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RESUMO:

Silva, Leandro Nogueira. Comparacdo de quatro diferentes testes quantitativos de producéo
lacrimal em cé@es domeésticos, Seropédica: UFRRIJ, 2010 n° p. (Dissertagdo, Mestrado em Medicina
Veterinaria)

Em relagdo a mensuragdo da produgdo lacrimal, a técnica de leitura lacrimal com o fio de algodao
embebido em uma solu¢do indicadora de pH vem se mostrando vantajosa em relagdo ao Teste
Lacrimal de Schirmer I (TLS I) em diversos estudos, devido a menor largura do material de teste e
tempo de realizacdo deste, o que leva a uma menor producdo lacrimal reflexa e uma leitura mais
préxima da producdo lacrimal basal ou real. Este experimento teve como objetivos, testar diferentes
tipos de fios e avaliar qual o mais indicado a realizagdo dos testes, desenvolver um material de
medi¢do quantitativo da producdo lacrimal de fio impregnado com vermelho fenol, testar outro
indicador de pH, estabelecer um padrao de leitura para estes ¢ o ZoneQuick® da Menicon e
compara-los ao TLS I avaliando suas vantagens e desvantagens. Para isto, foram selecionados 50
caes da raca Beagle, machos e fémeas, com idade variando de 1 a 8 anos do Canil do Laboratorio de
Quimioterapia Experimental Parasitolégica da UFRRIJ, e produzidos dois testes com Fio de
Algodao impregnados com Vermelho Fenol ou Verde de Bromocresol. Em seguida foi feita a
padronizagdo da leitura dos trés testes em comparagdo ao TLS I, obtendo-se como faixa normal de
leitura para o Teste de Fio de Algodio com Vermelho Fenol de 13,6 a 22,7 mm/15seg., o
ZoneQuick® da Menicon entre 22,7 e 37,8mm/15seg. e o Teste de Fio de Algoddo com Verde de
Bromocresol de 13,7 a 22,8 mm/15 seg.. Dentre os trés testes, o ZoneQuick® apresentou a menor
viragem na cor do indicador e o Teste de Fio de Algoddo com Verde de Bromocresol a maior o que,
juntamente com o menor erro padrio por este apresentado, facilita sua leitura e reduz a chance de
falso positivo ou negativo. Na etapa de comparagdo entre os TLS I, Fio de Algodao com Verde de
Bromocresol e Fio de Algoddo com Vermelho Fenol este tltimo gerou menor produgdo lacrimal
reflexa, com uma leitura mais proxima da real.

Palavras Chaves: Cao, Sistema Lacrimal, Testes Quantitativos de Produgdo Lacrimal
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ABSTRACT:

Silva, Leandro Nogueira. Standardization and comparison of three different quantitative tests of tear production

in dogs, Seropédica: UFRRJ, p. 2010 (Thesis, Master of Veterinary Medicine)

Regarding the measurement of tear production, the technique of reading tear with a cotton soaked in a pH indicator
solution has proven to be advantageous compared to Schirmer Tears Test in many studies due to the smaller width of the
test material and time for attaining this , which leads to less reflex tear production and a closer reading of basal tear
production or real. This experiment aimed to develop a quantitative measurement equipment in tear production similar

to the ZoneQuick® Menicon and improve it, establish a pattern of reading to those and evaluate their advantages and

disadvantages. For that, we selected 50 beagle dogs, male and female, aged 1-8 years from the Canil do Laboratorio de
Quimioterapia Experimental Parasitologica of UFRRIJ, and produced two tests with Cotton Thread with Phenol Red and
Bromocresol Green. Afterwards was made the reading standization of those three tests compared to the Schirmer tear

test, getting as normal range of reading for the tests with Cotton Thread with Phenol Red 13.6 to 22.7 mm/15seg., the

ZoneQuick® Menicon of between 22, 7 and 37.8 mm/15seg. and tests with Cotton Thread with the Bromocresol

Green 13.7 to 22.8 mm/15seg.. Among those three tests, the ZoneQuick® showed the smallest shift in color of the

indicator and the largest Cotton Thread with the Bromocresol Green which along with the smaller standard error
presented by this facilitates its reading and reduces the chance of false positive or negative. In a comparison between
the Schirmer Tears Test , Cotton Thread with the Bromocresol Green tests and Cotton Thread with Phenol Red latter,

generated less reflex tear production, with a reading closer to the real.

Key words: Dog, Lacrimal System, Production Testing Quantitative Lacrimal
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1.  INTRODUCAO:

A incidéncia de quadros moérbidos do sistema lacrimal, principalmente a ceratoconjuntivite
seca, vem aumentando significativamente em caninos domésticos o que implica na necessidade de
melhoria das técnicas de diagndstico e tratamento.

As tentativas para se desenvolver um teste para mensuragao da real producdo lacrimal, ja
duram cerca de 100 anos, sendo que, atualmente existem varios testes (qualitativos e quantitativos)
para avaliar as alteragdes do filme lacrimal porém nenhum deles pode ser considerado 100% eficaz.

Em cdes, os testes quantitativos mais utilizados, sdo o TLS I e o filtro de papel (coador de
café)! cortado em tiras de 5 por 50 milimetros, que medem a producdo basal e reflexa, nio sendo
capazes de avaliar a secre¢do “real” ou basal sem a dessensibilizacdo da superficie ocular com o uso
de um colirio anestésico, como feito no TLS II. Este fato pode gerar erros de diagndstico,
conferindo valores de producdo de lagrima normais a animais com diminui¢do mérbida da producao
lacrimal, dificultando a identifica¢dao e tratamento precoce, € colocando em risco a higidez visual
dos caninos acometidos.

Em humanos, o teste do fio com vermelho fenol vem-se mostrando mais eficaz, com uma
leitura mais proxima da basal em funcdo da rapidez e menor desconforto a sua aplicacdo quando
comparado aos anteriormente descritos, segundo estudos em humanos realizados no Brasil
utilizando um fino fio de algodao especial impregnado de Vermelho Fenol produzido pela Menicon
0 ZoneQuick® (HIDA, 2005). Com relagdo aos caes existem poucas pesquisas sobre os padrdes de
leitura e vantagens ou desvantagens deste teste com relagdo aos métodos quantitativos padrdes
atualmente utilizados.

Assim, buscou-se neste estudo avaliar o ZoneQuick®, desenvolver e testar outros materiais
de medi¢do quantitativa da producdo lacrimal com fio impregnado com vermelho fenol e outro

indicador de pH, e compara-los ao teste lacrimal de Schirmer I.

Marca de papel de filtro de café facilmente encontrado em todo o Brasil



2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1. Filme Lacrimal:

O filme lacrimal pré-corneano ¢ uma barreira que protege a cornea do meio exterior sendo
responsavel por manter a sua saude e a fungdo normal, pois remove residuos e detritos, fornece
umidade, lubrificagdo e nutrientes essenciais, tais como oxigénio e glicose, e contém
imunoglobulinas, enzimas e outras proteinas que sdo importantes para protecdo do olho
(PICCIONE, 2009). Sua espessura no centro da cornea ¢ de 7 a 10 um e apresenta trés fases ou
camadas: lipidica, aquosa e mucosa, dispostas nesta ordem, sendo a camada lipidica superficial

ligada a camada aquosa e a mucinica a aquosa e a cornea (GRAHN & STOREY, 2004).

2.1.1 Camada L.ipidica:

Esta ¢ a fase mais superficial do filme lacrimal pré-corneano secretado pelas glandulas de
Zeiss e especialmente pelas Tarsais ou Meibomianas. E composta por uma mistura de lipideos
polares e ndo polares e permanece fluida a 35° Celsius, sendo constituida por colesterol,
triglicerideos e fosfolipidios, onde a fragdo polar (fosfolipidios) fica em contato com a camada
aquosa do filme lacrimal e a apolar com o ar (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

Sua espessura ¢ relativamente pequena variando no cdo de 0,013 a 0,6 um. Ela forma uma
unica camada elastica que cobre a fase aquosa, ligando o filme lacrimal pré-corneano as margens
palpebrais inferior e superior, prevenindo o seu transbordamento devido a sua alta tensao
superficial, além de diminuir a evaporagdo da camada aquosa, aumentar o tempo de quebra do filme

lacrimal e a sua osmolaridade (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.1.2. Camada Aquosa:

Com uma espessura média de 7 um, esta representa > 60% do filme lacrimal. E secretada pela
glandula lacrimal principal, pela glandula da membrana nictitante e glandulas lacrimais acessorias
da conjuntiva, (GUM et. al., 1999). Ela ¢ composta de 98,2% de agua e de 1,8% de materiais
solidos (como minerais, proteinas, glicose, células sanguineas) (IWATA, 1983).

Em caes, a concentragcdo de proteinas na fase aquosa da lagrima ¢ de 3,5 a 6,2 mg/ml, sendo,
principalmente, globulinas (93%, principalmente de imunoglobulinas A e G), albumina (4%),
lisozimas (3%) e lactoferrinas (GUM et. al., 1999). No cao o pH médio segundo Gum et. al. (1999)
¢ de 7,5, ja para Saito & Kotani (2001) e Saito et. al. (2001) é em torno de 7 podendo haver



variagoes que segundo Browm (1997) vao de 6,8 a 7,5.

A fase aquosa nutre a superficie corneana avascular, ao fornecer glicose, sais minerais e
proteinas além de atuar como meio de transferéncia do oxigénio atmosférico. Promove a
lubrificacdo do epitélio corneal, conjuntival e da membrana nictitante, facilitando a passagem das
palpebras e membrana nictitante sobre a cdrnea. Ela protege ao remover material estranho,
metabolitos provenientes da cornea (didxido de carbono, acido latico, entre outros), debris celulares
e bactérias do saco conjuntival e superficie corneana (MOORE, 1999). Apresenta propriedade
antibacteriana por conter células inflamatorias (atraidas por influéncias quimiotaticas durante a
inflamacdo), anticorpos (imunoglobulina A - IgA) e enzimas como lactoferrinas e lisozimas .
Realiza uma lavagem que protege contra agressdes mecanicas, microbianas e térmicas (IWATA,

2004; GERMAN et. al., 1998).

