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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a eficácia de dois protocolos de tratamento de 

ceratoconjuntivite seca (CCS) experimentalmente induzida em coelhos: uma formulação oftálmica tópica 

composta por álcool polivinílico 1,4%, adicionado com acetilcisteína 10% e pilocarpina 1% (AAP), e 

outro protocolo com o uso do óleo de semente de linhaça (OL) tópico em forma de colírio, durante 12 

semanas. Foram utilizados 15 coelhos machos, adultos, da raça Nova Zelândia, alocados aleatoriamente 

em três grupos: grupo C (controle), grupo AAP (formulação oftálmica) e grupo L (OL tópica). Os animais 

foram avaliados semanalmente pelo teste lacrimal de Schirmer, teste de fluoresceína e teste de Rosa 

Bengala; uma vez por mês, pelo exame de citologia esfoliativa ocular; ao final do experimento, pela 

análise histopatológica da córnea e conjuntiva. Os resultados demonstraram que houve um aumento maior 

na produção lacrimal quando utilizada a formulação oftálmica, e uma resolução mais rápida das úlceras 

de córnea, bem como diminuição no número de células desvitalizadas quando utilizado o óleo de semente 

de linhaça, além de aumento no número de células caliciformes em ambos os grupos de tratamento. A 

associação desses dois protocolos pode ser no futuro uma alternativa no tratamento da CCS. 
 

Palavras-chave: ceratoconjuntivite seca, álcool polivinílico 1,4%, acetilcisteína 10%, pilocarpina 1%, óleo 

de linhaça 
 

ABSTRACT 
 

The objective of this study was to evaluate and compare the effectiveness of two treatment protocol of 

experimentally induced keratoconjunctivitis sicca (KCS) in rabbits, a topical ophthalmic formulation 

composed by 1.4% povinilic alcohol added with 10% acetylcysteine and 1% pilocarpine (AAP) and 

another protocol with the topical use of the linseed seed oil (LO) in eye drop form for 12 weeks. Fifteen 

male New Zealand white rabbits were aleatory allocated in 3 groups: Group C (Control), Group AAP 

(ophthalmic formulation) and Group L (LO topical). The animals were evaluated weekly using the 

Schirmer’s tear test, fluorescein test and Rose Bengal test monthly for ocular cytology, and at the end of 

the experiment for histopathological analysis of cornea and conjunctive. The results demonstrated that 

there was a larger increase in the tear production when the ophthalmic formulation was used and a faster 

rapid resolution of corneal ulcers and decrease in the number of devitalized cells when linseed seed oil 

was used, besides an increase in the number of caliciform cells in both treatment groups. The association 

of those two protocols can be a future alternative in the treatment of KCS.   
 

Keywords: keratoconjunctivitis sicca, 1.4% povinilic alcohol, 10% acetylcysteine, 1% pilocarpine, 

linseed oil   
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INTRODUÇÃO 

 

A ceratoconjuntivite seca (CCS) ou olho seco é 

uma das afecções oftálmicas mais comumente 

encontradas nos animais da espécie canina  

e nos seres humanos, caracterizando-se pela 

deficiência do componente aquoso do filme 

lacrimal pré-corneano (FLP) ou pela modificação 

da qualidade ou, ainda, pela diminuição da 

estabilidade da lágrima, o que leva a um 

comprometimento no deslizamento das 

pálpebras, afetando principalmente a córnea e a 

conjuntiva bulbar (Miller, 2008; Stevenson et al., 

2012). 

 

Os principais sinais clínicos são secreção 

mucoide a mucopurulenta, perda de brilho e 

pigmentação da córnea, hiperemia conjuntival, 

desconforto ocular, prurido, vascularização da 

córnea, ulcerações superficiais a profundas, 

podendo evoluir para perda progressiva da visão 

(Carter e Colitz, 2002).
 
O diagnóstico baseia-se 

principalmente nos sinais clínicos e nos 

resultados obtidos com os exames oftálmicos, 

tais como teste lacrimal de Schirmer (TLS), teste 

de Rosa Bengala (TRB), teste de fluoresceína 

(TF), tempo de ruptura do filme lacrimal 

(TRFL), teste de lisamina verde, além de 

citologia esfoliativa (CE) (Maggs, 2008; Miller, 

2008). 

