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RESUMEN

En esta investigacion, se buscé identificar la accidon de dos formulaciones de omega
tres via oral en perros que presentaban epiteliopatia neurotréfica inducida resultante de
extraccion de cristalino. Formaron parte del estudio catorce animales portadores de
luxacion o subluxacion anterior bilateral del cristalino. La raza elegida fue cocker
spaniel, debido a su predisposicion a la luxacion del cristalino y al ojo seco senil. Los
animales fueron divididos en dos grupos de siete individuos para cada uno de los
tratamientos. La primera formulacion consistio en omega tres de aceite de pescado. La
segunda formulacion consisti6 en un nuevo medicamento geriatrico indicado para
perros y gatos (Gerioox®) que tiene en su formulacién, ademas de omega tres, otros
elementos como: D-glucosamina sulfato, condroitina sulfato A, cobre, zinc, sodio y
vitamina E. Los tratamientos se iniciaron en el quinto dia posterior a la cirugia y se
mantuvieron por sesenta dias. Se realizaron evaluaciones oftdlmicas en el
preoperatorio inmediato y en seis momentos diferentes del posoperatorio (cinco, diez,
quince, treinta, cuarenta y cinco, sesenta y noventa dias). Ademas de la oftalmoscopia
directa, se utilizo la prueba lagrimal de Schirmer 1 y el tiempo de ruptura de la pelicula
lagrimal con fluoresceina. Al quinto dia del procedimiento quirdrgico, se evidencié la
instalacion de epiteliopatia neurotréfica causada por la extraccion de cristalino. Con el
transcurso del tratamiento, se observé la mejoria del cuadro clinico y la recuperacion
en todos los animales. Sin embargo, hubo una evoluciéon diferenciada de los
pardmetros de calidad y cantidad de lagrimas entre los dos grupos. Se verificO una
mejoria estadisticamente significativa en los parametros del grupo que recibi6
Gerioox®, y el tiempo de recuperacion de este grupo fue casi un tercio menos que el
otro. Como la formulacion que presentd mejor cuadro evolutivo tiene cantidades
menores de omega tres, sustancia cuya indicacion es reconocida en el tratamiento del
0j0 seco, queda evidenciada la necesidad de nuevas investigaciones de esta
formulacién en particular, y de sus demas componentes por separado, ademas de
investigaciones sobre las diferentes fuentes y dosis de omega tres para el tratamiento
del ojo seco.

PALABRAS CLAVE: Extraccion de cristalino, Ojo Seco, Pelicula Lagrimal, Omega Tres,
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
qguantity 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 quantities 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 INTRODUCCION

El empleo de &cidos grasos omega tres tiene gran difusion, tanto en Medicina
como en Medicina Veterinaria, en medicamentos dermatolégicos tdpicos como
promotor de la cicatrizacibn y como nutracéutico con diferentes indicaciones
terapéuticas. Recientemente, muchos de sus efectos, hasta entonces poco conocidos,
fueron comprobados; entre estos se encuentran los efectos sobre la pelicula lagrimal
(MILJANOVIC et al., 2005; HODGE et al., 2006; ESCAMILLA, 2003).

Es conocido que, en particular en el ojo humano, los acidos grasos omega tres
tienen efectos inmunosupresores y antiinflamatorios que mejoran la expresion y la
adhesion de las microvellosidades de los epitelios oculares. Esta accion promueve una
mayor fluidez de las secreciones originadas en las glandulas de Meibomio, que actlan
en el funcionamiento de las células caliciformes de la conjuntiva y, de ese modo,
mejoran integramente la calidad de la pelicula lagrimal y evitan la rapida evaporaciéon
de la lagrima (ESCAMILLA, 2003; PINHEIRO Jr. et al., 2007).

El uso de &cidos grasos esenciales en presentacion oral, bajo la forma de
aceite de lino o de pescado, se considera una alternativa para el tratamiento de
diversas formas de deficiencia lagrimal, aunque esto esté poco evidenciado en la
literatura (PINHEIRO Jr. et al., 2007). Segun ESCAMILLA (2003), la dosis ideal de los
acidos grasos omega tres para el tratamiento clinico del ojo seco aun no fue bien
determinada, pero existen evidencias de que la eficacia del tratamiento puede variar
dependiendo de la dosis y de la fuente de omega tres utilizada.

La raza cocker spaniel se caracteriza por tener predisposicion al 0jo seco y
luxacién anterior del cristalino, siendo las hembras (CABRAL et al.,, 2005) y los
individuos de mediana edad aln mas propensos a desarrollar el cuadro (FRIDMAN et
al., 2004; BREWITT & SISTANI, 2001; CABRAL et al., 2005). La catarata es una
enfermedad muy comdn en la raza cocker spaniel y, cuando es transmitida
genéticamente en estos animales, se desarrolla usualmente en jovenes adultos y
perros de mediana edad, es decir, de menos de ocho afios (IBY & KETRING, 1996).

También segun estos autores, la catarata es por definicibn una opacidad en
cualquier parte de la lente, independientemente del tamafo, edad de aparicibn o

evolucion. Las causas mas comunes de la catarata son: influencias genéticas, traumas,



enfermedades metabodlicas (como la diabetes mellitus), deficiencias nutricionales e
inflamacion grave del ojo. El tratamiento de la catarata es exclusivamente quirurgico.

El cuadro del ojo seco posterior a la cirugia de catarata es una constante, tanto
en humanos como en animales, y ocurre, principalmente, cuando se utiliza la técnica
de extraccion del cristalino (extracapsular o intracapsular). En estas técnicas, se realiza
una incisiéon de mayor extension en la cérnea, ya que se necesita una gran apertura en
la capsula anterior del cristalino para extraer el nucleo o la totalidad de la lente, y la
inflamacion que ocurre debido a eso perjudica la produccion y estabilidad lagrimal,
induciendo a una epiteliopatia neurotréfica (ROBERTS & ELIE, 2007).

Puede suponerse que la epiteliopatia neurotrofica instalada luego de la
extraccion de cristalino se atribuya a la transeccion de un namero significativo de
nervios sensoriales aferentes del plexo subepitelial durante la ablacién del estroma
corneal, lo que ocasiona la disminucién de la sensibilidad e interrupcion del arco reflejo
(cornea-nervio trigeminal-tronco cerebral-nervio facial-glandula lagrimal) que estimula
tanto la secrecién lagrimal basal como la refleja (WILSON, 2001; CREDIE et al., 2007;
DAVIDSON & KUONEN, 2004; McCULLEY et al., 2006). A partir de la epiteliopatia
neurotréfica inducida, tiene lugar una inestabilidad de la pelicula lagrimal que genera un
circulo vicioso inflamatorio (FRIDMAN et al., 2004; BREWITT & SISTANI, 2001).
Ademas, segun estos mismos autores, las suturas y los colirios producen la ruptura
iatrogénica de la pelicula lagrimal, ocasionando respuestas inmunoinflamatorias que
agravan la condicion del Sindrome del Ojo Seco.

La anestesia también puede causar una disminucion de la porcién acuosa de la
pelicula lagrimal en humanos y animales. En perros, se registraron disminuciones
significativas de la produccion lagrimal por mas de veinticuatro horas luego de haber
terminado el evento anestésico (CULLEN et al., 2005).

A pesar de que existen técnicas mas avanzadas y menos invasivas para el
tratamiento de la catarata, como la facoemulsificacién, la extraccion extracapsular del
cristalino y, a veces, la intracapsular, siguen siendo las técnicas mas empleadas,
principalmente, en Oftalmologia Veterinaria. Esto es asi tanto por cuestiones
econdémicas (SAAD FILHO et al., 2005), como por cuestiones clinicas, como en los
casos de razas con predisposicién a la luxacién del cristalino, cuando esta técnica se

muestra mas segura que la técnica de facoemulsificacion (WOUK, 2007).



Por estas razones, se torna relevante el estudio de alternativas para el
tratamiento de los efectos secundarios de la extraccion de cristalino. Ante este cuadro,
se decidid estudiar el Sindrome del Ojo Seco en perros posterior a la extraccion de
cristalino, desde el punto de vista de un nuevo paradigma terapéutico, que es el empleo
de los acidos grasos esenciales omega tres, asociados 0 no a antioxidantes y
oligoproteinas. Para ese fin, fueron estudiados perros de mediana edad con
predisposicion al ojo seco y sometidos a extraccion del cristalino intracapsular o

extracapsular por luxacion o subluxacién anterior del cristalino.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA CORNEA

La cornea de los animales esta constituida por tres estratos distintos (epitelio,
estroma y endotelio), unidos entre si por dos importantes membranas (membrana basal
y membrana de Descemet) (MULLER, 2004; SAMUELSON, 1991; SLATTER, 2005). A
continuacion, se describen las caracteristicas de las capas corneales y sus membranas

desde la mas externa a la mas interna.

2.1.2 Epitelio

El primer estrato de la cornea, y el mas externo, esta formado por el epitelio de
tipo plano estratificado no queratinizado, constituido en el ser humano por cinco a seis
capas celulares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Esta compuesto por células
superficiales escamosas, células aladas y células epiteliales basales. Estas ultimas
sufren mitosis activa para le reposicion celular, y estdn adheridas entre si y a la
membrana basal por medio de hemidesmosomas (MULLER, 2004; SLATTER, 2005).
Los epitelios corneal y conjuntival tienen la misma derivacidon embrioldgica y son
continuos con el epitelio de las glandulas lagrimales, accesorias y de Meibomio, las que
se originan como invaginaciones especializadas de la superficie ocular (DEWS, 2007).
El epitelio corneal contiene numerosas terminaciones nerviosas libres, lo que explica la
gran sensibilidad de la cornea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

2.1.2 Membrana Basal

La membrana basal es una capa de matriz extracelular entre el epitelio y el
estroma, que sirve para anclar estos dos estratos (MULLER, 2004). Esta compuesta,
principalmente, por colageno tipo 1V, proteoglicano sulfato de heparana, laminina,
entactina y fibronectina. La funcion de la membrana basal es separar el tejido
conjuntivo subyacente a las células epiteliales, determinar la polaridad de las células,

influir en el metabolismo celular, organizar las proteinas en las membranas plasmaticas



adyacentes, inducir la diferenciacion celular y proveer una base para la migracion de

las células en regeneracion (MULLER, 2004).