2.1.3. Camada Mucosa:

A camada mucosa tem na sua composi¢do mucina, imunoglobulinas (como a IgA), uréia, sais
minerais, glicose, leucocitos, debris celulares e enzimas (como as lizozimas) (GUM et. al., 1999;
NICHOLS et. al., 1985). Ela lubrifica e protege a cornea, prevenindo o ressecamento, fixa o filme
lacrimal sobre seu epitélio, diminuindo as forcas de atrito sobre este, e inibe o desenvolvimento
bacteriano (MCKENZIE et. al., 2000). Ela fixa o filme lacrimal pré corneano sobre a cornea e a
lubrifica (GUM et. al., 1999)

A mucina ¢ uma miscelanea de glicoproteinas de diferentes formas moleculares que
apresentam como particularidade a presenca de um poélo hidrofilico em contato com a fase aquosa e
um polo hidrofébico em contato com o epitélio corneal hidrofébico, funcionando como um meio de
ligagdo entre eles. E produzida pelas células caliciformes e langada no saco conjuntival (GRAHN &
STOREY, 2004), Apesar disto o muco ndo estd firmemente aderido sobre a cornea, deslizando
livremente sobre esta e se distribuindo de forma uniforme, o que contribui para a protecdo desta
contra o atrito durante o movimento palpebral (DILLY, 1986) e remocdo de debris celulares,
microrganismos e material estranho, que sdo captados, agrupados e levados ao fornix conjuntival,
sendo expulsos do olho pelo ducto nasolacrimal (ADAMS, 1986; LEMP & BLACKMAN, 1981).
Ela se adere as microvilosidades corneais, minimizando as irregularidades do epitélio corneal, o que
contribui junto com as outras camadas da lagrima para uma superficie ocular lisa, importante para o
perfeito funcionamento optico Deficiéncias na produ¢do da por¢do aquosa do filme lacrimal, danos
ao epitélio ou glicocalice e aumento na perda de células epiteliais, podem levar a uma maior

aderéncia do muco a si proprio ou ao epitélio, o que forma aglomerados mucosos e leva a

instabilidade do filme lacrimal (ASHUTOSH, 1993; CHANDLER & GILLETTE, 1983)



2.2. Dinamica do Filme Lacrimal:

O filme lacrimal ¢ totalmente renovado em poucos minutos. A secrecdo basal do filme ¢ de
0,5 a 1 pl/min e esta producdo pode variar ligeiramente num mesmo individuo ao longo do dia
(BERGER et al., 1998; HAKANSON et. al., 1997). Estudos realizados mostram uma variagao na
leitura da producdo lacrimal ao longo do dia com o TLS I de 2 milimetros, esta variagdo ¢ pequena
para ter significado clinico mas ¢ estatisticamente significante e pode ter implicagdes fisioldgicas,
sendo que o pico de producdo ocorre as 20:00 horas e a minima as 08:00 horas (PICCIONE, 2008).

O controle da secre¢ao ¢ multifatorial e isto ainda ndo foi completamente elucidado. A
inervagdo parassimpatica estimula as glandulas lacrimais e da membrana nictitante. Ja a inervacao
adrenérgica poderia também as estimular (POWELL et. al., 1989). Outros mediadores quimicos,
como os agonistas beta-adrenérgicos, agonistas colinérgicos, peptideos e diversos hormoénios como
a prolactina e os androgénicos, sdo também mencionados como estimuladores da secre¢ao lacrimal
(STILES et. al., 1997).

A qualidade do filme lacrimal ndo s6 depende da produ¢do normal das diversas fracdes acima
mencionadas, mas também da motilidade ocular, da integridade anatomica e funcional das
palpebras (14 piscadelas por minuto em caes), mas se a oclusdo ndo ¢ completa, a eficacia dos
movimentos palpebrais cai a 45%.( REGNIER, 2001; DEAN, 1997; CARRINGTON, 1987). A cada
piscar de palpebras, a camada lipidica ¢ secretada e forma uma fina, porém resistente membrana
entre as duas margens palpebrais (MOORE, 1990). Quando elas se afastam uma da outra, a parte
lipidica espalha-se rapidamente sobre a superficie da camada aquosa. A fase aquosa sofre a agao de
uma forga centrifuga que a espalha sobre a cornea em dire¢do a periferia desta e a fase lipidica uma
forca centripeta que a espalha em direcdo ao centro da cornea. O movimento palpebral e do globo,
promove o aumento e a diminui¢do do saco conjuntival, e um contato entre a conjuntiva palpebral e
a cornea, com isto a mucina se espalha sobre a cornea preenchendo as microvilosidades e atuando
como um elo de ligacdo entre a camada aquosa e a cornea (GUM et. al., 1999). Em caes, o papel de
disseminagdo do filme lacrimal é também atribuido &8 membrana da membrana nictitante. A maior
parte do filme lacrimal se acumula, em func¢do da gravidade, no férnice conjuntival inferior,
formando um lago lacrimal, durante o fechamento das palpebras o musculo orbicular contrai
contribuindo para a drenagem da lagrima pelo ponto lacrimal, pois, a parede do saco lacrimal ¢
tensionada, criando uma pressao menor no limen, fazendo com que a lagrima o adentre. Este efeito
sifio do saco lacrimal em adicdo a capilaridade do ducto nasolacrimal, sdo os principais
responsaveis pelo bombeamento da lagrima pelo ducto (GRAHN, 1999). A secrecdo e a producao
devem ocorrer em harmonia com a eliminagdo, ndo havendo derramamento lacrimal fora do trato

lacrimal. Estima-se que 70% da lagrima ¢ drenada pelos pontos lacrimais, sendo o restante
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eliminado por evaporacdo (SLATTER, 2005).

2.3. Avaliacédo Quantitativa do Filme Lacrimal:

2.3.1. Teste Lacrimal de Schirmer:

Este método foi desenvolvido por Schirmer em 1903 e a partir de 1941 com o uso de tiras de
papel Whatman 41 para padronizar o procedimento, passou a ser amplamente utilizado
(BARABINO et. al., 2004). Neste promove-se a exploragdo quantitativa da produgdo da fase aquosa
do filme lacrimal pré-corneano, através do uso de uma tira papel filtro (0,5x 5,0 cm) graduada de 5
em 5 mm, cuja extremidade (0,5cm) ¢ colocada no fornix conjuntival inferior (STRUBBE &
GELATT, 1999; GELATT et. al., 1975).

O teste dura um minuto e os resultados sdo apresentados em milimetros por minuto. Existem
dois tipos: o Teste Lacrimal de Schirmer I (TLS I), medindo o total de secre¢ao lacrimal e o Teste
Lacrimal de Schirmer II (TLS II) realizado com a instilacdo de anestésico topico e secagem do
fornix conjuntival medindo principalmente a produgdo lacrimal basal (PICIONE et. al., 2009).
Mesmo com o uso de colirio anestésico, a presenca de secrecdo lacrimal reflexa tem sido
documentada (BARABINO et. al., 2005). Recomenda-se manter as palpebras abertas, mas o seu
fechamento pouco interfere no resultado da leitura final. No TLS I a lagrima ¢ absorvida pelo papel
saturando-o, nos primeiros 10 segundos de estudo, hd uma grande absor¢do com gradiente médio de
29,6 £16,9 mm/min., seguido por uma fase estacionaria com 5,3 +2.3 mm/min. Isto permite a
avaliacdo da secregdo lacrimal total, onde inicialmente o papel absorve principalmente a lagrima
presente no fornice conjuntival e depois a produgdo lacrimal basal e reflexa (causada em parte pela
irritagdo originada pela fita utilizada no teste), através da graduagdo (WILLIAMS, 2005). Em caes
sdo considerados normais resultados entre 15 ¢ 25 mm/min, sendo que resultados entre 15 ¢ 8
mm/min sao considerados suspeitos € abaixo de 8mm/min ¢ diagnosticada a ceratoconjuntivite seca

(SLATTER, 2005).

2.3.2. Teste de Fio com Indicador de pH:

Em 1975, foi desenvolvido por Kurihashi et al. um método de avaliagdo utilizando um fino
fio de algoddo ao invés da fita de papel de filtro do teste lacrimal de Schimmer (TLS) (HIDA et al.,
2005). O fio feito com algoddo de alta qualidade tem de 0,2 a 0,3 milimetros de espessura

(BARABINO et. al., 2004). A nova técnica foi melhorada com a impregnacao do fio por vermelho



fenol (fenol sulfo-naftaleina), uma solug¢do usada como corante sensivel ao pH normal da lagrima,
cuja cor varia gradualmente do amarelo ao vermelho na faixa de pH entre 6,6 e 8,0, e acima do pH
8,1 apresenta uma cor rosa brilhante (magenta) . O fio com 75 milimetros de comprimento ¢é
dobrado a 3 mm da extremidade de sua borda superior (HOLT et. al., 2006) para facilitar a sua
fixagdo na borda palpebral inferior (HIDA et al., 2005).

Quando em contato com a lagrima, a por¢ao umidificada por ela passa do amarelo para o
vermelho alaranjado, em fun¢do da natureza alcalina desta. Apds 15 segundos a extensdo do fio
modificada ¢ medida em milimetros. Em humanos o padrao normal de leitura ¢ 19,77 = 7,90 mm
(HIDA et al., 2005). Para caes ¢ de 29,3 + 3,45 mm/15 seg (SAITO & KOTANI, 2001).