 

Existem vários tipos de tratamento para a CCS, 

sendo mais utilizados atualmente na medicina 

veterinária os imunossupressores tópicos, tais 

como ciclosporina, tacrolimus e pimecrolimus 

(Izci et al., 2002; Berdoulay et al., 2005; Ofri et 

al., 2009). Em razão do alto custo desses 

medicamentos, uma alternativa mais barata, 

principalmente para proprietários carentes, 

consiste em fazer uso de associações de 

substâncias em formulações tópicas, como as que 

utilizam álcool polivinílico (substituto aquoso da 

lágrima, que estabiliza a película lacrimal  

pré-corneal e impede a sua ruptura) associado  

à acetilcisteína 10% (agente anticolagenase, 

devido à sua ação mucolítica) e pilocarpina  

1% (pelo seu efeito lacrimoestimulante). A 

proporção usada na formulação oftálmica 

(substituto lacrimal + acetilcisteína 10% + 

pilocarpina 1 a 2%) varia segundo alguns 

autores, respectivamente, de 3,5mL/3,5mL/1mL 

(Andrade, 2008), 7cm³ (cc)/7 cc/2 cc (Kirk, 

1984; Severin, 1995) e 15mL/2-4mL/2mL 

acrescidos de 2mL de cloranfenicol  

injetável a 2% (Pickett, 2001). Além disso,  

anti-inflamatórios esteroidais e não esteroidais e 

antibióticos podem ser associados à terapia como 

adjuvantes  (Carter e Colitz, 2002; Stevenson et 

al., 2012). 

 

Outra forma de tratamento para a CCS, que vem 

se destacando em estudos recentes, é a utilização 

de ácidos graxos essenciais (AGE), ômega 3 (ω-

3) e ômega 6 (ω-6), principalmente no 

tratamento de pacientes portadores de diversas 

formas de deficiência lacrimal, como na 

Síndrome de Sjögren humana, tanto em 

suplementação oral (Barabino et al., 2003; 

Mavragani et al., 2006; Pinheiro Jr. et al., 2007; 

Roncone et al., 2010; Wojtowicz et al., 2011), 

como em experimentos por via tópica em ratos 

(Rashid et al., 2008) e por via tópica e oral em 

coelhos (Neves et al., 2013). Os principais 

efeitos terapêuticos do ω-3 e ω-6 são 

imunomodulador e anti-inflamatório. A semente 

de linhaça é uma planta da família Linaceae, 

chamada de Linum usitatissimun, composta, em 

média, por 57% de ácidos graxos ômega 3, 16% 

de ômega 6, 18% de ácido graxo monoinsaturado 

e somente 9% de ácidos graxos insaturados, 

sendo sua relação ω-3 e ω-6 de 1:3 considerada 

muito próxima do ideal (Oomah, 2001; Hassan-

Zadeh et al., 2008).  

 

O objetivo deste trabalho foi comparar a eficácia 

de duas formulações tópicas, uma composta por 

substitutos da lágrima adicionada de substância 

lacrimoestimulante e anticolagenase, e outra 

composta por óleo de linhaça, no tratamento da 

CCS induzida experimentalmente em coelhos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi aprovado (protocolo nº 166) 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(Ceua) da Universidade do Oeste Paulista 

(Unoeste). Foram utilizados 15 coelhos 

(Oryctolagus cuniculus) brancos, machos, da 

raça Nova Zelândia, não castrados, adultos, e 

com peso variando entre 2 e 3kg. Estes animais 

foram mantidos em gaiolas metálicas individuais 

suspensas, com água e ração ad libitum.  