2.1.3 Estroma

El segundo estrato de la cornea, el estroma, 0 sustancia propia, constituye
cerca del 90 % del espesor de la cérnea en humanos y animales. Es un tejido
conjuntivo avascular, con fibras nerviosas amielinicas, constituido de una densa matriz
extracelular y una poblacién de pocos queratinocitos dispersos entre sus fibras
coldgenas (MULLER, 2004; SLATTER, 2005).

Los queratinocitos son células que tienen la capacidad de sintetizar
componentes del estroma y de transformarse en fibroblastos en respuesta a la lesion
corneal profunda, formando un tejido cicatricial no transparente (SAMUELSON, 1991;
SLATTER, 2005).

La matriz extracelular, por su parte, consiste en fibrillas de colageno de
diametro uniforme (regularmente espaciadas) y de sustancia fundamental amorfa, que
esta formada por glucosaminoglucanos y glicoproteinas o proteoglicanos
(SAMUELSON, 1991; SLATTER, 2005).

Los glucosaminoglucanos son responsables del mantenimiento del espaciado
regular entre las fibrillas de colageno estromales (MULLER, 2004; GUM, 1991) e
influyen en la regulacion del crecimiento y desarrollo celular, en la concentracién de los
componentes de la matriz extracelular y en la modulacion de las interacciones entre las
células (MULLER, 2004). Los llamados glucosaminoglucanos polisulfatados inhiben
tanto la plasmina como los activadores de plasmindégeno. Poseen efectos anabdlicos
sobre los fibroblastos, condrocitos y sinoviocitos. Ademas, tiene la capacidad de
eliminar los radicales libres, disminuir la liberacion de prostaglandinas Ez, bloquear la
activacion del complemento y disminuir la accion de la interleucina 1, ejerciendo asi
una accion antiinflamatoria (WOUK et al., 2006).

Los glucosaminoglucanos pueden encontrarse formando complejos con
proteinas llamadas proteoglicanos, cuyas dos clases mayores son el sulfato de
queratana y el sulfato de dermatana/condroitina. Se cree que los proteoglicanos
desempefian un rol importante en el mantenimiento de la hidratacion, rigidez y

transparencia de la cornea. Los proteoglicanos tienen una alta capacidad de absorcion



de agua, contribuyendo a la estabilidad y soporte proporcionado por el tejido conjuntivo
y colaborando con el mantenimiento de su volumen de agua. De este modo, ayudan en
el mantenimiento del estado de turgencia de la cornea, permitiendo el funcionamiento
eficiente de las bombas del epitelio y endotelio (SAMUELSON, 1991). Los
proteoglicanos, junto con el colageno tipo 1, aparecen como los mayores componentes
del estroma de la cornea (MULLER, 2004).

Una importante glicoproteina adhesiva que también se encuentra como
constituyente de la matriz extracelular es la fibronectina, la cual contribuye a una
adecuada adhesion entre las células y la matriz extracelular, lo que permite la union de
los fibroblastos y varias otras células a la matriz de los tejidos conjuntivos (MULLER,
2004). Ademas, la fibronectina posee la capacidad de estimular la migracion epitelial
corneal en cultivo celular, lo que la constituye en un destacado componente del tejido
de granulacién y puede formar una matriz provisoria por medio de su unién con
fibrindgeno. Esto facilita la invasion de fibroblastos y su adhesién al sustrato de fibrina y
al tejido colageno (MULLER, 2004).

El mantenimiento y la reparacion de la matriz extracelular del estroma corneal
exigen un balance controlado de su sintesis, degradacion y remodelacion. Las enzimas
proteoliticas cumplen importantes funciones fisiolégicas en la reposicion vy
remodelacion del estroma corneal (OLLIVIER et al., 2007). Dos importantes familias de
enzimas que afectan la cérnea son las metaloproteasas y serinoproteasas, incluyendo
la elastasa neutrofilica, que es la serinoproteasa mas abundante en la pelicula lagrimal
y que es sintetizada por polimorfonucleares y macrofagos. La elastasa neutrofilica
degrada el coldgeno 3y 4, asi como los componentes de la matriz extracelular, como la
laminina y la fibronectina (OLLIVIER et al., 2007).

Para prevenir la excesiva degradacion del tejido normal saludable, existen en la
cérnea y en la pelicula ocular precorneal, inhibidores naturales de las proteinasas tales
como el inhibidor de la a1-proteinasa, macroglobulinas a2 y algunos inhibidores de los
tejidos de las metaloproteasas (OLLIVIER et al., 2007).

2.1.4 Endotelio

El tercer y ultimo estrato corneal, el endotelio, esta formado por una Unica capa

de células escamosas poligonales, las que contribuyen al mantenimiento de la



transparencia corneal, por medio de un continuo bombeo de agua hacia afuera del
tejido. Estas células poseen una reducida capacidad de regeneracion, que puede variar
conforme la especie y la edad. Las células del endotelio también son responsables de
la secrecion de su membrana basal, la membrana de Descemet (MULLER, 2004).

2.1.5 Membrana de Descemet

La membrana de Descemet esta constituida por fibrillas de colageno tipo 4 y
confiere resistencia y elasticidad a la hidrélisis quimica y enzimatica (SAMUELSON,
1991; SLATTER, 2005; MULLER, 2004).

La cicatrizacidbn corneal es un proceso excepcionalmente complejo, que
involucra la integracién de acciones de mdltiples proteasas, factores de crecimiento y
citocinas producidas por las células epiteliales, queratocitos estromales, células
inflamatorias y glandula lagrimal (OLLIVIER et al.). Durante este proceso, tienen lugar
varias alteraciones (autocrinas y paracrinas) entre las células epiteliales y los
fibroblastos activados del estroma con las acciones exocrinas de los factores
secretados por las células de la glandula lagrimal en la pelicula lagrimal precorneal
(OLLIVIER et al., 2007).

2.2 LA PELICULA LAGRIMAL

La superficie ocular estd en constante contacto con microorganismos, pero
raramente resulta colonizada o infectada por estos agentes, debido a las defensas
oculares, entre ellas, una de las principales es la pelicula lagrimal (DAVIDSON &
KUONEN, 2004). Segun HARTLEY y colaboradores (2006); DAVIDSON & KUONEN
(2004), pueden definirse siete funciones principales del fluido lagrimal:

e Mantenimiento de una superficie plana para la refraccion de la luz;

e Lubricacién de los parpados;

e Lubricacién de la conjuntiva y de la cornea;

e Suplementacion de la cornea con nutrientes y transporte de productos

metabdlicos de la superficie corneal;



e Promover el acceso de glébulos blancos sanguineos a la cérnea y conjuntiva;

Remocion de cuerpos extrafios de la cérnea y conjuntiva;

e Defensa de la superficie ocular contra patdégenos via sustancias antibacterianas
especificas y no especificas.

La pelicula lagrimal tiene un espesor aproximado de 35 a 45 um y puede
separarse en tres capas distintas: capa lipidica, capa acuosa y capa mucinica
(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). A

continuacion, se describen las capas de la pelicula lagrimal y sus caracteristicas.

2.2.1 Capa Lipidica

Es la capa mas externa de la pelicula lagrimal, formada fundamentalmente por
la secrecion de las glandulas de Meibomio, que son glandulas sebaceas modificadas
presentes a lo largo de los bordes de los parpados (HARTLEY et al., 2006; CABRAL et
al., 2005). Esta compuesta tanto por lipidos polares como apolares. La fraccién polar
de la capa lipidica, que actia como surfactante y comprende la mayoria de los
fosfolipidos, se distribuye en la capa acuosa de la pelicula lagrimal, mientras que la
fraccion apolar es mas superficial y permanece en contacto con el medio externo. La
capa lipidica cumple las funciones de retardar la evaporaciéon de la lagrima y estabilizar
la pelicula lagrimal (GOMES, 2007; McCULLEY et al., 2006; HARTLEY et al., 2006),
producir una superficie Optica plana y prevenir la contaminaciéon de la pelicula lagrimal
por cuerpos extrafos y restos celulares (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

La regulacién de la secrecion de las glandulas de Meibomio es modulada tanto
por la sintesis de los lipidos como por la maduracién celular. También puede ser
regulada por la accidon de las hormonas; algunos estudios determinan que los
androgenos estimulan la secrecion, mientras que los estrogenos la reducen
(DAVIDSON & KUONEN, 2004; DEWS, 2007).

Una disfuncion de las glandulas de Meibomio puede llevar a la inestabilidad de
la pelicula lagrimal y a alteraciones de la superficie ocular (GOMES, 2007), y la
remocion de la capa lipidica lleva a la evaporacion de la pelicula lagrimal, como
resultado de lo cual disminuyen los valores de la prueba de tiempo de ruptura de la
pelicula lagrimal (TRFL o “Break up time” — BUT) y aumenta la osmolaridad lagrimal.