Os indicadores visuais de pH sdo substancias capases de mudar de cor dependendo da solugdo
na qual estdo contidos, em fung¢do de fatores diversos com pH, potencial elétrico, complexacdo com
ions metalicos e adsorcdo de so6lidos. Sdo substincias organicas fracamente acidas (indicadores
acidos) ou fracamente basicas (indicadores basicos), que adcionadas a uma solugdo se ligam a ions
H+ ou OH-, alterando sua configuracdo molecular e por consequéncia a cor (TERSI & ROSSI,
2002).

Estes indicadores tem diversas utilizagdes na medicina com ¢ o casos do Verde de
Bromocresol ou tetrabromometacresolsulfonoftaleina, que apresenta cor amarela palida, ¢ inodoro e
varia de cor do amarelho em solugdes com pH abaixo de 3,8 para o azul em solu¢des com pH acima
de 5,4. Este ¢ usado na determinagdo de albumina sérica e junto com o purpura de bromocresol

(outro indicador de pH) na analize de farmacos veterinarios (Amina, 1997).

2.4. Exame do Aparelho Excretor:

Teste de Jones verifica a funcionalidade da por¢ao excretora através da instilacdo de uma gota
da solu¢ao de fluoresceina no olho, e verificando o aparecimento do corante no Ostio nasal
correspondente. Normalmente a fluoresceina atravessa o sistema de drenagem nasolacrimal em 5
minutos (STRUBBE & GELATT, 1999). No entanto at¢ 50% dos cdes normais apresentam
resultado negativo ao teste (BARNETT, 1998), sendo que s6é devem ser considerados os resultados
positivos, principalmente em ragas braquicefalicas, nas quais o caminho nasolacrimal desemboca
caudalmente na garganta, sendo necessario abrir a boca do animal para visualizar lingua e faringe a
procura de presenca da coloracdo e dar o diagndstico positivo (CLERC, 1986; STRUBBE &
GELATT, 1999).



3. MATERIAL E METODOS:

3.1. Animais:

Ao todo foram utilizados no experimento 50 cdes da raca Beagle, sendo 25 fémeas e 25
machos, com idade média de 1 ano e 8 meses do Canil do Laboratério de Quimioterapia
Experimental Parasitologica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Todos foram
mantidos em canis, com abrigo, agua e comida a vontade, e limpos diariamente apresentando boas
condi¢des de higiene. A selecdo dos animais foi feita de forma aleatoria, sendo o critério de
exclusdo producao lacrimal igual a zero pelo Teste Lacrimal de Schirmer I. Entraram no estudo
animais, com boa saude ocular e outros com ceratoconjuntivite seca de modo a padronizar o teste,
tendo como referéncia uma populacao de caes proxima a realidade clinica de centros oftalmologicos

veterinarios.

3.2. Laboratérios:

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Quimica Analitica da UFRRJ? e no

Laboratério de Quimioterapia Experimental Parasitologica da UFRRJ?

3.3. Material utilizado:

3.3.1. Fios:

Foram utilizados os fios 100% poliester TEX 80* (F1), 63% poliester e 37% algoddo TEX
25° (F2), 100% algodio TEX 34° (F3), 100% algoddo TEX 427 (F4), 100% algoddo TEX 85% (E5).

3.3.2. Testes Quantitativos Comerciais:

Foram empregados os o Teste lacrimal de Schimmer’ (TLS) e 0 ZoneQuick® '’

BR-465, Km 7. Seropédica/Rio de Janeiro

BR-465, Km 7. Seropédica/Rio de Janeiro
Drima® Pesponto TEX 80 Coats Corrente Téxtil Ltda, Brasil

Corrente Laranja® Linha para costura TEXT 25, Coats Corrente Téxtil Ltda, Brasil
Corrente® linha para costura Sewing Thread TEX 34, Coats Corrente Téxtil Ltda, Brasil
Glacé 40® TEX 42, Coats Corrente Téxtil Ltda, Brasil

Pipa 10® TEX 85, Coats Corrente Téxtil Ltda, Brasil
Ophthalmus, Rua Ataulfo de Paiva, n°566, Lj. 302, Leblon, Rio de Janeiro

= = LY I N U R )



3.3.3. Solucoes Indicadoras de pH e Tampao:

As solugdes indicadoras de pH utilizadas foram o vermelho fenol'!' na dilui¢ao de 0,1; 0,15;
0,2% em alcool etilico 99,8% ¢ o verde de bromocresol'? na dilui¢ao de 0,05%, 0,1% ¢ 0,2%e em
alcool etilico 99,8%"°, sendo este selecionado pela faixa de pH de viragem e pelo contraste tonal
obtido com a mesma (do verde ao azul em pH acima de 3,6, sendo sua faixa de viragem de 3,6 a
5,4, segundo o fabricante).

Foi utilizada uma solucao tampao de pH 6,98 a base de fosfatos produzida pelo laboratério de

Quimica Analitica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.3.4. Outros Materiais

Escalimetro na escala de 1:100 para as medi¢des'*

3.4. Métodos

3.4.1. Selecao dos Fios

Foram selecionados cinco tipos de fios com composicao e espessuras diferentes, para serem
avaliados e se determinar o tipo ideal para a produgdo do material de teste e realizagao da leitura da
produgdo lacrimal em cdes. A avaliagdo foi dividida em trés etapas, primeiro foram preparadas as
solu¢do de Vermelho Fenol, em segundo a preparagdo dos fios impregnados com Vermelho Fenol e

em terceiro os testes in vitro.

3.4.2. Preparacao das Solugdes de Vermelho Fenol

Foram preparadas trés solucdes de Vermelho Fenol diluidas em alcool etilico a 99,8% de

pureza em concentracdes de 0,1%, 0,15% e 0,2%. Estas foram escolhidas, pois a diluicdo padrdo
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para indicadores de ph ¢ 0,1% e se quis testar concentragdes maiores para melhorar a visualizagao

na viragem de coloragdo do indicador.

3.4.3. Preparacéo dos Fios Impregnados com Vermelho Fenol

Em seguida, foram cortados trés pedagos de 80 cm de cada fio (F1, F2, F3, F4 e F5) e
mergulhados nestas solugdes durante 15 segundos, sendo logo em seguida colocados para secar ao
ar. Ap6s a secagem cada pedago impregnados foi fragmentado em 10 pedagos de 75 milimetros,
sendo posteriormente designados pela sigla do fio seguida da concentracao (ex: F1-0,1%; F3-0,2).
Nesta etapa foram avaliados a coloragdo final e o nivel de rigidez dos fios testados apos a
impregnagao.

A avaliacdo destes parametros ¢ extremamente importante pelos seguintes motivos:

a) Coloracao final ap6s impregnagdo e secagem — durante a absor¢cdo da lagrima se
espera a viragem da coloracdo do amarelo para o laranja ou vermelho (TFAVF).
Uma capacidade de impregnacdo excessiva poderia levar a uma coloracdo final do
fio apds impregnacdo e secagem laranja ou vermelha dificultando a visualizacdo da
viragem do Vermelho Fenol que vai do amarelo para o laranja, vermelho alaranjado
ou vermelho de acordo com o pH;

b) Rigidez do fio apds impregnacdo e secagem — uma maleabilidade excessiva
dificultaria a colocagdo dos 3 milimetros necessarios no saco conjuntival, tornando
o teste muito dificil de ser realizado. Contudo uma maior rigidez pode ferir a
conjuntiva e/ou cornea do animal e pode provocar uma maior produ¢do lacrimal
reflexa, levando a maiores diferencas de leitura entre os olhos. Os fios foram
classificados com o caractere (+), onde o(s) de melhor rigidez receberiam

classificagdao +++, o(s) de pior + e o(s) que apresentassem rigidez intermedidria ++;

3.4.4. Testes in vitro

Nesta etapa as amostra de fios impregnados com Vermelho Fenol produzidas foram testadas
na sua capacidade de absor¢do e viragem na coloragdo. Para isto, 3 milimetros de uma das
extremidades de cada fio foi mergulhado numa solugao tampao por 15 segundos, medindo-se em
seguida a parte umedecida com um escalimetro na escala de 1/100 obtendo-se o valor em

milimetros por 15 segundos (mm/15seg.) para avaliar a capacidade de absor¢do e avaliando-se,
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através de inspe¢do desarmada a variacdo da coloracdo a medida que a solucdo tampdo era
absorvida para se determinar a capacidade de viragem da coloragdo de cada fio.
A avaliacdo destes parametros ¢ extremamente importante pelos seguintes motivos:

a) Coloracdo de viragem quando mergulhado na solu¢do tampdo — quanto mais
diferente ¢ a coloragdo apods a viragem, mais facil fica a leitura. Os fios foram
classificados com o caractere (+), onde o(s) que apresentassem melhor viragem na
cor (variassem do amarelo para o vermelho) receberiam como classificagdo
(+++++), os que ndo mudassem de cor quando mergulhados na solugdo tampao (+)
e os demais de (++++) a (++) de acordo com a intensidade de viragem na cor;

b) A capacidade de absor¢ao — quanto maior a capacidade de absorcao, mais facil se
torna a medi¢do de pequenas variacdes da produgdo lacrimal dentro do reduzido

intervalo de tempo dos testes com fio

3.4.5. Preparacéo das solucgdes de Verde de Bromocresol

Foram preparadas trés solu¢des de Verde de Bromocresol diluidas em alcool etilico a 99,8%
de pureza em concentragdes de 0,05%, 0,1% e 0,2%. Estas foram escolhidas, pois a dilui¢ao padrao
para indicadores de ph ¢ 0,1%, se quis testar uma concentracdo menor a 0,05%, ja que a maior
intensidade de viragem da cor na faixa de pH normal do cdo (6,8 a 7,5), poderia facilitar a sua
visualizacdo possibilitando boa visualizagdo com uma menor concentragdo, ¢ uma maior a 0,2%

para melhorar a visualizag@o na viragem de coloracdo do indicador.