 

Para a indução da CCS, nos coelhos, adotou-se 

um modelo baseado em estudos previamente 

publicados (Burgalassi et al., 1999; El-Shazly et 

al., 2008), utilizando-se sulfato de atropina 

colírio 1%, três vezes ao dia, até que se 
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confirmasse o diagnóstico de CCS (TLS  

≤5mm/min e/ou TRB positivo) e durante todo o 

período de tratamento (12 semanas), para 

manutenção da CCS. Os momentos de avaliação 

foram divididos em M0 (antes da indução de 

CCS), M1 (uma semana após a indução da CCS 

e início do tratamento) e M2 até M12 (avaliações 

com intervalo de uma semana após o início do 

tratamento). Dez coelhos foram induzidos para a 

CCS conforme o protocolo já descrito e cinco 

foram alocados no grupo controle, sem indução 

da CCS e tratados com placebo.  

 

Uma semana após a indução da CCS, os animais 

foram tratados durante 12 semanas da seguinte 

maneira: grupo C (n=5) controle (uma gota de 

placebo - solução de NaCl 0,9%) tópica,  

duas vezes ao dia, em ambos os olhos; grupo 

AAP (n=5): formulação oftálmica com 3,5mL  

de álcool polivinílico 1,4% + 3,5mL de 

acetilcisteína 10% + 1mL de pilocarpina 1% 

(Laboratório Ophthalmos), 1 gota, duas vezes ao 

dia, por via tópica, em ambos os olhos; grupo L 

(n=5): colírio à base de óleo de semente de 

linhaça puro (Laboratório Ophthalmos), uma 

gota, duas vezes ao dia, por via tópica, em ambos 

os olhos. 

 

Semanalmente, os animais foram avaliados com 

os seguintes exames: avaliação dos sinais 

clínicos oculares, TLS, TF e TRB. O exame 

ocular foi realizado com lâmpada de fenda 

portátil e identificaram-se hiperemia conjuntival, 

secreção mucoide ou mucopurulenta, opacidade 

corneal, vascularização ou pigmentação corneal, 

com os seguintes escores: (0) nenhuma alteração; 

(1) leve; (2) moderada; (3) severa.  O TLS foi 

realizado sem uso de colírio anestésico para 

avaliar a quantidade de lágrima produzida. Após 

limpeza ocular com algodão seco, introduziu-se 

0,5mm da ponta da fita de Schirmer no saco 

conjuntival por um período de um minuto, a 

qual, posteriormente, foi retirada, sendo, em 

seguida realizada a leitura. Consideraram-se 

positivos para CCS valores ≤5mm/min.
 
 O TF foi 

realizado para observar a presença ou não de 

úlceras de córnea, com a fita de fluoresceína  

1% sendo encostada no saco conjuntival.  

Utilizaram-se escore 1: negativo para úlcera de 

córnea; 2: positivo para úlcera de córnea. O TRB 

foi realizado para a coloração de células 

desvitalizadas pela CCS. Após instilação de 

colírio anestésico, foi utilizada uma gota do 

colírio de Rosa Bengala 0,5%, considerando-se 

1: ausência de células coradas desvitalizadas para 

CCS; 2: presença de células coradas 

desvitalizadas para CCS (Maggs, 2008).  

 

A citologia esfoliativa (CE) ocular foi realizada 

uma vez por mês (M0; M1; M4; M8; M12). Os 

animais receberam colírio anestésico e, então, 

foram colhidas amostras da conjuntiva superior, 

inferior, lateral, medial e córnea de ambos os 

olhos. A CE foi realizada com o uso de swab 

umedecido em solução fisiológica e transferida 

para as lâminas microscópicas. Em seguida, as 

lâminas foram fixadas em álcool metílico e, 

posteriormente, coradas pela técnica de May-

Grunwald-Giemsa (Raskin e Meyer, 2001). 

 

Para análise histopatológica, ao final do 

experimento, no M12, foi realizada eutanásia dos 

coelhos, utilizando-se tiopental sódico a 2,5%, na 

dose de 200mg/kg por via intravenosa (Neves et 

al., 2013), para obtenção de biópsia dos olhos. O 

bulbo ocular, após a enucleação transpalpebral, 

foi colocado em solução de formalina tamponada 

a 10%, por 24 a 48 horas. Em seguida, foi lavado 

em água corrente por 30 minutos, armazenado 

em álcool 70% e processado conforme a técnica 

de inclusão em parafina. Foram obtidos cortes de 

5μm de espessura da córnea e conjuntiva, os 

quais foram corados pela técnica de hematoxilina 

e eosina (HE) e ácido periódico de Schiff (PAS) 

(Samuelson, 2007). 