Se cree que este proceso es muy importante para el desarrollo del cuadro de ojo seco
(DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.2.2 Capa Acuosa

La porcion acuosa de la lagrima es producida por las glandulas lagrimales
principales (70 %) y glandulas del tercer parpado (30 %). Su funcién es transportar los
nutrientes solubles en agua y remover cuerpos extrafios. También posee sustancias
bactericidas (como glicoproteinas, lactoferrina, inmunoglobulinas, lisozima, B-lisina,
albumina, transferrinas, ceruloplasminas y defensinas), ademas de componentes
esenciales para la proliferacion y diferenciacion del epitelio de la superficie ocular
(como factor de crecimiento de la epidermis y vitamina A) (GOMES, 2007; DAVIDSON
& KUONEN, 2004; McCULLEY et al., 2006; HARTLEY et al., 2006). La capa lagrimal
también tiene una pequefia cantidad de mucina, que disminuye la tension superficial,
aumentando la dispersion y cohesion de la capa acuosa y contribuyendo a la
viscosidad de la pelicula lagrimal (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

La glandula lagrimal puede verse afectada tanto por el sistema nervioso como
por varias hormonas. Ciertos estimulos en la cérnea, la conjuntiva, el nervio 6ptico y el
cerebro desencadenan la secrecién de fluidos por parte de la glandula lagrimal
utilizando las vias eferentes del sistema nervioso simpatico y parasimpatico. La
estimulaciéon de los nervios aferentes de la superficie ocular induce al pestafieo
inmediato (que en los humanos ocurre un promedio de doce a quince veces por
minuto) y a la produccién de lagrima refleja por parte de la glandula lagrimal. El
estimulo corneal aferente recorre la rama oftalmica del nervio trigémino (quinto par
craneano), pasa por el ganglio trigeminal y el nucleo espinal trigeminal, alcanzando la
primera sinapsis en el puente. Una via aferente secundaria esta constituida por las
neuronas preganglionares simpaticas de la médula espinal, ganglio cervical superior y
cadena simpéatica paravertebral. Luego de procesado en el puente, el estimulo induce
la respuesta eferente a traves de las fibras eferentes del puente, nervio facial (séptimo
par craneano), ganglio pterigopalatino, sinapsis y fibras para la glandula lagrimal, punto
final de la via eferente primaria. Las fibras simpaticas del ganglio cervical superior son
responsables de la respuesta por via eferente secundaria junto a la glandula lagrimal
(CREDIE et al., 2007).
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Los andrégenos y estrogenos también modulan la secrecion lagrimal; una
deficiencia de andrégenos provoca trastornos degenerativos reversibles en la pelicula
lagrimal y una disminucién en el volumen total de lagrimas y de su contenido proteico
(DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.2.3 Capa Mucinica

Es la capa mas interna de la pelicula lagrimal, formada principalmente por la
secrecion de las células caliciformes de la conjuntiva, que estan concentradas
particularmente en el saco conjuntival inferior (HARTLEY et al., 2006; CABRAL et al.,
2005). No obstante, los epitelios corneal y conjuntival también contribuyen a su
produccion (DAVIDSON & KUONEN, 2004), que puede ser estimulada por histamina,
antigenos, complejos autoinmunes o acciones mecanicas (McCULLEY et al., 2006). La
capa mucinica estd compuesta por mucina, inmunoglobulinas, urea, sales, glucosa,
leucocitos, restos celulares y enzimas.

Las mucinas son glicoproteinas presentes en la superficie mucosa de tejidos
epiteliales. Estas protegen los tejidos, funcionan como antioxidantes, promueven la
lubricacion e inhiben la adherencia bacteriana. La mucina de la pelicula lagrimal puede
proteger la superficie epitelial corneal de forma directa y/o indirecta. En forma directa, al
adherirse a los patégenos a través de receptores especificos antes de que estos se
unan al epitelio corneal. En forma indirecta, al inhibir la colonizacion microbiana por
bloqueo competitivo de los receptores microbianos en el epitelio (DAVIDSON &
KUONEN, 2004). Otra forma en que la mucina protege los tejidos deviene de su
capacidad de concentrar la inmunoglobulina A en la superficie mucosa.

La capa de mucina cumple también un rol importante en el mantenimiento de la
lubricacion epitelial de la cornea y conjuntiva. El epitelio corneal es hidrofdbico, por lo
tanto, la capa hidrofilica creada por la capa de mucina facilita la dispersion de la
porcibn acuosa de la pelicula lagrimal en toda superficie ocular (DAVIDSON &
KUONEN, 2004; HARTLEY et al., 2006). La capa de mucina también fija la porcién
acuosa de la pelicula lagrimal al epitelio corneal, lo protege y previene su desecacion y
contaminacion bacteriana.

En el ojo seco, ocurre la destruccion de las células caliciformes, resecamiento y

sufrimiento del epitelio de la superficie ocular (GOMES, 2007). Una deficiencia de la
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porcién acuosa de la lagrima, dafos al epitelio o glicocalix y aumento de la pérdida de
las células epiteliales permiten al moco de la capa de mucina adherirse a si mismo o al
epitelio, lo que causa “plugs” de moco y conduce a la inestabilidad lagrimal y dafo
corneal (DAVIDSON & KUONEN, 2004). Como la deficiencia lipidica, la deficiencia de
mucina induce a la alteracién del tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal (HARTLEY et
al., 2006; DAVIDSON & KUONEN, 2004).

La pelicula lagrimal, aunque no forma parte de la cérnea, esta anatomica y
funcionalmente ligada a ella. Debido a este contacto, las proteinasas, los inhibidores de
las proteinasas, los factores de crecimiento y las citocinas de la pelicula lagrimal
cumplen un rol importante en la reposicién de células de la cornea y en su cicatrizacion
(OLLIVIER et al., 2007; MULLER, 2004).

En cérneas altamente lesionadas, la actividad de las proteinasas en la pelicula
lagrimal se ve significativamente aumentada, |0 que sugiere que este aumento sea
parte fundamental de la respuesta del ojo a las lesiones de la cérnea (OLLIVIER et al.,
2007). Entre las metaloproteasas (MMP) de mayor importancia para la remodelacion y
degradacion del colageno del estroma corneal estan la MMP 2 y la MMP 9.
Publicaciones recientes demostraron que la produccibn MMP 9 en las afecciones
corneales en humanos esta asociada con la presencia de interleucina 1a en el fluido
lagrimal. Este hallazgo posibilit6 pensar que este mediador proinflamatorio es un
importante inductor de la sintesis de MMP 9, MMP 1, MMP 2 y MMP 3 en la superficie
ocular (MULLER, 2004).

Las lagrimas contienen antimicrobianos tanto especificos como inespecificos,
la mayoria de ellos, presentes en la capa acuosa. Algunos antimicrobianos no
especificos son: lisozimas, lactoferrinas, a-lisinas y proteinas del complemento. La
lisozima, secretada por la glandula lagrimal, es considerada la primera linea de defensa
contra patégenos oculares, causando bacteridlisis por hidrélisis de los peptideoglicanos
que forman la pared celular de las bacterias (DAVISON & KUONEN, 2004). La
lactoferrina también es secretada por la glandula lagrimal, y tiene una alta
concentracion en la lagrima, ligandose reversiblemente a dos atomos de hierro, lo que
agota la reserva de hierro que es esencial para el metabolismo y crecimiento
bacteriano. Ademas, la lactoferrina se liga también al cobre, inmunoglobulina A,

inmunoglobulina B y proteinas del complemento, modulando asi el sistema inmune. Las
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a-lisinas provocan la ruptura de las membranas celulares por un mecanismo de accion
gue aun no ha sido determinado.

Algunas de las sustancias antimicrobianas especificas de la cornea son las
inmunoglobulinas (1g): IgA, IgG e IgM. La IgA, considerada la inmunoglobulina primaria
de la pelicula lagrimal, es secretada tanto por la glandula lagrimal como por la
sustancia propia de la conjuntiva. Probablemente, su secrecion sea regulada por
hormonas, factores inmunes o respuestas neurales. La IgA secretada por la glandula
lagrimal es diferentes de las otras IgA, ya que esta compuesta por dos moléculas de
IgA unidas, lo que la protege de la accion de enzimas proteoliticas de la lagrima. La IgA
actua revistiendo el microorganismo, lo que imposibilita su adherencia al epitelio
corneal, y provoca aglutinacion, neutralizacion y lisis microbiana. Las 1gG e IgM se
encuentran en concentraciones mucho més bajas en la pelicula lagrimal normal, y
aumentan durante la inflamacion, cuando participan de la fagocitosis y lisis bacteriana
mediada por complemento (DAVIDSON & KUONEN, 2004).

2.3 LA UNIDAD FUNCIONAL LAGRIMAL

La unidad funcional lagrimal (UFL) es un sistema integrado compuesto por las
glandulas lagrimal y de Meibomio, la superficie ocular (cornea y conjuntiva), los parpados
y nervios (sensoriales y motores) que conectan esos elementos. Esta unidad funcional
controla la mayor parte de los componentes de la pelicula lagrimal en un esquema
regulado y responde a influencias ambientales, endocrinas y corticales. La funcién
principal de la UFL es preservar la integridad de la pelicula lagrimal, la transparencia de
la cérnea y la calidad de la imagen proyectada en la retina (DEWS, 2007).

Los impulsos sensoriales originados en la superficie ocular cumplen un rol
importante en el mantenimiento de la pelicula lagrimal. Se considera que la produccion
de la pelicula lagrimal es una respuesta refleja a los impulsos aferentes derivados
(particularmente, pero no totalmente) de la superficie ocular, y los impulsos sensoriales
de la mucosa nasal también tienen cierta contribucion. Las fibras sensoriales del nervio
trigémino parten de la superficie ocular hasta el nucleo salivar superior en el puente, a
partir de donde las fibras eferentes atraviesan el nervus intermedius hasta el ganglio
pterigopalatino. En él se originan las fibras postganglionares que terminan en la

glandula lagrimal, nasofaringe y vasos de la orbita. Otra via neural controla el reflejo del
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pestafieo por medio de las fibras trigeminales aferentes y las fibras somaticas eferentes
del séptimo par de nervios craneanos (DEWS, 2007).

La secrecion lagrimal en el individuo en estado de vigilia ocurre en buena
medida gracias a los estimulos sensoriales trigeminales originados, principalmente, en
las vias nasolagrimales y de la cornea. Cuando los ojos estan abiertos, hay un aumento
de los reflejos sensoriales que provienen de la superficie ocular expuesta. Una
reduccion en la conduccion sensorial de la superficie ocular favorece la
hiperosmolaridad lagrimal tanto por la disminucion de la secrecion lagrimal reflejo-
inducida como por la reduccion del numero de veces que el individuo pestafiea,
aumentando asi la pérdida lagrimal evaporativa (DEWS, 2007).

La estabilidad de la pelicula lagrimal, que es fundamental para el normal
funcionamiento del ojo, se ve amenazada cuando las interacciones entre los
constituyentes estabilizadores de la pelicula lagrimal se ven comprometidas por la
disminucién de la cantidad, la demora en el flujo y las alteraciones en la composicién
de la lagrima. Una lesion o dafio a cualquiera de los componentes de la UFL puede
desestabilizar la pelicula lagrimal y conducir a la enfermedad ocular conocida como ojo
seco (DEWS, 2007).