3.4.6. Preparacéo dos fios para os testes in vivo

Definido o tipo ideal de fio em laboratorio, foram cortados seis pedagos de 80 cm de cada fio
(F1, F2, F3, F4 ¢ F5) e mergulhados nestas solu¢des (trés de Vermelho Fenol a 0,1%, 0,15% e 0,2%
e trés de Verde de Bromocresol a 0,05%, 0,1% e 0,2%) durante 15 segundos, sendo logo em seguida
colocados para secar ao ar. Apds a secagem cada pedaco impregnado foi fragmentado em 10
pedagos de 75 milimetros, sendo posteriormente designados pela sigla do fio seguida do tipo de

indicador e depois pela concentracdo (ex: F1-VF-0,1%; F3-VB-0,2%).

3.4.7. Teste dos Fios Impregnados in vivo

Foram selecionados 10 caes, sendo 5 fémeas e 5 machos. Foram realizados teste de aferi¢ao
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da produgao lacrimal com o material produzido para os testes in vivo através da colocacdo de
aproximadamente 3 mm de uma das extremidades da amostra no terco médio do saco conjuntival
inferior de cada olho, por 15 segundos. Os animais foram examinados logo apds a aplicagdo e nos
dois dias seguintes, na busca de possiveis efeitos danosos aos caes, para se determinar qual a
concentragdo ideal de indicador de pH (Vermelho Fenol e Verde de Bromocresol) para realizacio

dos testes.

3.4.8. Comparacdo entre os Quatro Testes

Foram selecionados 30 cdes da raca Beagle dentro do grupo de 50 Beagles usados no
experimento, sendo 15 fémeas e 15 machos, dos quais se avaliou a producao lacrimal aquosa, com
os TLS, ZoneQuick®, Teste de Fio com Vermelho Fenol (TFAVF) e Teste de Fio com Verde de
Bromocresol (TFAVB). A realizagdo dos testes ocorreu em quatro dias seguidos, para cada dia foi
feito apenas um teste em todos os animais selecionados, sempre no mesmo horario de 08:00 as
11:00 horas da manh3, e os animais foram testados sempre na mesma ordem. Foram avaliadas a
producdo lacrimal medida em milimetros com o uso de um escalimetro na escala de 1/100, a
mudanga na cor dos fios dividindo-os em dois grupos, um em que foi possivel visualizar viragem na
cor do indicador de pH e outro em que isto ndo foi possivel, e a facilidade de realizacdo. Além disto,
foi feita a andlise estatistica das leituras obtidas com os testes para compara-los e se determinar qual

apresenta diagnostico mais assertivo, com menor chance de erro.

3.4.9. Avaliacdo Comparativa do Efeito Sobre a Producdo Lacrimal Reflexa
Gerada pelos TLS, TFAVF e TFAVB

Foram selecionados 30 cdes da raca Beagle dentro do grupo de 50 Beagles usados no
experimento, sendo 15 fémeas e 15 machos nos quais se realizou duas baterias de testes de
producao de lagrima em dois dias consecutivos, com uma semana de intervalo entre estas. No olho
direito de cada animal foi realizado o TLS enquanto que no esquerdo se realizou o TFAVF (1*
bateria) ou TFAVB (2* bateria). No primeiro dia de cada bateria, iniciou-se os testes pelo olho
direito e no segundo dia pelo olho esquerdo. Todos os testes foram realizados das 8:00 as 11:00
horas, obedecendo-se sempre a mesma seqiiéncia dos animais. Nesta etapa buscou-se novamente
avaliar e comparar a eficiéncia dos TLS, TFAVF e TFAVB para se determinar qual o mais assertivo
e a influencia destes sobre a producdo lacrimal reflexa por meio de andlise estatistica dos dados

obtidos com a realizag¢do dos testes nos caes selecionados.
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3.4.10. Comisséo de Etica

A Comissdo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (COMEP-
UFRRJ) vinculada ao Decanato de Pesquisa e Pos-graduacdo da UFRRJ deu parecer que este
projeto atende os principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de animais e estad de acordo
com os principios éticos e praticos do uso de animais de experimenta¢do. O niimero do protocolo

para submissdo de projeto de pesquisa a comissao de ética € 042/2010.

3.4.11. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados com o programa BioEstat 5.0 ©. Os métodos estatisticos
utilizados foram ANOVA e a Estatistica descritiva para dados quantitativos.

A ANOVA foi utilizada na avaliagdo comparativa do Efeito Sobre a Produgdo Lacrimal
Reflexa gerada pelos TLS, TFAVF e TFAVB.

Estatistica descritiva para dados quantitativos foi empregada com o intuito de comparar os
quatro testes e avaliar qual ¢ mais assertivo, para isto foram avaliados: tamanho da amostra, valor
minimo, valor maximo, amplitude total, média aritmética, varidncia, desvio padrdo, erro padrdo e
coeficiente de variagdo dos dados obtidos com o TLS, TFAVF, TFAVB e ZoneQuick® realizados
nos animais utilizados no experimento, sendo que os resultados do olho direito e esquerdo foram

analisados em separado e juntos.

4. Resultados e Discussao:

4.1. Selecéo dos Fios:

Na etapa de preparacdo dos fios impregnados com Vermelho Fenol, os fios F1 e F2
apresentaram uma excessiva capacidade de impregnacao pelas solugdes de Vermelho Fenol (0,1%,
0,15% e 0,2%) na comparagao com os outros fios resultando numa. Além desde parametro avaliou-
se a rigidez dos fios pos-impregnagao (visualmente e tactilmente) sendo que o F4 e o F5 foram os
mais rigidos e por esse motivo mais desejaveis, visto que uma das dificuldades dos testes de
produgdo lacrimal baseados em fios ¢ dificuldade de colocagdo decorrente da falta de rigidez do

material, deste modo o F3 foi eliminado.
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Ja nos testes in vitro houve pouca varia¢do da coloragdo dos fios F1 e F2 pois a coloragdo
apds impregnagao e secagem alaranjada ou avermelhada dificultou a visualizagao da viragem na cor
do vermelho de fenol quando mergulhado na solu¢do tampao, sendo por isto descartados. Além
disto os fios F1, F2 e F3 foram os que apresentaram a maior absor¢ao da solu¢dao tampao durante o
periodo de 15 segundos de realizagdo do teste ¢ o F4 a menor .

No conjunto de parametros avaliados o fio F5 se destacou (tabela 1), sendo escolhido para os
testes in vivo, pois foi o que apresentou alta viragem na cor quando mergulhado na solugdo tampao
em comparagdo aos fios F1 e F2, maior rigidez em relagdo ao fio F3 e maior absor¢do da solugao
tampao quanto ao fio F4.

Tabela 1: Resultado do testes in vitro das amostras de fio de a serem usados nos testes quantitativos
de produgdo lacrimal em Beagles, usando-se o vermelho de fenol, UFRRJ, Seropédica 2009

Fios: F1- Fio 100% poliester/ TEX 80; F2- Fio poliester 63% / algoddo 37% /TEX 25; F3 - Fio
100% algodao/TEX 34; F4 - Fio 100% algodao/ TEX 42; F5-Fio 100% algodao/TEX 85. Rigidez: +

a +++ sendo + o mais macio; Varia¢ao de coloracao de + a +++ sendo + a menor variagao

Fios Coloracao final Rigidez Absorcao de solucao tampao Variacao na coloragao
F1 alaranjado + 32mm/15seg. ++

F2 vermelho + 24 mm/ 15 seg. +

F3 amarela ++ 26mmy/ 15 seg. -+

F4 amarela +++ 14 mm/ 15 seg. -+

F5 amarela +++ 17 mm/ 15 seg. -+

4.2. Teste dos Fios Impregnados in vivo

Nos testes in vivo, para a avaliagdo de possiveis efeitos danosos, ndo se observou nenhuma,
independentemente das concentracdes de Vermelho Fenol (0,1%, 0,15% e 0,2%) usadas na
preparacdo do fio F5. Contudo, devido a facilidade de visualizacdo (maior variagdo na coloragdo
durante a absor¢do da lagrima) optou-se pela concentragdo de 0,2 % para o Vermelho Fenol, sendo
selecionado para as etapas de comparagdo entre quatro testes e avaliagdo comparativa do efeito

sobre a producao lacrimal reflexa gerada pelos TLS, TFAVF e TFAVB, fio F5 impregnado com
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Vermelho Fenol a 0,2%. Entretanto, mesmo nesta concentragdo, em trés animais ocorreu pouca ou
nenhuma variagao na cor no TFAVF com fio F5, o que pode ser explicado pela faixa de viragem do
vermelho de fenol, que comeca em 6,8 muito préximo do valor médio de pH da ldgrima canina ¢

7,0 (SAITO & KOTANI, 2001 e SAITO et. al., 2001).

L)

Figura 1: Mostra a viragem na colora¢do do amarelo para o vermelho-alaranjado no Teste com Fio

de Algodao com Vermelho Fenol em um Beagle

O ZoneQuick®, tem o fio mais maleavel dificultando sua colocagdo no saco conjuntival de
caes, pois ao contrario de humanos, eles ndo ficam imoveis durante a realizagdo dos testes. Além
disto houve uma dificuldade ainda maior em comparacdo ao TFAVF em quantificar a quantidade de
lagrima absorvida pelo fio, pois em muitos animais este ndo apresentava alteracdo visivel na

coloragdo ao absorver a lagrima. Fato que foi melhor avaliado na etapa de padronizagdo dos testes.
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Figura 2: Mostra a dificuldade de visualizagdo na viragem da cor durante a realizacdo do Teste

ZoneQuick®

Esta auséncia ou menor variagdo na coloragdo a medida que a lagrima ou a solugdo tampao ¢
absorvida, observada tanto nos testes in vitro como in vivo, pode ser devida a faixa de varia¢do do
pH médio da lagrima do cao ¢ 7 e o pH da solugdo tampao ser 6,98, valores estes que se localizam
no comego da faixa de pH de viragem do Vermelho Fenol (de 6,6 ao 8,4, segundo a Veytec,
fabricante do indicador). Com isto, a mudanga de cor, de amarelo para vermelho, ¢ pequena a ponto
de alguns casos ndo ser percebida visualmente, dificultando em muito a medi¢do da producao
lacrimal. Foi esta constatacdo que tornou necessaria a busca por um indicador de pH que
apresentasse uma faixa de viragem iniciada em pH mais baixo e cuja varia¢do de coloracdo fosse
mais intensa, dai a escolha do verde bromocresol que varia do verde claro ao azul celeste em um
faixa de pH do 3,6 ao 5,4 segundo o fabricante do indicador.

