT1 90:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 22 through 28 Cases 43 through 49
Mean: 12.00 Mean: 16.50
Variance: 0.33 Variance: 0.83
Standard Deviation: 0.58 Standard Deviation: 0.91

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.5000
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.2894

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.0595
Standard Deviation of the difference: 0.2440
t Value: -18.4445
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 0.0000

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
4.500 plus or minus 0.905 (3.595 through 5.405)



ANEXO XVI - Comparagdo entre as medias do teste de BUT E STT1 para T30 e T45 do
grupo G pelo T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT GRUPO G (Comparacdo entre 30 e 45 dias)

SAMPLE ONE: SAMPLE TWO:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 71 through 77 Cases 78 through 84
Mean: 19.00 Mean: 19.00
Variance: 0.92 Variance: 0.58
Standard Deviation: 0.96 Standard Deviation: 0.76

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.5714
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.5968

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.0119
Standard Deviation of the difference: 0.1091
t Value: 0.0000
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 1.0000

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
0.000 plus or minus 0.405 (-0.405 through 0.405)

T-TEST PARA STT1l GRUPO G (Comparacdo entre 30 e 45 dias)

STT1 30: STT1 45:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 71 through 77 Cases 78 through 84
Mean: 17.00 Mean: 18.07
Variance: 1.00 Variance: 1.37
Standard Deviation: 1.00 Standard Deviation: 1.17

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.3690
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.7126

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.06406
Standard Deviation of the difference: 0.2542
t Value: -4.21406
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 0.0056

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
1.071 plus or minus 0.942 (0.129 through 2.014)



ANEXO XVII - Comparacao entre as médias do teste de BUT E STT1 para T30 e T90 do
grupo G pelo T-teste (teste de Student a 99% de probabilidade).

T-TEST PARA BUT GRUPO G (Comparacgdo entre 30 e 90 dias)

BUT T30: BUT T90:
Variable 5 : But Variable 5 : But
Cases 71 through 77 Cases 92 through 98
Mean: 19.00 Mean: 20.00
Variance: 0.92 Variance: 0.33
Standard Deviation: 0.96 Standard Deviation: 0.58

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 2.7500
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.2437

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.0833
Standard Deviation of the difference: 0.2887
t Value: -3.4641
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 0.0134

Result: Non-Significant t - Accept the Hypothesis
Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
1.000 plus or minus 1.070 (=0.070 through 2.070)

T-TEST PARA STT1l GRUPO G (Comparacdo entre 30 e 90 dias)

STT1 30: STT1 90:
Variable 6 : STT1 Variable 6 : STT1
Cases 71 through 77 Cases 92 through 98
Mean: 17.00 Mean: 19.07
Variance: 1.00 Variance: 1.37
Standard Deviation: 1.00 Standard Deviation: 1.17

F-TEST FOR THE HYPOTHESIS "VARIANCE 1 = VARIANCE 2"

F Value: 1.3690
Numerator degrees of freedom: 6
Denominator degrees of freedom: 6
Probability: 0.7126

Result: Non-Significant F - Accept the Hypothesis
T-TEST FOR THE HYPOTHESIS "MEAN 1 = MEAN 2"

Variance of the difference between the means: 0.06406
Standard Deviation of the difference: 0.2542
t Value: -8.1483
Effective degrees of freedom: 6

Probability of t: 0.0002

Confidence limits for the difference of the means (for alpha=0.01):
2.071 plus or minus 0.942 (1.129 through 3.014)