2.4 EL SINDROME DEL 0JO SECO

Caracterizada por ser una oftalmopatia progresiva, crénica y potencialmente
perjudicial para la vision, el Sindrome del Ojo Seco provoca un complejo de sintomas
causados por una anormalidad de la pelicula lagrimal precorneal y conjuntival. Este
sindrome se encuentra entre las enfermedades diagnosticadas con mayor frecuencia,
tanto en la Oftalmologia Veterinaria (ALMEIDA, 2006; DAVIDSON & KUONEN, 2004;
PIGATTO et al., 2007; ROBERTS & ELIE, 2007; CABRAL et al., 2005) como en seres
humanos (BREWITT & SISTANI, 2001; MILJANOVIC et al., 2005; FRIDMAN et al.,
2004; SCHIFFMAN et al., 2003; ROBERTS & ELIE, 2007).

El Ojo Seco es una enfermedad comun en pequefios animales, principalmente
en perros, entre los cuales alcanza una incidencia del 1 % (SLATTER, 2005). Afecta
con mayor frecuencia las razas: shih-tzu, lhasa apso, pequinés, bulldog inglés,
Yorkshire terrier, pug, cocker spaniel, west highland white terrier y schnauzer miniatura
(PIGATTO et al., 2007).
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Segun el subcomité de definicion y clasificacion del WorkShop Internacional
sobre Ojo Seco (Dry Eye WorkShop — DEWS, 2007), la definicion extendida para ojo
seco es: “El ojo seco es una enfermedad multifactorial, de las lagrimas y de la superficie
ocular, que resulta en sintomas de malestar, trastornos visuales e inestabilidad de la
pelicula lagrimal con un potencial dafio a la superficie ocular. Presenta también un
aumento de la osmolaridad lagrimal e inflamacion de la superficie ocular”.

FRIDMAN Yy colaboradores (2004) definieron el sindrome del ojo seco como una
disminucion de la cantidad, modificacion de la calidad y/o disminucion de la estabilidad de
la lagrima. Por estas razones, el 0jo seco se caracteriza por el déficit en la produccién y/o
aumento en la evaporacion de la pelicula lagrimal (HIDA et al., 2005; ALMEIDA, 2006;
SOARES & FRANCA, 2005; ESMAELI et al., 2000; BREWITT & SISTANI, 2001).

Existe una gran variedad de factores que pueden desencadenar el 0jo seco, y
ninguna excluye a las demas. Se trata de un circulo vicioso de amplificaciones que pueden
aumentar la severidad de la enfermedad. A modo de ejemplo, podemos decir que todas
las formas de este sindrome provocan pérdida de las células caliciformes, y que esto, a su
vez, contribuye a la pérdida de la estabilidad de la pelicula lagrimal, a la evaporacion de
agua de la superficie, a dafios en el epitelio corneal y a sintomas resultantes de la falta de
lubricacién y eventos inflamatorios de la superficie (DEWS, 2007).

El mecanismo central del ojo seco se da a raiz de la hiperosmolaridad y por la
inestabilidad de la pelicula lagrimal. La mayor causa de la hiperosmolaridad es la
evaporacion de la pelicula lagrimal y/o la reduccion de la porcién lagrimal acuosa,
resultado de la falla lagrimal (FRIDMAN et al., 2004).

El ojo seco por evaporaciéon de la pelicula lagrimal ocurre debido a una
excesiva pérdida de agua de la superficie ocular expuesta en presencia de una funcion
secretora normal, pudiendo ocurrir por factores intrinsecos y/o extrinsecos. El aumento
de la pérdida evaporativa se ve favorecido por condiciones ambientales, como la baja
humedad y la alta velocidad de aire. Clinicamente, puede ser causado por una
disfuncion de las glandulas de Meibomio, que lleva a la formacién de una capa lipidica
inestable (DEWS, 2007).

La hiperosmolaridad provoca dafos en el epitelio de la superficie corneal porque
aumenta la osmolaridad de las células epiteliales y porque activa eventos de la cascada

inflamatoria en la superficie ocular, con liberacion de factores inflamatorios como
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citocinas (factor de necrosis tumoral-a, interleucinas 2, 6, 1a y 18) y metaloproteinas en
la lagrima (DEWS, 2007; ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC et al., 2005).

El dafo epitelial causado por estos factores incluye muerte celular por
apoptosis, pérdida de células caliciformes y trastornos de la expresion mucinica, lo que
deviene en inestabilidad de la pelicula lagrimal. Esta inestabilidad exacerba la
hiperosmolaridad de la superficie ocular y cierra el circulo vicioso. Segun este autor, la
inestabilidad de la pelicula lagrimal también puede iniciarse sin que haya
hiperosmolaridad lagrimal previa, debido a varias etiologias, entre ellas, xeroftalmia,
alergia ocular, uso de medicamentos tépicos, etc. (GOMES, 2007).

La pérdida de la mucina normal de la superficie ocular, que ocurre debido a los
factores inflamatorios liberados como consecuencia de la hiperosmolaridad lagrimal,
incrementa los sintomas causados por el ojo seco, aumentando la resistencia de la
friccion entre los parpados y el globo ocular (DEWS, 2007).

El dafio epitelial, provocado por la liberacion de factores inflamatorios debido a
la hiperosmolaridad lagrimal, estimula las terminaciones nerviosas de la cornea, lo que
conduce a sintomas de malestar ocular, aumento del pestafieo y secrecién lagrimal
refleja compensatoria. Inicialmente, aparece la secrecién refleja como un mecanismo
compensatorio, pero, con el tiempo, la inflamaciébn que acompafia la disfuncién
secretora cronica y la disminucion en la sensacién corneal, eventualmente compromete
la respuesta refleja y resulta en una inestabilidad aun mayor de la pelicula lagrimal.
Este aumento de la secrecion lagrimal refleja ha sido sugerido como la base de la
inflamacion neurogénica en el interior de la glandula lagrimal. Esta inflamacion provoca
tanto la destruccién de tejido como un bloqueo neurosecretor que puede ser
potencialmente reversible (DEWS, 2007).

En los seres humanos, la inflamacion lagrimal, que afecta tanto a las glandulas
lagrimales como a la superficie ocular, puede observarse también en desordenes
sistémicos autoinmunes (como el sindrome de Sjogren), y en la inflamacion ocular
inmunomediada local sin complicaciones sistémicas. Ademas, la inflamacion también
puede ser observada en individuos ancianos, con bajos niveles de andrdégenos en sus
tejidos o inducida por el uso de drogas sistémicas, como algunos antihistaminicos y
antimuscarinicos (ALMEIDA, 2006; BREWITT & SISTANI, 2001; FRIDMAN et
al., 2004).
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HARTLEY y colaboradores (2006) afirman que, en perros, la disminucion de la
cantidad de lagrima (valores de la prueba de Schirmer) con la edad, puede estar ligada
a la reduccion de la capacidad funcional de las glandulas lagrimales y nictitantes. Con
el aumento de la edad, el individuo normal sufre un aumento de la probabilidad de
contraer patologias en los conductos, lo que puede producir una disfuncion de la
glandula lagrimal por efectos obstructivos (DEWS, 2007).

Las evidencias sugieren un rol de las hormonas sexuales en la etiologia del ojo
seco en seres humanos, con la generalizacion de que bajos niveles de andrégenos y
altos niveles de estrogenos son factores de riesgo para el ojo seco. Biol6gicamente
activos, los andrégenos promueven la funcion de la glandula lagrimal y de la glandula
de Meibomio. Ademas, los andrégenos circulantes serian inductores de la acumulacién
de citocinas antiinflamatorias en las glandulas lagrimales, como factor de crecimiento
transformador 3 (TGF - ) (DEWS, 2007).

Algunos autores sugieren que la inflamacion crénica de la superficie ocular sea
secundaria a la lesion de las células epiteliales, provocada por la deficiencia lagrimal,
por la abrasién conjuntival causada por los parpados y, posiblemente, por la ausencia
de componentes como el factor de crecimiento epidérmico en la superficie ocular.
Otros, admiten que la inflamacién conjuntival presente en el cuadro del ojo seco cumple
un rol primario en la patogénesis de la enfermedad, ya que la disminucion de la
abrasion en la superficie ocular, con el empleo de lagrimomiméticos y de
antiinflamatorios no esteroides, no reduce la expresion de los marcadores inflamatorios
en la conjuntiva, sino que solo atenta los signos clinicos (BRIGNOLE et al., 2000).

La inmunidad celular seria la causa base para la inflamacion de la superficie
ocular que ocurre en el ojo seco (ALMEIDA, 2006). El ojo presenta caracteristicas
inmunologicas unicas en virtud de su origen embrioldgico y de la presencia de factores
fisiolégicos que modulan la respuesta inmune. Los tejidos intraoculares expuestos a
antigenos presentan una respuesta inmunoldgica atipica, ya que la ausencia de vasos
linfaticos, la presencia de factores protectores como la barrera hematoacuosa, algunos
inmunomoduladores en el humor acuoso, y del fendmeno conocido como desviacion
inmunitaria asociada a la camara anterior, interactian y hacen del ojo un lugar
inmunolégicamente privilegiado (ALMEIDA, 2006).

En la FIGURA 1 se presenta, a modo de sintesis de esta revision bibliografica,

un cuadro que resume los mecanismos de accidn del 0jo seco y sus interacciones:
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FIGURA1- ESQUEMA DE LOS MECANISMOS DE ACCION DEL 0OJO SECO Y SUS
INTERACCIONES.