Na avaliacdo de possiveis efeitos adversos, apenas na concentracao de 0,2%, em um dos caes
foi notada alteracdo, com uma leve hiperemia conjuntival em apenas um dos olhos ao término do
teste, que ndo existia antes deste ser iniciado, € o qual se desfez alguns minutos apds nao sendo
visualizada nos dois dias subsequentes. Em funcdo disto foi escolhido como padrdo para este

indicador a concentracdo de 0,05% com fio 100 % algodao de TEX 85.
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Figura 3: Mostra a viragem na coloragdo do Verde para o Azul no Teste de Leitura Lacrimal com

Fio de Algodao com Verde de Bromocresol

4.3. Comparacéao entre os Quatro Testes

Os resultados obtidos nos quatro dias de teste revelaram como médias aritméticas e desvios
padrdes para o TLS as valores de 19,77 (£ 5,95) mm/min. no olho direito , 18,21 (+ 6,12) mm/min.
no olho esquerdo e 18,98 (£ 6,35) mm/min. nas leituras de ambos os olhos; para o ZoneQuick®
29,4 (= 6,69) mm/15 seg. no olho direito, 28,0 (= 7,16) mm/15 seg. no olho esquerdo e 28,7 (+
6,91) para ambos os olhos; ja o TFAVF apresentou 17,5 (+ 3,5) mm/15 seg. no olho direito, 16,93 (+
3,79) mm/15 seg. no olho esquerdo e 17,22 (£ 3,63) mm/15 seg. para ambos os olhos; e o TFAVB
17,63 (= 3,22) mm/15 seg. no olho direito, 17,03 (£3,25) mm/15 seg. no olho esquerdo, 17,33 (£
3,22) mm/15 seg. para ambos os olhos. Os valores obtidos na Estatistica Descritiva podem ser

visualizados no grafico 1 e na tabela 2:

Tabela n® 2 : Apresenta o tamanho da amostra, os valores em milimetros/15 segundos para Zone
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Quick, TFAVF e TFAVB e milimetros/minuto para o TLS dos valores minimos e maximos,
amplitude total, mediana, média aritmética, variancia, desvio padrdo e erro padrdo, e em
porcentagem o coeficiente de variagdo, ambos obtidos na comparagcdo dos Testes Lacrimal de
Schirmer, ZoneQuick®, Fio de Algoddo com Vermelho Fenol e Fio de Algodao com Verde de
Bromocresol, em 30 caes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010

Zone Zone

TLS TLS Quick® Quick® TFAVF TFAVF TFAVB TFAVB

oD OE oD OE oD OE oD OE
Tamanho da
amostra 30 30 30 30 30 30 30 30
Minimo 1 1 10 11 10 7 11 10
Maximo 27 29 38 40 22 23 24 23
Amplitude
Total 26 28 28 29 12 16 13 13
Média
Aritmética 19,77 18,2 29.4 28 17,5 16,93 17,63 17,03
Variancia 35,43 37,41 4473 51,31 12,26 14,34 10,38 10,59
Desvio
Padrao 5,95 6,12 6,69 7,16 3,5 3,79 3,22 3,25
Erro Padrao 1,09 1,12 1,22 1,31 0,64 0,69 0,59 0,59
Coeficiente

de Variagdo  30,11% 36,61%  22,75%  25,58% 20,01% 22,36% 18,27%  19,10%

Legenda: Teste Lacrimal de Schirmer olho direito (TLS OD), Teste Lacrimal de Schirmer olho
esquerdo (TLS OE), ZoneQuick® olho direito (ZoneQuick® OD), ZoneQuick® olho esquerdo
(ZoneQuick® OE), Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho direito (TFAVF OD), Fio de Algodao
com Vermelho Fenol olho esquerdo (TFAVF OE), Fio de Algodao com Verde de Bromocresol olho
direito (TFAVB OD) e Fio de Algodao com Verde de Bromocresol olho esquerdo (TFAVB OE).
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Grafico 1: Apresenta os valores em milimetros/15 segundos para Zone Quick, TFAVF e TFAVB e
milimetros/minuto para o TLS da Leitura de Minimos e Maximos, Média Aritmética e soma e
subtragdo de um Desvio Padrdo a média aritmética, obtidos com os dados da comparagdo entre
Testes Lacrimal de Schirmer, ZoneQuick®, Fio de Algodao com Vermelho Fenol e Fio de Algodao
com Verde de Bromocresol, em 30 caes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010.

Legenda: (TLS OD) Teste Lacrimal de Schirmer olho direito; (TLS OE) Teste Lacrimal de Schirmer
olho esquerdo; (ZoneQuick® OD) ZoneQuick® olho direito; (ZoneQuick® OE) ZoneQuick® olho
esquerdo; (TFAVF OD) Teste de Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho direito; (TFAVF OE)
Teste de Fio de Algoddo com Vermelho Fenol olho esquerdo; (TFAVB OD) Teste de Fio de Algodao
com Verde de Bromocresol olho direito; e (TFAVB OE) Teste de Fio de Algodao com Verde de

Bromocresol olho esquerdo.

Como o olho esquerdo foi sempre avaliado apos o direito, era esperado que o valor médio da
leitura fosse superior, em decorréncia da producdo lacrimal reflexa desencadeada anteriormente
pelos realizados no olho direito. Contudo nao foi o que ndo aconteceu, verificando-se o contrario
com menor leitura média do olho esquerdo em relag@o ao direito. Em termos percentuais foi 7,9%
menor com o TLS , 4,8% com o ZoneQuick® , 3,3% com o TFAVF ¢ 3,4% com o TFAVB. Nao foi
possivel no experimento determinar a causa desta diferenca.

Ao se avaliar as leituras dos dois olhos de cada animal obteve-se 18,98 (+ 6,35) mm/min. para
o TLS, 28,70 (£ 6,91) mm/15seg. para o ZoneQuick®, 17,22 (£ 3,63) mm/15seg. para o TFAVF e
17,33 (+ 3,22) mm/15seg. com o TFAVB. Os resultados apresentados demonstraram proximidade

entre os resultados do TFAVF e TFAVB, com uma diferenga minima entre as médias,
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estatisticamente ndo significativa, de 0,11 mm/15 seg. ou 0,64% . Quando avaliados e comparados,
variancia, desvio padrdo e erro padrao dos quatro testes, identificou-se um maior risco de erro de
leitura para os testes padrdes (TLS e ZoneQuick®) em relagdo ao TFAVF e TFAVB, sendo que o

TFAVB apresentou os menores valores, o que pode ser visto na tabela n°3.

Tabela n° 3: Apresenta o tamanho da amostra, os valores em milimetros/15 segundos para Zone
Quick, TFAVF e TFAVB e milimetros/minuto para o TLS dos valores minimos e maximos,
amplitude total, mediana, média aritmética, varidncia, desvio padrdo e erro padrio, € em
porcentagem o coeficiente de variacdo, obtidos na andlise em conjunto das leituras de ambos os
olhos direito (OD) e esquerdo (OE) na comparagao dos Testes Lacrimal de Schirmer, ZoneQuick®,
Fio de Algodao com Vermelho Fenol e Fio de Algoddo com Verde de Bromocresol, em 30 caes

Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010

ZoneQuick® TFAVB
TLSOD e OE OD e OE TFAVF OD e OE OD e OE

Tamanho da

amostra 60 60 60 60
Minimo 1 10 7 10
Maximo 29 40 23 24
Amplitude Total 28 30 16 14
Média Aritmética 18,98 28,70 17,22 17,33
Variancia 36,42 47,70 13,16 10,40
Desvio Padréo 6,35 6,91 3,63 3,22
Erro Padréo 0,78 0,89 0,47 0,42
Coeficiente de

Variacao 31,79% 24.,07% 21,07% 18,60%

Legenda: Teste Lacrimal de Schirmer olho direito e olho esquerdo (TLS OD e OE), ZoneQuick®
olho direito e olho esquerdo (ZoneQuick® OD e OE), Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho
direito e olho esquerdo (TFAVF OD e OE), Fio de Algoddo com Verde de Bromocresol olho direito
(TFAVB OD) e Fio de Algodao com Verde de Bromocresol olho esquerdo (TFAVB OE).

Com relagdo a facilidade de realizacdo dos testes, o ZoneQuick® foi considerado o pior
dentre os quatro em fun¢ao da maior maleabilidade do fio que dificultou sua colocagdo no fornice
conjuntival em comparagao aos outros testes. Outro fato observado foi que durante a realizagao dos
testes com fio, o movimento ocular e palpebral leva este a entrar mais ou sair do férnice conjuntival
com mais facilidade do que ocorre com o TLS em virtude de sua menor largura, o que poderia
alterar o resultado final do teste. Apesar disto, o coeficiente de variagdo do TLS foi maior em
comparacao aos testes de fio com indicador de pH, apresentando este uma maior chance de

diagnéstico errado (falso positivo ou falso negativo).
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Também foi analisada a eficiéncia dos testes de fio com indicador de pH ao se avaliar a
porcentagem de olhos em que houve alteracdo na coloragdo visivel a inspe¢ao desarmada. Ocorreu
variagdao de 100% para o TFAVB, 63% para o TFAVF e 43% para o ZoneQuick®, como pode ser

visualizado no grafico numero 2.
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Grafico n° 2: Avaliagdo percentual da ocorréncia de viragem na coloragdo visivel a olho nu dos fios
impregnados com indicador de pH (ZoneQuick®, TFAVF e TFAVB) usados na comparagao entre os
testes (TLS, ZoneQuick®, TFAVF e TFAVB), durante a realizagdo destes teste em caes da raca
Beagle, UFRRIJ, Seropédica 2010.