 

Para as variáveis TLS e densidade de células 

caliciformes, foi utilizado o teste de análise de 

variância para amostras pareadas, com contrastes 

pelo método de Tukey. Nos testes acima citados, 

os pressupostos de normalidade dos dados e de 

homogeneidade de variâncias foram validados, 

respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilk e 

Levene.
 
Foi adotado o nível de significância de 

5%. 

 

RESULTADOS 

 

O tempo de indução da CCS em coelhos foi, em 

média, de sete a 10 dias. Os sinais clínicos 

observados no início (M1), no meio (M6) e no 

final do experimento (M12) estão descritos na 

Tab. 1. Houve uma melhora significativa dos 

sinais de hiperemia conjuntival, secreção ocular, 

opacidade e vascularização corneal do M1 até o 

M12 nos grupos AAP e L. 
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Tabela 1. Médias e desvios-padrão dos valores obtidos
*
 dos sinais clínicos observados em 10 olhos de 

coelhos experimentalmente induzidos para CCS em cada grupo e submetidos a diferentes tipos de 

tratamentos: placebo (grupo C); fórmula tópica oftálmica composta por 3,5mL de álcool polivinílico 1,4% 

+ 3,5mL de acetilcisteína 10% + 1mL de pilocarpina 1% (grupo AAP) e óleo de linhaça tópico (grupo L) 

nos momentos M1, M6 e M12. 

Sintomas 

 

M1 M6 M12 

C AAP L C AAP L C AAP L 
Hiperemia 

conjuntival 
0,0±0,0 2,0±0,7 2,0±0,5 0,0±0,0 1,0±0,5 1,0±0,5 0,0±0,0 0,5±0,5 0,5±0,5 

          
Secreção 

mucoide ou 

purulenta 
0,0±0,0 2,0±0,5 2,0±0,5 0,0±0,0 0,0±0,5 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 

          
Opacidade 

corneal 
0,0±0,0 1,0±0,7 1,0±0,5 0,0±0,0 0,5±0,5 0,0±0,5 0,0±0,0 0,0±0,5 0,0±0,0 

          
Vascularização 

ou pigmentação 

corneal 
0,0±0,0 0,5±0,5 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 

*(0) nenhuma alteração; (1) leve; (2) moderada; (3) severa,  

 

O grupo C manteve os parâmetros normais 

durante o período experimental em todos os 

testes realizados. A partir do M2, todos os  

grupos de tratamento apresentaram aumento 

estatisticamente significativo (P<0,05) nos 

valores de TLS (Fig. 1) em comparação com o 

M1, principalmente o grupo AAP nos momentos 

finais do experimento (M8 e M10 a M12). 

 

O grupo AAP apresentou animais positivos para 

o TF (Fig. 2) desde o M3 até o M9, com maior 

número de animais positivos entre o M4 e o M8. 

A partir do M9, o grupo AAP apresentou uma 

resolução das úlceras e permaneceu negativo até 

o M12. O grupo L foi positivo para TF no M3 e 

no M4. As úlceras foram todas de grau 

superficial (Fig. 3A). Tanto o grupo AAP quanto 

o grupo L foram positivos para o TRB (Fig. 2), a 

partir do M1, e a maioria corou mais de um 

quadrante da córnea (Fig. 3B). No grupo AAP, a 

ausência de células desvitalizadas se deu a partir 

do M10. Já o grupo L apresentou TRB negativo 

em 100% dos animais estudados, a partir do M7.  

 

Em relação ao parâmetro celularidade observado 

na CE, o grupo AAP apresentou valores 

moderados a leve em todos os momentos, porém 

alguns coelhos apresentaram valores acentuados, 

que foram observados no grupo AAP no M1, M4 

e M8, e no grupo L apenas no M12. Em relação 

ao tipo de célula, tanto o grupo AAP quanto o 

grupo L apresentaram principalmente células 

superficiais com apenas alguns coelhos 

apresentando células parabasais, não se 

diferenciando dos valores do grupo C (Fig. 4A e 

4B). Também foi observada uma presença 

pequena de células caliciformes na CE (Fig. 4C). 