- . )
+

evaporacion lagrimal

Falla Lagrimal Reduccion de la porcién
9 > acuosa de la lagrima /

Inflamacion Activacion de la
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nerviosa Desorden de la expresiéon de mucina
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NOTA: ADAPTADO DE DEWS (2007)

A pesar de que la mayoria de los casos de 0jo seco en la literatura relativa al
tema, tanto en humanos como en animales, sean considerados de origen idiopético y
ligados a la disminucién de la porcién acuosa de la lagrima, asociada a la enfermedad
inmunomediada (HARTLEY et al.,, 2006), ella puede estar relacionada con otros
factores. Entre estos factores, la literatura menciona: las enfermedades metabdlicas
(hipotiroidismo, diabetes mellitus y sindrome de Cushing); blefaroconjuntivitis crénica;
inflamacion lagrimal inmunomediada; predisposicion racial; deficiencia lagrimal
congénita; falla lagrimal iatrogénica; radiacion; enfermedad neurogénica; distemper o
mogquillo; terapia sistémica con farmacos como sulfas y fenazopiridina; uso tépico
prolongado con atropina; remocién de la glandula del tercer parpado; trauma orbital o
supraorbital; pérdida de la inervacion parasimpatica de las glandulas lagrimales, entre
otras (PIGATTO et al., 2007; HARTLEY et al., 2006).
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Segun FRIDMAN (2004), en modelos animales preclinicos de o0jo seco

permitieron que pudiese delinearse su historia natural en cuatro eventos clave:

1. Inicialmente, la reduccion en la produccion lagrimal o el aumento en su
evaporacion se asocia a una hiperosmolaridad lagrimal, elevando el tenor
de sodio y de otros electrolitos en la lagrima. En esta fase inicial, el ojo
seco solo puede detectarse a través de la historia clinica y de la medicion
de la osmolaridad lagrimal;

2. En la segunda fase, se hacen evidentes los dafios conjuntivales, lo que
puede identificarse a través del tefiido de la conjuntiva con colorantes por
la caida en la densidad de sus células caliciformes, lo que puede
observarse en examenes como la citologia de impresién conjuntival. La
hiperosmolaridad parece alcanzar, también, a las glandulas meibomianas,
separadas del “mar lagrimal” solo por la delgada pared tarsoconjuntival;

3. Enun tercer momento, con la ruptura de las uniones de las moléculas del
epitelio corneal entre si, comienza su descamacion, lo que se evidencia a
través del tefiido corneal con colorantes;

4. En la cuarta y ultima fase, la pérdida de glicoproteinas de la superficie
corneal se asocia a la desestabilizacion de la interfaz cérnea-lagrima, lo

gue queda demostrado por la reduccion de TRFL.

En Medicina, en la atencion diaria de pacientes sometidos a cirugias que
realizan incisiones relativamente grandes en la cornea, los pacientes habitualmente
manifiestan sintomas como de “sensacion de arena en el 0jo” luego del procedimiento.
Una de las explicaciones para este sintoma seria que, durante la ablacién del estroma
corneal, se quitarian ramas de terminaciones nerviosas del plexo subepitelial. Esto
induciria a la disminucion transitoria de la sensibilidad corneal, lo que puede llevar a
una menor produccioén del contenido acuoso de la lagrima, por disminucion del estimulo
eferente, necesario para su produccion y biodisponibilidad para componer la pelicula
lagrimal (CREDIE et al., 2007).

En Medicina Veterinaria se observa el mismo cuadro. Un paciente sometido a
extraccion de cristalino, en que indefectiblemente se cortan nervios corneales,

desarrolla una epiteliopatia neurotréfica. A partir de la epiteliopatia neurotréfica
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inducida, tiene lugar una inestabilidad de la pelicula lagrimal que genera un circulo
vicioso inflamatorio mediado por las interleucinas de tipo uno, sumado al déficit de
mucina en la lagrima y al hipoandrogenismo de las hembras castradas (WOUK, 2007).

Entre los signos clinicos asociados a esta afeccion se encuentran: Hiperemia
conjuntival, prurito ocular, quemosis, blefaroespasmo, fotofobia, fibrosis, queratitis con
pigmentacién y neovascularizacién corneal, conjuntivitis, malestar ocular, queratitis
ulcerosa, secrecion ocular mucosa o mucopurulenta, resecamiento de la superficie
ocular, pigmentacion de la cérnea y disminucion de la agudeza visual (PIGATTO et al.,
2007; ALMEIDA, 2006; ROBERTS & ELLIE, 2007).

La morbilidad asociada al sindrome del ojo seco en humanos se relaciona con
los cambios en la superficie ocular, que dan origen a un espectro de anomalias que
abarca: erosiones superficiales puntiformes, filamentos corneales, placas mucosas y
defectos epiteliales. En los casos mas severos, la existencia de complicaciones como
las Ulceras de coérnea pueden acarrear serios riesgos para la integridad ocular
(FRIDMAN et al., 2004).

El diagnéstico del ojo seco en perros se establece en base a la combinacion de
la informacion en la anamnesis y del examen oftalmolégico, incluyendo biomicroscopia
con lampara de hendidura, tinciones vitales, prueba cuantitativa o de produccién
lagrimal (Prueba Lagrimal de Schirmer 1 —Schirmer Tear Test 1- STT1), y prueba de
estabilidad y calidad de la lagrima (tiempo de Ruptura de la Pelicula Lagrimal —=TRFL-)
realizado con fluoresceina. (PIGATTO et al., 2007).

Entre las pruebas clinicas disponibles para evaluar la produccion lagrimal y
detectar anomalias cuantitativas de la pelicula lagrimal, el mas usado es el STT1, por
tratarse de una prueba facil y de bajo costo (SAITO & KOTANI, 2001; HARTLEY et al.,
2006). Para la prueba STT1, se coloca un papel filtro estandarizado de 5 mm de ancho
y 35 mm de largo, con un doblez a 5 mm del borde, en la tercera parte del medio del
saco conjuntival inferior durante un minuto. Este método mide la secrecion basal y
refleja de la lagrima (PIGATTO et al., 2007). No hay diferencia en los resultados de la
prueba si los ojos quedan abiertos o cerrados (HIDA et al., 2005). Segun SAITO &
KOTANI (2001). En la literatura consultada, los valores normales de STT1 para perros
saludables varian entre 15 mm/min y 23 mm/min; se considera que valores menores a
15 mm/min pueden sugerir la enfermedad de ojos secos en perros (PIGATTO et al.,
2007; SLATTER, 2005). La prueba STT1 se ve influenciada por la lagrima residual
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(cantidad de lagrima previa a la prueba en el saco conjuntival inferior), secrecion
lagrimal basal y secrecion refleja debido a la irritacion de la cérnea provocada por la tira
de papel (SAITO & KOTANI, 2001).

La prueba cualitativa de la lagrima puede realizarse a través del analisis de
TRFL, que es una prueba no invasiva que mide indirectamente la estabilidad de la
pelicula lagrimal precorneal a través de los componentes de mucina y lipidos de la
pelicula lagrimal. Para la realizacion de TRFL se instila una gota de colorante de
fluoresceina sodica en la esclera dorsal de los pacientes. Los parpados se mantienen
cerrados hasta el inicio de la prueba. Al abrirlos, se mide el tiempo hasta el primer
signo de ruptura de la pelicula lagrimal (punto oscuro en la pelicula lagrimal que se ve
de color amarillo verdoso gracias a la accion de la fluoresceina). En perros, los valores
normales de TRFL varian entre 14,7 y 24 segundos. No obstante, estos valores pueden
presentar otras variaciones que deben evaluarse individualmente con el cuadro y
evolucién de cada caso (CULLEN et al., 2005; SAITO & KOTANI, 2001).

En humanos, el sindrome del Ojo Seco constituye frecuentemente una gran
fuente de frustracion, tanto para los pacientes como para los oftalmélogos, quienes
muchas veces son vencidos por la persistencia de los sintomas, a pesar de los
esfuerzos para abordar su diagnéstico y tratamiento (FRIDMAN et al.,, 2004). En
Medicina Veterinaria, la situacién no es muy diferente.

No caben dudas de que el 0jo seco es una enfermedad importante y seria de la
superficie ocular, y que puede reducir drasticamente la calidad de vida del paciente.
Por tratarse de una enfermedad compleja, con manifestaciones diversas en cada
individuo, se hace patente la necesidad de un tratamiento pensado para cada paciente
y caso particular (BREWITT & SISTANI, 2001).

Normalmente, el tratamiento utilizado para el 0jo seco es medicamentoso e
incluye, fundamentalmente, estimulantes lacrimbégenos, lacrimomiméticos, mucoliticos y
antibacterianos tépicos. Un tratamiento tipico es el que utiliza lagrimas artificiales, pero
estas promueven solo un alivio sintomatico de los signos clinicos. Este alivio, ademas
de temporal, es incompleto (MILJANOVIC et al., 2006).

A partir de las evidencias de la etiologia autoinmune del ojo seco en perros, se
recomienda el uso de Ciclosporina A tépica como tratamiento elegible para estimular la
produccion lagrimal (PIGATTO et al., 2007). La Ciclosporina A es una poderosa droga

inmunosupresora utilizada en numerosas enfermedades oftalmoldgicas, tanto humanas
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como veterinarias. Es el primer inmunosupresor que tiene un efecto selectivo sobre las
células linfoides o células T. Este efecto sobre las células T es Unico, ya que en
concentraciones terapéuticas inhibe la proliferacion de estas células, pero no es
citotoxico (GILGER & ALLEN, 1998; WILSON & PERRY, 2007).

Otro tratamiento comunmente usado para la deficiencia acuosa de la pelicula
lacrimal se basa en el uso de lubricantes topicos, preferentemente sin conservantes, y
gue tengan el tiempo de permanencia y viscosidad apropiados de acuerdo con la
severidad del ojo seco. Normalmente, el tratamiento se inicia con metilcelulosa 0,5 %,
alcohol polivinilico 0,12 % o polividona 5 %. En casos méas severos, se cambia a
metilcelulosa 1 % o carboximetilcelulosa 1 %. Debe ajustarse la frecuencia segun el
tipo de lubricante y la respuesta clinica observada (GOMES, 2007).

Cuando el uso de lubricantes es insuficiente, se indica la oclusién de los puntos
lagrimales, para disminuir el drenaje y mantener la lagrima (o el lubricante) en la
superficie ocular por un periodo de tiempo mas largo, ya que reduce el area expuesta
de la superficie ocular (GOMES, 2007).

En casos severos de o0jo seco, puede utilizarse suero autélogo puro o diluido,
segun la gravedad del caso. Normalmente, se diluye a concentraciones de 20 a 50 %
en solucion salina o metilcelulosa 0,5 %. Es sabido que el suero autélogo posee
componentes esenciales que estan presentes en la lagrima, como la vitamina A, factor
de crecimiento epidérmico y TGF-B. Es importante que la preparacion de este colirio se
realice en un laboratorio estéril y con experiencia en la manipulacion de sangre, para
reducir el riesgo de contaminacion (GOMES, 2007).