4.4. Avaliacado Comparativa do Efeito Sobre a Producédo Lacrimal Reflexa
Gerada pelos TLS, TFVFe TFVB

Avaliando-se os TFAVF e o TLS, observou-se que no primeiro dia o olho direito apresentou,
com o TLS as leituras minima ¢ méaxima de 5 ¢ 28 mm/min. com uma amplitude total de 23
mm/min.; j& o olho esquerdo, com o TFAVF 13 e 29 mm/15 seg. e amplitude de 16mm/15seg.. No
segundo dia o olho direito apresentou como leituras minima e maxima para o TLS 7 e 28 mm/min.
e 21mm/min de amplitude, j& o olho esquerdo 9 ¢ 30 mm/min. com 21 mm/min. de amplitude. As
leituras médias do TLS no olho direito foram de 19,7mm/min. no primeiro dia ¢ 19,3 mm/min. no
segundo dia, enquanto que o TFAVF no olho esquerdo, foi de 18,73 mm/min. no primeiro dia e
15,97 mm/min. no segundo, o que pode ser visto no grafico 3. Nos dois dias de teste o TFAVF
apresentou variancia e erro padrao menores que o TLS, sendo assim menos susceptivel a erros

diagnosticos como falsos positivos ou negativos para CCS, o que pode ser visto na tabela 5.
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Tabela 5: Apresenta o tamanho da amostra, os valores em milimetros/15 segundos para Zone Quick,
TFAVF e TFAVB e milimetros/minuto para o TLS dos valores minimos e maximos, amplitude total,
mediana, média aritmética, variancia, desvio padrdo e erro padrdo, e em porcentagem o coeficiente
de variagdo, obtidos pela andlise das leituras de ambos os olhos em cades Beagle, UFRRJ,

Seropédica, 2010

TLSOD1°dia TFAVFOE 1°dia TLSOD2°dia TFAVFOE 2°dia

Tamanho da

amostra 30 30 30 30
Minimo 5 13 7 9
Maximo 28 29 28 30
Amplitude Total 23 16 21 21
Média

Aritmética 19,7 18,73 19,3 15,97
Variancia 27,25 17,44 21,87 15,83
Desvio Padréao 5,22 4,18 4,68 3,98
Erro Padrao 0,95 0,76 0,85 0,73
Coeficiente de

Variacao 26.50% 22.29% 24.23% 24.92%

Legenda: (TLS OD 1°dia) - Testes Lacrimal de Schirmer olho direito 1° dia, (TFAVF OE 1°dia) -
Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho esquerdo 1° dia, e (TLS OD 2°dia) - Testes Lacrimal de
Schirmer olho direito 2° dia, (TFAVF OE 2° dia) - Fio de Algoddo com Vermelho Fenol olho

esquerdo 2° dia.
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Grafico 3: Apresenta os valores em milimetros/15 segundos para Zone Quick, TFAVF e TFAVB e
milimetros/minuto para o TLS da Leitura de Minimos e Maximos, Média Aritmética e soma e
subtracdo de um Desvio Padrao a média aritmética, obtidos pela analise das leituras dos Testes
Lacrimal de Schirmer olho direito no 1° dia (TLS OD 1° dia), Fio de Algodao com Vermelho Fenol
olho esquerdo no 1° dia (TFAVF OE 1° dia), e Testes Lacrimal de Schirmer olho direito no 2° dia
(TLS OD 2° dia), Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho esquerdo no 2° dia (TFAVF OE 2° dia)
em cdes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010
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Ao analisar os resultados obtidos com teste anova e teste t, a comparacao entre as médias
aritméticas do TLS realizado no olho direito no 1° dia (1) e TFAVF realizado no olho esquerdo no
1° dia (2) , e do TLS realizado no olho esquerdo no 2° dia (1) com o TLS realizado no olho direito
no 2° dia (3) foram consideradas nao significativas, ja entre o TLS realizado no olho direito no 2°
dia (3) e TFAVF realizado no olho esquerdo no 2° dia (4), e TFAVF realizado no olho esquerdo no
1° dia (2) e TFAVF realizado no olho esquerdo no 2° dia (4), mostraram-se significativas.

Estes resultados mostram uma maior influéncia sobre a produg¢ao lacrimal reflexa pelo TLS na
comparacao com o TFAVF, pois quando o TFAVF (olho esquerdo) ¢ realizado antes do TLS (olho
direito) sua leitura média ¢ 20,85% menor e se feito apds ¢ de 5,18%. Tal resultado pode ser
explicado pelo menor tempo de realizacdo do TFAVF (%4 do necessario para o TLS), pela largura
onde a filipeta do TLS apresenta 5 milimetros de largura e o fio de algoddo do TFAVF menos de 1
milimetro, além disto, segundo Williams (2005) para o TLS, nos primeiro 10 segundos ocorre,
basicamente, a absor¢do da ladgrima presente no fornice conjuntival. Em seguida ¢
predominantemente da produgao basal e da reflexa.

Se usarmos estes parametros para o TFAVF que dura 15 segundos ha pouco tempo para
absor¢ao da producao reflexa por ele gerada, sendo sua leitura influenciada principalmente pela

absor¢ao da lagrima presente no fornice conjuntival. Estes dados podem ser vistos no grafico 4.
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Grafico 4: Diferenca entre as médias aritméticas das leituras dos (1) Testes Lacrimal de Schirmer
olho direito (1° dia), (2) Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho esquerdo (1° dia), e (3) Testes
Lacrimal de Schirmer olho direito (2° dia), (4) Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho esquerdo

(2° dia) em caes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010.
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Quando comparados o TLS feito no olho direito € o TFAVB no olho esquerdo, o olho direito
apresentou com o TLS as leituras minima e maxima de 5 € 34 mm/min. com uma amplitude total de
29 mm/min., ja o olho esquerdo com o TFAVB 10 e 26 mm/15 seg. e amplitude de 16mm/15seg.,
no segundo dia o olho direito com o TLS 2 e 28 mm/min. e 26mm/min de amplitude, o olho
esquerdo 8 e 22 mm/15 seg. com 14 de amplitude.

As leituras com TLS demonstraram como médias aritméticas no olho direito 21,63
mm/minuto no primeiro dia (1) e 19,6 mm/minuto no segundo dia (2), ja na feita com o TFAVB no
olho esquerdo, foi de 17,63 mm/15 seg. no primeiro dia (3) e 16,27 mm/seg. no segundo dia (4)
(Grafico 5 e Tabela 6).

Assim como na padronizagdo o TFAVB apresentou varidncia e erro padrdo menores na
comparagdo com os outros testes, ele também se mostrou nos dois dias de comparagao entre este € o
TLS, sendo assim menos susceptivel a erros diagndsticos como falsos positivos ou negativos para
CCS. Na comparagao dos TFAVB e TLS, a diferenca entre a variancia e o erro padrao foi maior que
a ocorrida entre os TLS e TFAVF.

Apesar desta vantagem, ao analisar os resultados obtidos com teste Anova e teste t na
comparagdo entre as médias aritméticas TLS realizado no olho direito no 1° dia (1), TFAVF
realizado no olho esquerdo no 1° dia (2), TLS realizado no olho direito na 2° dia (3) ¢ TFAVF
realizado no olho esquerdo no 2° dia (4), foram consideradas significativas as diferencas entre 1 e 2
e entre 3 e 4, jaentre 1 e 3, e 2 e 4 sdo ndo significativas (Grafico 6). Isto demonstra que o TFAVB
ndo apresenta reducdo no estimulo de producdo lacrimal reflexa como foi evidenciado na

comparacao entre o TLS e o TFAVF.
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Tabela 6: Tamanho da amostra, valores minimos e maximos, amplitude total, mediana, média
aritmética, variancia, desvio padrdo, erro padrao e coeficiente de variacao obtidos pela analise das

leituras dos Testes Lacrimais em cades Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010.

TLSOD 1°dia  TFAVB OE 1°dia TLS OD 2°dia TFAVB OE 2°dia

Tamanho da

amostra 30 30 30 30
Minimo 5 10 20 8
Maximo 34 26 28 22
Amplitude Total 29 16 26 14
Média

Aritmética 21,63 17,63 19,60 16,27
Variancia 37,14 15,41 33,08 13,51
Desvio Padréao 6,09 3,93 5,75 3,68
Erro Padrao 1,11 0,72 1,05 0,67
Coeficiente de

Variacao 28.17% 22.26% 29.34% 22.60%

Legenda: Teste de Schirmer olho direito (TLS OD) (1° dia), Teste Fio de Algodao com Verde de
Bromocresol olho esquerdo (TFAVB OE) (1° dia), e Teste Lacrimal de Schirmer olho direito (TLS
OD) (2° dia), Teste Fio de Algodao com Verde de Bromocresol olho esquerdo (TFAVB OE) (2° dia).
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Grafico 5: Valores minimos ¢ maximos, média aritmética e desvio padrao, obtidos pela anélise das
leituras dos Testes Lacrimal de Schirmer olho direito (TLS OD 1° dia), Fio de Algodao com
Vermelho Fenol olho esquerdo (TFAVB OE 1° dia), e Testes Lacrimal de Schirmer olho direito
(TLS OD 2° dia), Fio de Algodao com Vermelho Fenol olho esquerdo (TFAVB OE 2° dia) em 30
caes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010.
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Grafico 6: Diferenca entre as médias aritméticas das leituras dos (1) Testes Lacrimal de Schirmer
olho direito (1° dia), (2) Fio de Algodao com Verde de Bromocresol olho esquerdo (1° dia), e (3)
Testes Lacrimal de Schirmer olho direito (2° dia), (4) Fio de Algoddo com Verde de Bromocresol

olho esquerdo (2° dia) em caes Beagle, UFRRJ, Seropédica, 2010.