 

No exame histopatológico em relação à córnea, 

os grupos L e AAP apresentaram edema leve 

(Fig. 5A) a moderado (Fig. 5B). No parâmetro 

degeneração, somente um animal do grupo L 

apresentou lesão leve. No parâmetro necrose, 

nenhum grupo apresentou lesão. As células 

inflamatórias mistas foram constatadas com uma 

presença moderada no grupo AAP. Na 

conjuntiva, os grupos AAP e L apresentaram 

edema leve, degeneração leve no grupo L e 

ausência de lesão no grupo AAP. Em relação às 

células inflamatórias, os grupos L e AAP 

apresentaram uma moderada presença de células 

mistas, que foram observadas com predomínio 

na inserção da córnea com a conjuntiva bulbar. 

Houve um aumento significativo (P<0,05) no 

número de células caliciformes na conjuntiva no 

grupo L (11,9±2,3) e AAP (12,6±4,6) em relação 

ao grupo C (9,8±1,9), e este aumento foi um 

pouco maior no grupo AAP. 
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Figura 1. Médias e desvios-padrão dos valores obtidosa do teste lacrimal de Schirmer (TLS) em mm/min em 10 olhos 

de coelhos experimentalmente induzidos para CCS em cada grupo e submetidos a diferentes tipos de tratamentos: 

placebo (grupo C); fórmula tópica oftálmica composta por 3,5mL de álcool polivinílico 1,4% + 3,5mL de 

acetilcisteína 10% + 1mL de pilocarpina 1% (grupo AAP) e óleo de linhaça tópico (grupo L) antes (M0) e nas 12 

semanas do estudo (M1 a M12). 
avalores ≤ 5 mm/min=positivo para CCS. 

*P<0.05 (Teste Tukey). 

 
Figura 2. Medianas dos valores obtidos do teste de fluoresceína (TF)a e do teste de Rosa Bengala (TRB)b em 10 olhos 

de coelhos experimentalmente induzidos para CCS em cada grupo e submetidos a diferentes tipos de tratamentos: 

placebo (grupo C); fórmula tópica oftálmica composta por 3,5mL de álcool polivinílico 1,4% + 3,5mL de 

acetilcisteína 10% + 1mL de pilocarpina 1% (grupo AAP) e óleo de linhaça tópico (grupo L) antes (M0) e nas 12 

semanas do estudo (M1 a M12). 
a1=negativo (ausência de úlcera de córnea) e 2=positivo (presença de úlcera de córnea). 
b1=negativo (ausência de células coradas desvitalizadas pela CCS) e 2=positivo (presença de células coradas 

desvitalizadas pela CCS). 
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Figura 3. (A) TF positivo demonstrando uma úlcera central superficial e hiperemia conjuntival do coelho n.2 do 

grupo L no M3. (B) TRB positivo no quadrante superior corneal do coelho n.4 do grupo AAP no M4. 

 

 
Figura 4. Fotomicrografia de citologia esfoliativa de córnea de coelho. (A) Coelho nº 3 do grupo AAP no M1 com 

presença de células parabasais. (B) Coelho nº 3 do grupo AAP no M1 com presença de células superficiais. (C) 

Coelho nº 3 do grupo AAP no momentoM4 com presença de células caliciformes (seta) – May-Grunwald-Giemsa 

(MGG) (400x). 