En el ojo seco de tipo evaporativo secundario, la disfuncion de las glandulas de
Meibomio puede ser tratado con compresas tibias y limpieza de los bordes de los
parpados con champu neutro una a dos veces al dia. En los casos de blefaritis
estafilococica  asociada, puede utilizarse pomadas de tetraciclina 1 %,
sulfacetamida 10 % o bacitracina 5000 pug/ml una a dos veces al dia. En los casos mas
graves, se indica el uso sistémico de doxicilina en la dosis de 100 mg una a dos veces
al dia por algunas semanas (GOMES, 2007).

En los casos de deficiencia de mucina, el tratamiento consiste en el control de
la enfermedad determinante y lubricacién. El oftalmdlogo Eduardo Melani Rocha,
investigador de la Faculdade De Ciéncias Médicas de la UNICAMP, se encuentra

desarrollando un nuevo colirio que se usara en el tratamiento del ojo seco. La



22

innovacion que aporta este colirio esta relacionada con la incorporacion de insulina,
hormona que estimula el metabolismo de los tejidos y, en este caso, puede contribuir a
la produccion de lagrimas, ya que es sabido que en los tejidos oculares existen
receptores especificos para la insulina, o que indica la posibilidad de su accion local
(ALVES FILHO, 2004).

La tarsorrafia lateral puede aplicarse en los casos mas graves para disminuir el
area de exposicion de la superficie ocular y, consecuentemente, la evaporacion de la
lagrima (GOMES, 2007). Otra opcion quirdrgica serian los trasplantes glandulares que
sustituyen la lagrima por la secrecion salival (SOARES & FRANCA, 2005; GOMES,
2007; PIGATTO et al., 2007).

Investigaciones actuales demuestran que el consumo de omega tres y la razén
entre el consumo de omega seis y tres afectan el nivel global de actividad inflamatoria
del organismo, y algunas evidencias sugieren un posible rol protector de la
suplementacién de omega tres en el tratamiento del ojo seco. MILJANOVIC y sus
colaboradores (2005) realizaron una investigacion en el intento de demostrar esta
relacion en seres humanos, arribando a la conclusion de que las mujeres que tienen un
consumo mayor de omega tres, aparentan tener un riesgo menor de desarrollar la
enfermedad del ojo seco. Ademas, una alta razén entre el consumo de omega seis y
omega tres se asocié a un aumento en el riesgo de aparicion de la enfermedad
(MILJANOVIC et al., 2005).

2.5 ACIDOS GRASOS OMEGA TRES

Las células animales no pueden sintetizar los acidos grasos no saturados como
el omega tres y seis, que por eso reciben el nombre de acidos grasos esenciales y
deben ser ingeridos con la dieta (ESCAMILLA, 2003).

Las familias de &cidos grasos omega tres y seis son acidos grasos
poliinsaturados que contienen 18 a 22 carbonos. La designacion de omega tiene
relacion con la posicion del primer doble enlace, contando a partir del grupo metilico
final de la molécula de acido graso. El acido graso omega tres presenta el primer doble
enlace entre el tercer y el cuarto atomo de carbono (HODGE et al.,, 2006). Los

principales acidos grasos omega tres son el &cido linolénico 18:3, el acido
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eicosapentaenoico (EPA) 20:5 y el acido docosahexaenoico (DHA) 22:6 (SUAREZ-
MAHECHA et al. 2002).

Entre las principales funciones generales de los acidos grasos se encuentran:
el depdsito de energia y la conformacion de las membranas celulares, el mantenimiento
de condiciones normales del funcionamiento cerebral y los impulsos nerviosos, ademas
de ser precursores de sustancias como las prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos (SUAREZ-MAHECHA et al. 2002; MILJANOVIC et al., 2005; MARTIN et
al., 2006). También participan de la transferencia del oxigeno atmosférico al plasma
sanguineo, de la sintesis de hemoglobina y de la division celular (MARTIN et al., 2006).
El nimero y la posicién de los dobles enlaces determinan las propiedades fisicas y
quimicas de los PUFA. Las familias omega seis y tres tienen diferentes funciones
fisiolégicas y actian en conjunto para regular los procesos biolégicos (SUAREZ-
MAHECHA et al. 2002). En las ultimas décadas, numerosos estudios sobre los acidos
grasos omega seis y tres han destacado la importancia de su ingesta durante la
gestacién, en los primeros seis meses luego del nacimiento, en la tercera edad y ante
diversas enfermedades, principalmente las degenerativas (MARTIN et al., 2006).

Los beneficios nutricionales y medicinales del EPA y el DHA, también
conocidos como acidos grasos altamente insaturados omega tres, han sido
extensamente discutidos en numerosos articulos y conferencias. Entre los efectos
fisiologicos en humanos, se encuentra la prevencién y el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, hipertension, inflamaciones en general, asma, artritis, psoriasis y
varios tipos de cancer (SUAREZ-MAHECHA et al. 2002). Se ha demostrado que el uso
del acido linoleico y del gamma linoleico reduce la inflamacion ocular y mejora los
sintomas del ojo seco por deficiencia acuosa (PINHEIRO Jr. et al., 2007).

Los derivados de los acidos a-linoleico reciben la terminacion de
antiinflamatorios porque pueden bloquear el ciclo de la lipoxigenasa y cicloxigenasa, y
por eso se atribuyen a estas actividades inmunorreguladoras y antiinflamatorias
(ESCAMILLA, 2003).

El EPA y el DHA, cuando se incorporan al interior de la membrana celular,
influyen en su permeabilidad, actuando en las funciones de receptor, en la actividad
enzimatica, citocinas y en la produccion de eicosanoides (SUAREZ-MAHECHA et al.
2002; CALDER, 2004; MILJANOVIC et al., 2005). Los eicosanoides son mediadores
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inflamatorios que son sintetizados tanto por los acidos grasos omega tres antes
citados, como por el &cido araquidonico, un acido graso omega seis (CALDER, 2004).

Frente a un estimulo antigénico, tanto el acido araquidonico como el EPA y el
DHA son movilizados de las membranas de las células inmunes por la enzima
fosfolipasa A2, y compiten entre si por las mismas vias enzimaticas (ciclooxigenasa y
lipooxigenasa) para la formacion de los eicosanoides (CALDER, 2004). Las enzimas
ciclooxigenasas convierten los &acidos grasos libres en endoperoxidos ciclicos,
originando las prostaglandinas y tromboxanos, mientras que las enzimas
lipooxigenasas son las responsables de la obtencion de los leucotrienos. Las
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos actdan de forma autocrina y paracrina, y
tienen influencia sobre numerosas funciones celulares que controlan mecanismos
fisiolégicos y patologicos del organismo (MARTIN et al., 2006).

El acido linoleico es convertido en acido araquidénico, que es uno de los
responsables de las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas (ESCAMILLA, 2003). El
acido araquiddnico tiene mayor afinidad con la enzima ciclooxigenasa y es precursor de
eicosanoides de la serie 2, que son vigorosamente proinflamatorios, como la
prostaglandina E2, leucotrieno B4, tromboxano 2 y factor de agregaciéon plaquetaria,
qgue participan de numerosos procesos inflamatorios del organismo. Mientras que sus
correspondientes eicosanoides sintetizados a partir de los acidos grasos omega tres,
como la prostaglandina E3, leucotrieno B5 y tromboxano 3, poseen propiedades
antiinflamatorias, siendo de 10 a 100 veces menos activos que los eicosanoides de la
serie 2 (CALDER, 2004; MILJANOVIC et al., 2005; MARTIN et al., 2006).

En funcion de esas diferencias fisioldgicas, se ha propuesto que la produccion
excesiva de prostanoides de la serie 2 estd relacionada con la ocurrencia de
desérdenes inmunologicos, enfermedades cardiovasculares e inflamatorias, siendo
recomendado en estos casos el aumento de la ingesta de &cidos grasos omega tres
para elevar la produccion de prostanoides de la serie omega tres (MARTIN et al.,
2006).

Asi como el EPA inhibe la sintesis de prostaciclinas y tromboxanos, el DHA
inhibe, de preferencia, la sintesis de tromboxanos; esto, ademas del hecho de que el
tromboxano generado por el DHA es mucho mas débil de que el formado por los acidos
grasos omega seis, transforma el DHA en un mejor factor antitrtombotico (SUAREZ-
MAHECHA et al. 2002).
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El DHA tiene una importante funcion en la formacién, desarrollo y
funcionamiento del cerebro y de la retina, y es predominante en la mayoria de las
membranas celulares de estos érganos. En la retina, se halla ligado a los fosfolipidos
asociados a la rodopsina, una proteina que interactia en el proceso de absorcién de la
luz. Su mecanismo de accion posiblemente esté asociado con el aumento en la
eficiencia del proceso de transformacion de la luz y con la regeneracion de la
rodopsina. La disminucién de los niveles de ese acido graso en los tejidos de la retina
ha sido asociada, en los recién nacidos, con anomalias en el desarrollo del sistema
visual y, en adultos, con la disminucion de la agudeza visual (MARTIN et al., 2006).

Por ser altamente insaturado, el DHA actua influenciando sobre las
propiedades fisicas de las membranas cerebrales, las caracteristicas de sus
receptores, las interacciones celulares y las actividades enzimaticas. Con el
envejecimiento del individuo, existe un aumento del estrés oxidativo, que actua
reduciendo los niveles de DHA y acido araquidoénico en el cerebro. Este proceso resulta
en un aumento en la produccion de colesterol en el cerebro y en los seres humanos
ocurre con mayor intensidad en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y en la
esclerosis lateral amiotréfica (MARTIN et al., 2006).

El EPA afecta el metabolismo lipoproteico y disminuye la produccion de otros
componentes, incluyendo citocinas, interleucina 1-f y factor de necrosis tumorala, que
tiene efectos proinflamatorios. Estos componentes ejercen acciones celulares
proinflamatorias como estimular la produccién de colagenasa y aumentar la expresion
de moléculas de adhesion necesarias para la extravasacion leucocitaria (HODGE et
al., 2006).