Ao se comparar os trés testes de avaliagdo da producdo lacrimal com o TLS, ¢ possivel
determinar o TFAVB como o mais vantajoso dentre os quatro, em fun¢do de maior viragem na cor
do indicador de pH e menor possibilidade de ocorrer um diagndstico errado; ja o TFAVF apresentou
como vantagem o menor estimulo a produ¢do lacrimal reflexa em relacdo ao TFAVB quando estes
foram comparados ao TLS.

Durante os testes in vivo para a determinacdo da concentragao ideal de solu¢ao de Verde de
Bromocresol (0,2%, 0,1% ou 0,05%) com a qual o fio teste seria impregnado, na concentracdo de
0,2% um dos dez cdes avaliados apresentou um leve quadro de irritagdo na realizagio do teste.

E provéavel que o maior estimulo a produgdo lacrimal reflexa pelo TFAVB em relagdo ao
TFAVF se deva a um maior incomodo desencadeado pelo indicador de pH durante a realizagdo do
teste. Tal fato torna necessaria a realizacdo de mais estudos com o Verde de Bromocresol em
concentragdes menores, a um nivel em que se mantenha a porcentagem de viragem da cor deste
indicador de pH em 100%, no intuito de se tentar reduzir o estimulo a producdo lacrimal reflexa, o
que por conseqiiéncia diminuiria o erro padrao e a possibilidade de erros no diagnostico, tornando-o

ainda mais vantajoso em compara¢do ao Vermelho Fenol.
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5. Conclusao

Dentre os fios testados neste experimento, o mais adequado para a produgdo de testes para
medir a producgdo lacrimal ¢ o 100% algodao TEX 85. J& entre as solucdes testadas, o Verde de
Bromocresol a 0,05% e Vermelho Fenol a 0,2% foram escolhidas como ideais para o experimento.

A técnica de leitura lacrimal com o fio de algodao impregnado com Verde de Bromocresol
0,05% e Vermelho Fenol a 0,2%, se mostrou melhor que o Teste Lacrimal de Schirmer, quanto a
menor produg¢do lacrimal reflexa; e melhor que o ZoneQuick® em relacdo a facilidade de realizagdo
do teste e a maior visibilidade de viragem da cor do indicador de pH.

O indicador de pH mais adequado para impregnar os fios, quando se considera o vermelho de
fenol e o verde de bromocresol, € este ultimo a 0,05% em solu¢ao alcoodlica, em fun¢ao da sua

melhor visibilidade de viragem da cor do indicador de pH e menor erro padrao.

6. Anexos:

6.1 Anexo 1 (Sistema Lacrimal):

1. Sistema Lacrimal

A superficie ocular representa a interface entre o olho e 0 mundo. Diversas estruturas como os
ossos da orbita, palpebras, cilios, epitélio conjuntival e corneal e o filme lacrimal pré-corneano
atuam juntos para garantir a qualidade desta superficie de refracdo e da visdio (ROLANDO &
ZIERHUT, 2001). No estudo do sistema lacrimal ¢ necessario dividi-lo em duas porcdes: a
secretora e a excretora. O funcionamento adequado em conjunto destas duas por¢des, ¢ fundamental
para manter a dindmica do filme lacrimal pré-corneano. Esta divisdo ¢ importante visto que estes

dois aparelhos apresentam doengas, semiologia e terap€utica distintas (SLATTER, 2005).

1.1. Anatomia do Sistema lacrimal

1.1.1. Porcgéo Secretora

O sistema lacrimal ¢ constituido de um conjunto de glandulas, que juntas produzem o filme
lacrimal pré-corneano, onde a glandula lacrimal e a da membrana nictitante produzem a fase aquosa
do filme lacrimal, e as fases lipidica e mucoide da lagrima sdo produzidas pelas glandulas
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acessorias (tarsais e células caliciformes) (GRAHN & STOREY, 2004).

1.1.2. Glandula Lacrimal

Esta glandula achatada fica alojada na fossa supra-orbitaria, na regido dorso lateral do globo
ocular, abaixo do ligamento orbital no processo supra orbital do osso frontal, estando relacionada
com a superficie do osso zigomatico e tem cerca de 15 mm de comprimento ¢ 12 mm de largura.
Sua posi¢ao anatomica, a torna exposta e sensivel a traumas na face (CLERC, 1986).

Produz e secreta boa parte da fase aquosa da lagrima, sendo responsavel por cerca de 70 % a
85% do filme lacrimal total (GUM, 1991; SAITO et al., 2001). Em caes, a secrecdo produzida nos
acinos ¢ liberada por trés a cinco ductos microscopicos que desembocam no fornix conjuntival
superior (MOORE, 1999).

Ela ¢ irrigada pela artéria oftalmica e interna, inervada pelas fibras sensitivas excito-motoras
do nervo lacrimal e pelo ramo oftdlmico do nervo trigémio, ¢ por fibras excito-secretoras
provenientes do ramo parassimpatico do nervo facial. Por isto, fendmenos dolorosos na cornea,
geram uma estimulacdo excessiva das terminagdes do nervo trigémio, levando a aumento da

secre¢ao (SLATTER, 2005).

1.1.3. Glandula Lacrimal da Membrana nictitante

A glandula lacrimal da membrana nictitante localiza-se na superficie interna da membrana
nictitante, na base da cartilagem em T que a recobre parcialmente. Ela apresenta semelhangas
histolégicas com a glandula lacrimal principal, o que explica o fato dela produzir o mesmo tipo de
secre¢ao serosa, sendo responsavel por cerca de 15% a 30% do volume lacrimal total (CLERC,
1986; GUM et. al.,1999; HELPER, 1970). Sua produgdo ¢ liberada na superficie corneal por
multiplos ductos que se abrem entre os foliculos linféides na face posterior em regido medial da
membrana nictitante (GRAHN & STOREY, 2004; ANDREWS, 1970). A sua inervagao ¢
semelhante a da glandula lacrimal principal, sendo a inervagdo destas duas glandulas
essencialmente parassimpatica, o que explica o fato de ocorrer marcante redu¢do na producao
lacrimal, quando ¢ feita a aplicacdo de medicamentos parassimpatoliticos (anticolinérgicos) que
inibem a ativacdo parassimpdtica, como a atropina. A inervacdo simpatica também estimula a

secre¢ao (GUM et. al., 1999).
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1.1.4. Glandulas Acessorias

Estdo situadas dentro da conjuntiva e proximo as margens palpebrais, sendo responsaveis por
produzir as fases lipidicas e mucinicas que representam cerca de 1 a 3% do filme lacrimal pré-
corneano. As glandulas Tarsais ou Meibomiais e as células caliciformes sdo consideradas glandulas
acessorias (MCLAUGHLIN et. al., 1988; PRINCE et. al., 1960).

As glandulas tarsais sdo glandulas sebaceas modificadas, sendo responsdveis pela secre¢ao
lipidica (DRIVER & LEMP, 1996). Sao glandulas halécrinas (devido a isto células inteiras e seu
conteudo sdo liberados) em forma de tubos, arranjadas linearmente na margem ocular palpebral,
que desembocam na face palpebral interna. No cdo, ha cerca de 40 destas glandulas na margem
palpebral tarsal e a contragdo do musculo orbicular € o principal responsavel liberacdo da secreg¢ao
lipidica (GRAHN & STOREY, 2004).

As células caliciformes da conjuntiva estdo presentes dentro do saco conjuntival e apresentam
um aparelho de Golgi que secreta a mucina (glicoproteina hidratada). Esta constitui a parte interna
do filme lacrimal pré-corneano e sua secrecdo pode ser estimulada por histamina, antigenos,
complexos imunes ou acdo mecdnica (CHANDLER & GILLETTE, 1983). O controle neural pode
ser direto ou indireto (CORFIELD et. al., 1997), por inervagdo simpatica e parassimpatica (DARTT
et. al., 1995), difusdo de neuropeptideos em fibras nervosas proximas, por estimulo indireto de
cornea e conjuntiva (DARTT, 1994; CORFIELD et. al., 1997; DARTT et. al., 1995; RIOS et. al.,
2000), e pela presenga de receptores muscarinicos e alfa-adrenérgicos em células caliciformes

imaturas, regulando a secre¢do diretamente (RIOS et. al., 2000).

2. Aparelho Excretor

A elimina¢do da lagrima ¢ realizada através dos pontos e canaliculos lacrimais e ducto
nasolacrimal Externamente o aparelho excretor é composto da caruncula lacrimal e pelos pontos
lacrimais. Estes prosseguem pelo canaliculo lacrimal, saco lacrimal e o ducto nasolacrimal que se
estende em dire¢ao ao Ostio nasal (AGUIRRE et. al., 1972; EVANS et. al., 1979; MARTIN et. al.,
1981)

Sao constituidos por uma mucosa coberta por um epitélio estratificado pavimentoso, que
contém algumas glandulas mucosas e células ciliadas a quais contribuem para o fluxo lacrimal. A
carincula lacrimal ¢ uma pequena protuberancia presente no canto interno, que direciona a lagrima
do lago lacrimal para o ponto lacrimal e evita a penetracdo de corpos estranhos nas vias excretoras

lacrimais. Os pontos lacrimais t€ém formato mais ou menos oval e um didmetro que varia de 0,5 a 1
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mm encontrados a cerca de 2 a 5 mm do canto medial (limite nasal). Estas estruturas sdo rodeadas
por musculatura lisa que trabalha em conjunto com o movimento palpebral movimentando a
lagrima para dentro do ducto nasolacrimal (SAMUELSON, 1999).