 

 
Figura 5. (A) Fotomicrografia de corte de córnea (OE) de coelho nº 3 do grupo AAP evidenciando edema leve no 

epitélio corneal (EC) (setas finas) e edema moderado no estroma (E) (setas) – HE (100x). (B) Fotomicrografia da 

inserção da córnea com a conjuntiva (seta) do coelho nº2 do grupo AAP, onde se observam as células caliciformes 

(seta). Presença de edema moderado em epitélio corneal (EC) (setas finas). Observa-se congestão de vasos 

sanguíneos em estroma (E) (*) – HE (400x). 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

O uso tópico da formulação oftálmica e  
do óleo de linhaça rico em ômega 3 e 6  

melhorou os sintomas associados à CCS com 

redução significativa da ocorrência de hiperemia 

conjuntival, secreção ocular e opacidade corneal, 

o que está de acordo com os relatos sobre o 

tratamento da CCS com melhora dos sinais 

clínicos com a formulação oftálmica tópica em 

cães (Kirk, 1984; Severin, 1995; Pickett, 2001; 

Andrade, 2008) e do uso de ômega 3 e 6 em 

animais de laboratório por via tópica (Rashid et 

al., 2008; Neves et al., 2013) e em humanos por 

via oral (Roncone et al., 2010; Pinheiro Jr. et al., 

2007; Wojtowicz et al., 2011).  

 

O grupo que utilizou o óleo de linhaça tópico 

(grupo L) apresentou melhor desempenho  

na resolução das úlceras de córnea e na  

diminuição de presença de células desvitalizadas 

marcadas pelo TRB. O uso tópico de ômega 3 e 

6 melhorou os sinais clínicos e inflamatórios 

induzidos pela CCS (Rashid et al., 2008;  

Neves et al., 2013) por ser uma fonte  

natural de mediadores anti-inflamatórios  

ω-6, prostaglandina-1(PG1) e tromboxano A1 

(TXA1), e ω-3, ácido alfalinolênico (ALA), 

ácido eicosapentaenoico (EPA) e ácido docosa-

hexaenoico (DHA) (Ohma, 2001; Barabino et 

al., 2003; Jiucheng e Bazan, 2010). 

 

Em se tratando da produção lacrimal, o grupo 

com formulação oftálmica (grupo AAP) 

apresentou melhor efeito com relação ao 

aumento da produção lacrimal, que está 

relacionada pela associação dos vários 

componentes integrantes dessa formulação, 

como o álcool polivinílico a 1,4%, agente 

umectante que estabiliza a película lacrimal e 

impede sua ruptura, incrementando a viscosidade 

(Miller, 2008), a acetilcisteína, que possui 

propriedade mucolítica, anticolagenolítica e 

antioxidante (Yalçin et al., 2002; Aldavood et 

al., 2003; Hongyok et al., 2009), e a pilocarpina, 

droga parassimpatomimética, que possui efeito 

lacrimoestimulante, porém pode induzir irritação 

ocular, caracterizada por hiperemia conjuntival e 

blefaroespasmo, que  não foi observado no 

presente experimento, talvez devido à sua 

diluição na formulação oftálmica (Andrade, 

2008). Em um estudo em cães, foi relatado 

 que a pilocarpina colírio em várias 

concentrações (0,25; 1,0 ou 2,0%) não alterou 

significativamente a produção lacrimal, porém a 

frequência de instilação realizada neste estudo 

foi nos dias quatro, seis e oito, o que pode ser 

considerada baixa e ser responsável pelos 

resultados obtidos (Smith et al., 1994). 

 

Na CE, não foram observadas diferenças 

importantes entre os grupos. Nos  

achados histopatológicos, houve um aumento 

significativo no número de células caliciformes 

no grupo L e, principalmente, no grupo AAP em 

relação ao grupo controle. Este achado é 

interessante e colabora com a melhora na 

produção lacrimal e nos sintomas da CCS, visto 

que a diminuição da quantidade de células 

caliciformes pode induzir deficiência de mucina 

no filme pré-corneal e resultar em córneas secas 

com superfície irregular (Davidson e Kuonen, 

2004). 

 

Os resultados demonstraram que houve um 

aumento na produção lacrimal quando utilizada a 

formulação oftálmica, uma resolução mais rápida 

das úlceras de córnea e uma diminuição no 

número de células desvitalizadas quando 

utilizado o óleo de semente de linhaça, além de 

aumento no número de células caliciformes em 

ambos os grupos de tratamento da CCS induzida 

em coelhos. Desta maneira, a associação desses 

dois protocolos pode ser, no futuro, uma 

alternativa interessante e barata no tratamento da 

CCS. 
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