Ademas de la importancia de los acidos grasos en la modulacion de la
respuesta inflamatoria, sus metabolitos eicosanoides cumplen varias acciones mas. En
el sindrome del ojo seco, la prostaglandina E1 parece ser un importante estimulador de
la secrecion acuosa lagrimal. Los omega tres también pueden tener un efecto directo
sobre la porcion polar de la capa lipidica de la pelicula lagrimal, debido a un aumento
en la cantidad de omega tres presente. Y, finalmente, el consumo de omega tres puede
disminuir la produccién de estrogeno enddgeno, lo que puede reducir el riesgo de
desarrollar la enfermedad de ojo seco (MILJANOVIC et al., 2005).

Es conocido que, en particular en el o0jo, los acidos grasos omega tres tienen

efectos inmunosupresores y antiinflamatorios que mejoran la expresion y la adhesion
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de las microvellosidades de los epitelios oculares, que promueven una mayor fluidez de
las secreciones provenientes de las glandulas tarsales (Meibomio), que a su vez
promueven la funcién de las células caliciformes de la conjuntiva (glandulas de Henley)
y asi, globalmente, mejoran la calidad de la pelicula lagrimal y evitan la répida
evaporacion de la lagrima (PINHEIRO Jr. et al., 2007). Los colirios de omega tres han
sido utilizados con éxito en la disfuncion de la glandula de Meibomio (ESCAMILLA,
2003). Los portadores de ojo seco sufren procesos inflamatorios que afectan la
superficie ocular y las glandulas lagrimales, influenciados por citocinas mediadas por
receptores. La capacidad de los esteroides y de los agentes inmunomoduladores de
mejorar el cuadro de ojo seco moderado a severo da soporte a la hipétesis de que un
proceso inflamatorio de envergadura contribuye decisivamente al circulo vicioso de los
signos y sintomas presentes en estos pacientes. La eficacia del aceite de lino como
auxiliar en el tratamiento de ojo seco puede explicarse por la elevacion local de las
prostaglandinas tipo 1, ya demostrada luego de la ingesta sistémica de acidos linoleico
y gamma linoleico, presentes entre los componentes del aceite de lino con un
comprobado y significativo aumento de prostaglandina E1 en la pelicula lagrimal
(PINHEIRO Jr. et al., 2007).

Los &cidos grasos omega tres son de suma importancia en la nutricion, y debe
guardarse una relacion adecuada entre el consumo de omega seis y tres, ya que un
balance inadecuado podria acentuar un estado de deficiencia de omega tres, como es
relatado en varias investigaciones (SUAREZ-MAHECHA et al. 2002). Los é&cidos
grasos omega tres y omega seis compiten por las enzimas involucradas en las
reacciones de desaturacion y prolongacion de la cadena. Aunque esas enzimas tengan
mayor afinidad con los acidos de la familia omega tres, la conversién del acido a-
linolénico se ve fuertemente influenciada por los niveles de acido linoleico en la dieta.
Asi, la razon entre la ingesta diaria de alimentos fuentes de acidos grasos omega seis y
tres asume una gran importancia en la nutricion, ya que razones elevadas resultan en
la disminucion de la produccion de EPA, condicidn que contribuye al desarrollo de
enfermedades inflamatorias, alérgicas y cardiovasculares (MARTIN et al., 2006).

No existen estudios que demuestren si es mejor consumir el acido a-linoleico
(EPA y DHA) bajo la forma de lino o pescado, pero probablemente las diferencias
dependan del metabolismo de cada individuo (ESCAMILLA, 2003). Segun esta misma

autora, a pesar de los multiples beneficios de los acidos grasos omega tres en el
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tratamiento del ojo seco, aun existen muchas dudas acerca de las dosis y la mejor
forma de obtener el suplemento nutricional de omega tres. Con todo, puede concluirse
que el tratamiento con omega tres constituye una alternativa para cualquier

enfermedad inflamatoria e inmune.

2.6 NUTRACEUTICOS EN LA FUNCION VISUAL E INFLAMACION OCULAR

Con respecto a las reacciones fotooxidativas y de toxinas quimicas, la
superficie y el segmento anterior del ojo se encuentran expuestos en forma constante a
la accion de las especies activas de oxigeno. La superficie ocular se ve involucrada
también en la proteccion antiinfecciosa, donde los leucocitos activados constituyen una
fuente importante de radicales libres (GUS et al., 2006).

Los nutracéuticos, o alimentos funcionales, son alimentos que, ademas de los
nutrientes basicos, tienen propiedades de preservacion o disminucion de ciertas
enfermedades. La suplementacion nutricional con antioxidantes, vitaminas y minerales
mejora la funcién visual; estudios defienden el uso de vitaminas (A, C y E),
antioxidantes, acidos grasos omega tres, zinc, selenio y carotenoides para la mejoria y
tratamiento de problemas visuales (CANGEMI, 2007).

El medicamento probado en este trabajo fue el Gerioox®!. Inicialmente
desarrollado como un medicamento geriatrico destinado a perros y gatos, con efectos
antioxidantes y condroprotectoras, el Gerioox® actia mejorando las funciones vitales
del organismo por la accién del omega tres en diferentes érganos del cuerpo. Cada
comprimido estd compuesto de: omega tres (0,2 ml), D-glucosamina (0,140 g),
condroitin sulfato “A” (0,150 g), gluconato de Cu (0,003 g), gluconato de Zn (0,20 g),
selenito de Na (0,005 mg) y vitamina E (0,05 g).

El Zinc, el Cobre, la vitamina E y el Selenito de Sodio son antioxidantes por
excelencia, que actian eliminando los radicales libres, productos propios del
metabolismo celular, que cuando no son eliminados van dafiando las células, lo que
acelera el envejecimiento del organismo. Los antioxidantes ayudan en la respuesta
inflamatoria, en la cicatrizacion corneal y mantienen la estabilidad de la pelicula
lagrimal (GUS et al., 2006).

! Gerioox®- Labyes S. A. Especialidades Veterinarias-Argentina
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El cobre es un elemento metalico de transicion, de caracter basico, cuya
caracteristica quimica es su facilidad de oxidacion. Este microelemento esta presente
en el centro activo de algunas enzimas que catalizan reacciones organicas oxidativas.
Las funciones del cobre son varias y estan ligadas a su rol en las metaloenzimas. Est4
ligado también a la inmunocompetencia, hecho a su vez asociado con la menor
capacidad de fagocitosis de los leucocitos, causada por la accion de radicales
superéxidos desactivados por la menor actividad de la metaloenzima superoxido
dismutasa (ORTOLANI, 1999).

La vitamina E cumple una importante accion antioxidante, que previene la
peroxidacién lipidica en las membranas celulares, preservando asi la integridad
estructural de las células en general. Entre algunas de sus funciones se encuentran: la
proteccion de las células endoteliales contra ciertos tipos de dafios vasculares; la
influencia sobre el metabolismo de los &cidos grasos poliinsaturados y acidos
nucleicos; la mejoria en la suplementacion de vitamina A (de extrema importancia para
la funcion visual), que impide su oxidacién; la promocion de la sintesis de hormonas
gonadotrdéficas y adrenocorticotréficas; ademas de su potente accidén antioxidante en
relacion con los lipidos, inhibiendo la oxidacion de varios compuestos, como los acidos
grasos insaturados, e impidiendo la peroxidacion de estos con la consecuente
formacion de radicales libres (MEDEIROS & PAULINO, 1999).

El selenio es un elemento no metal, de caracter ligeramente &cido, que se
caracteriza por una versatil capacidad de oxirreduccién. Esta caracteristica es
fundamental para su actuacion en el centro activo de la enzima Glutationa peroxidasa,
responsable de la destruccion de los peroxidos (radicales libres). Si el selenio se
encarga de proteger el medio intracelular, la vitamina E cumple la misma funcion en el
medio extracelular (ORTOLANI, 1999).

La suplementacion de vitamina E en los animales protege el organismo de la
formacion de radicales libres, al impedir la peroxidacion de metales pesados, drogas u
otras sustancias quimicas. Esta suplementacion generalmente se hace necesaria en la
deficiencia de selenio, pues existe una interrelacion importante entre la vitamina E y
este elemento mineral; en determinadas situaciones, el selenio sustituye a la vitamina
E, ya que ambos tienen efectos antioxidantes (MEDEIROS & PAULINO, 1999).

El condroitin sulfato “A” se encuentra en el cartilago articular y en la cérnea,

formando una matriz. Son estructuras con alta carga anionica y elevado peso
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molecular, caracteristicas que confieren a estas estructuras la capacidad de retener
agua, da al tejido mejor elasticidad y permite la entrada de nutrientes y la eliminacion
de residuos del metabolismo celular. La cérnea es avascular, por lo tanto, su nutricion
se realiza por difusion. Los nutrientes se difunden a través del agua en la matriz para
alimentar las células. Otra accion del condroitin sulfato es mejorar la microcirculacion
arterial. WOUK vy colaboradores (2006) confirmaron el efecto antiinflamatorio topico del
sulfato de condroitina en el ojo de equinos.

La glucosamina estimula la formacion del acido hialurénico, principal
componente del liquido sinovial articular. Se aplica en procesos avanzados de

osteoporosis.
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3 DISENO EXPERIMENTAL

3.1 LUGAR Y ANIMALES

A lo largo de catorce meses, fueron seleccionados de la casuistica de dos
servicios universitarios de Oftalmologia Veterinaria (Universidade Federal do Parand -
UFPR y Pontificia Universidade Catolica do Parana - PUCPR), catorce perros de la
raza cocker spaniel, portadores de subluxacion anterior bilateral del cristalino con o sin
catarata. En la TABLA 1, pueden observarse los datos de los animales que participaron

de esta investigacion.