A sua continuacdo se da pelo canaliculo lacrimal. O ponto lacrimal inferior ¢ o responsavel
pela drenagem de quase 90% da secrecdo lacrimal. Os canaliculos lacrimais superior e inferior se
originam a partir dos pontos lacrimais e seguem em direcao medial pela borda palpebral, unindo-se
para formar o saco lacrimal (SLATTER ,2005). Este posicionamento torna esta estrutura vulneravel
a lesdes de palpebra. Em caes, os canaliculos s3o longos com comprimento varidvel de 3 a 7mm, e
um diametro de 0,5 al mm (CLERC, 1986).

O saco lacrimal estd alojado numa depressdao do osso lacrimal chamada de fossa lacrimal
(SLATTER, 2005). E longo apresentando cerca de 2 a 5 mm de comprimento e 0,5 a 2 mm de
largura em caes (BARNNET, 1998) e da origem ao ducto nasolacrimal. O ducto nasolacrimal mede
de 2 a 7cm (BARNNET, 1998) e passa pelo canal lacrimal (um conduto 6sseo) sobre a superficie
medial da maxila, realizando um trajeto intradsseo e intramucoso até se abrir na cavidade nasal pelo
Ostio nasolacrimal. Em caes a abertura ocorre no assoalho das narinas a cerca de 1 centimetro do
seu fim . As vezes ela pode abrir nos meatos medial ou ventral, ou até sobre os caninos superiores,

com a presen¢a de um canal que passa pelo canino superior (SAMUELSON, 1999).

3. Quadros Mdérbidos do Sistema Lacrimal

Instabilidades do filme lacrimal e ressecamento da superficie corneal, decorem de alteragcdes
quantitativas ou qualitativas do filme lacrimal (CULLEN et. al., 1999), que apresentam sintomas

parecidos como, blefarospasmo, secrecdo ocular e alteragdes corneais como ulcera (GRAHN &

STOREY, 2004).

3.1. Défices Quantitativos

3.1.1. Ceratoconjuntivite Seca

A ceratoconjuntivite seca ¢ uma doenca comum em cdes , cuja ocorréncia estimada ¢ de
1,0% (MOORE, 1999). Ela afeta principalmente a conjuntiva e a cérnea causando inflamagao
(AGUIRRE et. al., 1971), dai o nome ceratoconjuntivite seca. A deficiéncia na por¢ao aquosa do

filme lacrimal, gera desde desconforto ocular (fotofobia, blefarospasmo e entrépio espastico),
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descarga muco purulenta, conjuntivite até pigmentagdo, vascularizagdo, edema, irregularidade da
superficie e ulcera corneana, resecamento ocular e nasal e em alguns casos perda visual (AGUIRRE
et. al.,, 1971; SANSON & BARNETT, 1985; GRAHN & STOREY, 2004). Os sinais da
ceratoconjuntivite seca dependem se a condi¢do ¢ bi ou unilateral, e se ocorre de forma aguda ou
cronica, temporaria ou permanente. Nos estagios finais de desenvolvimento da doenga ocorre
pigmentacdao completa da cornea e perda da sensibilidade da mesma com a destruicdo das
terminacgdes nervosas do nervo trigémio, razdo pela qual a dor ¢ relativamente bem tolerada, nesta
fase de evolucdo da patologia (KASWAN et. al., 1985).
Dentre as principais etiologias da CCS, estao:

e Causas congénitas (AGUIRRE et. al., 1971) por agenesia ou hipoplasia acinar
(WESTERMEYER et. al., 2009).

e Jatrogénicas, como CCS induzida por drogas como sulfonamidas e atropina com efeito
toxico sobre glandula lacrimal e da terceira palpebra produzindo deficiéncia primaria do
componente aquoso da lagrima (AGUIRRE et. al.,, 1971) e pela extra¢dao cirtrgica da
glandula da terceira palpebra (ALMEIDA et. al., 2004).

e Trauma do olho ou regido supra orbital resultando em lesdo da glandula lacrimal ou
suprimento nervoso (como na lesio do ramo oftdlmico do nervo trig€mio),
blefaroconjuntivites cronicas (SANSON & BARNETT, 1985).

e Quadros moérbidos infecciosos causando adenites em cdes incluindo enfermidades virais,
como a cinomose canina, levam a CCS temporaria ou permanente (SANSON & BARNETT,
1985; ALMEIDA et. al., 2009).

e Doengas metabodlicas sistémicas como o diabetes melito (CULLEN et. al., 2005),
hipotireoidismo e sindrome de Cushing, podem alterar negativamente a produgdo lacrimal
(WILLIAMS & MELLOR, 2007).

e Causas idiopaticas, como a atrofia senil das glandulas, com o avancar da idade, produgao
lacrimal decresce, desenvolvendo CCS (HARTLEY et. al., 2006) e processo auto-imune,
onde as glandulas lacrimais e da membrana nictitante sofrem uma infiltragdo
linfocitoplasmocitaria acompanhada de fibrose importante, levando a uma destrui¢ao

irreversivel da glandula (BARNETT, 1998; KASWAN et. al., 1985).

3.2. Défices Qualitativos

3.2.1. Deficiéncia de Mucina
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A deficiéncia na produ¢dao de mucina leva a perda de sua funcdo protetora e lubrificante, ¢ a
quebra rapida do filme lacrimal sobre a cérnea. Ocorre perda na estabilidade do filme lacrimal e
conseqiiente ressecamento corneal (MOORE, 1999), condicdo na qual surgem sinais clinicos
similares a CCS. Conjuntivites, ulcera corneal indolente, ceratite pigmentar, vasculariza¢do e
infiltracao celular na cérnea, sdo os sinais mais apresentados (GRAHN & STOREY, 2004). Sua
etiologia ainda ¢ pouco conhecida e tem sido associada com vérios graus de inflamacao conjuntival,

suspeita-se de hipoplasia conjuntival (CULLEN et. al., 1999)

3.2.2. Deficiéncia Lipidica

A redugdo na liberagdo do componente lipidico desestabiliza o filme e gera aumento na sua
evaporacao, contribuindo para o surgimento ou piora do quadro clinico da CCS. Em estudos sobre a
producdo da secrecdo lipidica pelas glandulas meibomianas, a raga Schnauzers miniaturas, que a
predisposta a CCS, apresentou menor producdo em comparagdo a outras racas (OFRI R. et. al.,
2006). Tem como etiologias, blefarites, blefaroconjuntivites ¢ meibomites extensas (CULLEN et.

al., 1999). Nao ha correlagdo entre a patologia, idade e sexo no cao (OFRI R. et. al., 2006).

3.2.3. Epifora

E um aumento progressivo da secrecdo lacrimal reflexa pela estimulagdo nervosa da cornea,
mucosa conjuntival e nasal (SAITO & KOTANI, 1999) ou interrup¢do na drenagem (SCOTTI et.
al., 2007). S3o normalmente associados com inflama¢do ocular (SCOTTI et. al., 2007).
Anormalidades de palpebra e cilios; desordens mecanicas ou funcionais do ponto, canaliculo ou
ducto nasolacrimal; e quadros moérbidos do epitélio corneal sdo importantes fatores causadores

(SAITO & KOTANTI, 1999).

3.3. Avaliacao Qualitativa do Filme Lacrimal

3.3.1. Tempo de Quebra do Filme Lacrimal

O tempo de ruptura do filme lacrimal pré-corneano, ¢ um método amplamente utilizado par
avaliar a estabilidade do filme lacrimal, medido através da aplicacdo de fluoresceina sobre a cornea

(BARABINO et. al., 2004). Apds permitir o cerramento das margens palpebrais, para que a
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fluoresceina core todo o filme lacrimal de verde, em seguida ao afasta-las, e usando uma lampada
de fenda com filtro azul de cobalto, procura-se o surgimento de manchas escuras, em Beagles
normais isto deve ocorrer apos 21,53 + 7,42 segundos (SAITO & KOTANI., 2001). Este teste
revela deficiéncias principalmente de mucina e em menor extensdo da fase aquosa, permitindo a
avalia¢do qualitativa do filme lacrimal através da estabilidade do mesmo (GUM, 1999; SAITO et.
al., 2001). Na deficiéncia de mucina o tempo de ruptura do filme lacrimal estd diminuido, sendo
frequentemente muito baixo (inferior a 5 segundos), ha hipoplasia das células caliciformes (exame
histologico) e a secre¢do lacrimal aquosa esta, em geral, normal ou subnormal com valores do teste
lacrimal de Schirmer acima de 10 mm/min (CULLEN et. al., 1999; SAITO & KOTANI., 2001).
Este teste tem numerosos vieses como: quantidade de fluoresceina aplicada, tempo de comego
apos a instilacdo e a intensidade da luz do filtro azul de cobalto usado. Apesar disto, vem sendo

relatada como muito util para a avaliacdo da lagrima em caes (SAITO et. al., 2001).
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6.2. Anexo 2

6.2.1. Parecer da Comissao de Etica sobre o Projeto de Pesquisa

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
DECANATO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo n°.

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo e Padronizagdo da Avaliacio
Quantitativa do Filme Lacrimal pelo Teste do Fio com Vermelho Fenol”, sob a
responsabilidade do Prof Dr. Jofo Telhado Pereira, atende os principios basicos para
pesquisa envolvendo o uso de animais e estd de acordo com os principios é€ticos e

praticos do uso de animais de experimentagio.

UFRRYJ, 24 de mar¢o de 2010

&.\,‘ . 'HCC.L& "n‘u\. \-«\.h._____

Profa. Dra. Aurea'Echevarria Aznar Neves Lima
Comissd@o de Etica na Pesquisa da UFRRJ
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