TABLA 1 - RAZA, EDAD Y SEXO DE LOS ANIMALES UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION.
CURITIBA, 2007.
Numero de Perro Raza Edad Sexo Castrado/No castrado
1 Cocker inglés 6 anos Hembra Castrada
2 Cocker americano 5,5 afios Macho No castrado
3 Cocker americano 6 afos Macho Castrado
4 Cocker inglés 7 afos Hembra No castrada
5 Cocker inglés 5,5 afios Hembra Castrada
6 Cocker inglés 5,5 afios Hembra No castrada
7 Cocker americano 5,5 afios Hembra Castrada
8 Cocker inglés 6 afos Hembra No castrada
9 Cocker inglés 5,5 afios Hembra Castrada
10 Cocker inglés 6 afios Hembra No castrada
11 Cocker inglés 8 afios Hembra Castrada
12 Cocker inglés 6 afos Macho No castrado
13 Cocker americano 6 afos Hembra Castrada
14 Cocker americano 7 afos Macho No castrado

3.2 PROCEDIMIENTOS PREOPERATORIOS

En las FIGURAS 2 y 3 se presentan ejemplos constatados durante la
evaluacion clinica, relativos a los aspectos de la catarata de los animales que
participaron en esta investigacion.

Luego de la evaluacion clinica, tres dias antes del procedimiento quirurgico, se
inicié la medicacion antibiética tépica ocular con una gota de Tobramicina? cinco veces
al dia. Una hora antes de la intervencién, cada 15 minutos, se instilé una gota de
Sulfato de Atropina 1 %2y una gota de Clorhidrato de Fenilefrina 10 %* para provocar

midriasis y permitir la realizacion del procedimiento.

2 Tobrex® - Alcon Labs do Brasil Ltda. — Sdo Paulo — SP
3 Atropina 1 % - Fraga Farmagricola S.A. — Sdo Paulo — SP
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FIGURA2 - ASPECTO DE LA CATARATA BILATERAL EN UNO DE LOS PERROS OPERADOS.
HOSPITAL VETERINARIO, UFPR. CURITIBA, OCTUBRE DE 2006.

FOTO LEANDRO LIMA.

FIGURA3 - CATARATA Y SUBLUXACION DEL CRISTALINO EN UNO DE LOS PERROS
OPERADOS. HOSPITAL VETERINARIO, UFPR. CURITIBA, OCTUBRE DE 2006.
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FOTO LEANDRO LIMA.

4 Fenilefrina 10 % - Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda — Sdo Paulo — SP
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3.3 PROCEDIMIENTOS ANESTESICOS

El procedimiento se inici6 con la induccién anestésica endovenosa con
Propofol®. Posteriormente, el paciente fue mantenido bajo anestesia general gaseosa
con una combinacién de oxigeno y Metoxiflurano®.

Con los animales bajo anestesia general, se realiz6 una anestesia local
extraconal (peribulbar) con Clorhidrato de Lidocaina 2 %’ en adrenalina. Se inyectaron
4 ml de lidocaina en cada angulo de ambos ojos.

3.4 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Todos los procedimientos, independientemente del lugar de su realizacion,
fueron llevados a cabo por el mismo cirujano. Durante la misma intervencion quirdrgica,
ambos ojos de cada animal fueron sometidos a la Extraccion Intracapsular o
Extracapsular del Cristalino, segun fuese necesario. Fueron intervenidos 14 animales,
un total de 28 ojos.

Luego de realizada la antisepsia del fondo del saco conjuntival con una
solucién de iodopovidona diluida en agua destilada en proporcion de 1:5000, se
procedi6é a la separacion del parpado. La fijacion del bulbo ocular se realizé por medio
de la sutura del musculo recto dorsal, en posicién de “12 horas”, con hilo de seda 4-0.

El inicio de la extraccion del cristalino se realiz6 con una incision en el limbo
corneal de la region comprendida entre “2 y 10 horas” (FIGURA 4).

Bajo proteccion de la cAmara anterior con Metilcelulosa 2 %8 se realizé la
capsulorhexis con ayuda de una pinza de Utrata. En aquellas situaciones en que el
procedimiento fue la extraccion intracapsular, esta etapa no se realizo. La remocion de
la lente tuvo lugar por presion en “6 horas” y contrapresion en “12 horas”.

Las suturas de la cornea se realizaron con hilo de poliglactina (Vycril) nUmero

8-0, con siete puntos aislados simples, enterrando el nudo (FIGURA 5).

> Diprivan 2 % - Astrazeneca Produtos Farmacéuticos, Ltda — Sdo Paulo — SP

® Pentrane — Abbott Laboratories — Sdo Paulo — SP

7 Clorhidrato de Lidocaina 2 % Inyectable — Hipolabor farmacéutica, Sabara — MG.

& Metilcelulosa 2 % - Ophthalmos Industria e comércio de produtos farmacéuticos Ltda. Sdo Paulo — SP
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FIGURA 4 — INCISION EN EL LIMBO CORNEAL. HOSPITAL VETERINARIO UFPR, CURITIBA - PR.
OCTUBRE DE 2006.

FOTO: LEANDRO LIMA

FIGURA5-  SUTURA CORNEAL CON PUNTOS AISLADOS SIMPLES. HOSPITAL VETERINARIO
UFPR, CURITIBA — PR. OCTUBRE DE 2006.

FOTO: LEANDRO LIMA
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3.5 PROCEDIMIENTOS POSOPERATORIOS

En el posoperatorio, los animales continuaron con la misma medicacién y
posologia antibidtica del preoperatorio por quince dias mas. Para mantener la midriasis,
se recetaron una gota de Sulfato de Atropina 1% y una gota de Clorhidrato de
Fenilefrina 10 % dos veces al dia durante cinco dias mas. Se agregd un colirio con
corticoide a base de Prednisona® en la dosis de una gota cinco veces al dia por treinta
dias luego del procedimiento.

Los animales especificados en la TABLA 1 fueron nombrados de uno a catorce
y divididos al azar en dos grupos de siete animales cada uno, que recibieron un
tratamiento nutracéutico diferenciado.

Los animales de uno a siete formaron un primer grupo compuesto de dos
machos y cinco hembras con una edad promedio de 5,8 afios. Este grupo se denominé
OMG vy fue tratado con tres capsulas de omega tres de Aceite de Pescado® que
contienen 87 mg de EPA y 54 mg de DHA cada una (Total: 261 mg de EPA y 162 mg
de DHA por dia).

Los demas animales (de ocho a catorce) formaron un segundo grupo
compuesto también de dos machos y cinco hembras con una edad promedio de 6,3
afos. Este grupo fue denominado grupo G y recibié un tratamiento con un comprimido
de Gerioox® que contiene 14 mg de EPA y 21 mg de DHA de origen tanto animal como
vegetal, ademas de D-glucosamina (0,140 g), condroitin sulfato A (0,15 g), gluconato
de cobre (0,003 g), gluconato de zinc (0,02 g), selenito de sodio (0,05 g) y vitamina E
(1,8 g). Gerioox® es un nuevo medicamente indicado inicialmente como nutracéutico
geriatrico con efectos antioxidantes, condroprotectores y dermatoldgicos para perros y
gatos. Los componentes antioxidantes, vitaminas y minerales presentes en su
formulacién pueden potenciar el efecto antiinflamatorio de los omega tres y ayudar en
la estabilidad y calidad de la pelicula lagrimal, como ya fue referido en la revisién
bibliografica. A pesar de no ser indicado especificamente para el tratamiento de ojo
seco, este producto fue elegido como uno de los tratamientos a ser probados, por

tratarse de una asociacion de omega tres con otros componentes.

% Predfort® - Allergan produtos farmacéuticos Ltda. Sdo Paulo — SP
10 Aceite de pescado con omega tres — Phytomare. Governador Celso Ramos — SC
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Previamente al inicio de la investigacion, los propietarios de los animales
pertenecientes al grupo G fueron alertados acerca de que estos recibirian un
tratamiento alternativo ain en prueba. Solo después del consentimiento y habiendo
informado a los propietarios, los animales fueron incluidos en la investigacion.

En cada uno de los grupos, el nutracéutico utilizado para tratamiento —omega
tres o Gerioox® — fue administrado una vez al dia, por la mafana, luego de la
alimentacion. Ninguno de los animales utilizados en el estudio recibia un alimento
balanceado u otro tipo de suplemento que contuviese omega tres u otro nutracéutico.

Los tratamientos de los dos grupos se iniciaron, en todos los animales, a partir
del quinto dia de posoperatorio durante un periodo de 60 dias. El motivo por el que se
comenzo a tratar a los animales solo al quinto dia fue para permitir que la epiteliopatia
neurotrofica estuviese instalada.

Por tratarse de un estudio clinico, no fue necesaria la aprobacion de un Comité
de Etica.

3.6 EVALUACION CLINICA

La evaluacion oftdlmica y de la pelicula lagrimal se realiz6 en el periodo
preoperatorio inmediato (TO) y al quinto (T5), décimo (T10), decimoquinto (T15),
trigésimo (T30), cuadragésimo quinto (T45), sexagésimo (T60) y nonagésimo (T90) dia
de posoperatorio.

Para este fin, se empled un oftalmoscopio directo, STT1 y TRFL con colirio de

clorhidrato de fluoresceinall.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de TRFL y STT1 de cada ojo de cada animal se tabularon a partir de
la informacion recolectada en TO, T5, T10, T15, T30, T45, T60 y T90 en hojas de
calculo en Excel para posterior analisis. Se utiliz6 el promedio entre los valores de las
pruebas en el ojo derecho e izquierdo de cada animal, ya que el tratamiento se

administré en forma sistémica.

11 Fluoresceina 1 % - Ophthalmos IndUstria e comércio de produtos farmacéuticos Ltda. Sdo Paulo - SP
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La metodologia usada para el analisis fue la comparacion de los promedios
entre los dos grupos experimentales, realizada inicialmente a través de Analisis de
Varianza (ANOVA) utilizando el programa MSTATC. Las pruebas de estadisticas
significativas utilizadas para la comparacion de los promedios fue la prueba de Tukey,
siempre que la prueba de F (Fisher) de ANOVA constato la existencia de diferencias
significativas en el nivel de probabilidad de 99 % y el uso de la prueba “t” (prueba de

Student) en la comparacion de dos procesos, también en el nivel del 99 %.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo priorizé el estudio de las alternativas para el tratamiento de
0jo seco como efecto secundario de la técnica quirargica de extraccion del cristalino
intracapsular o extracapsular. Para tanto, se optd por un estudio clinico con perros de
la raza cocker spaniel.

El cuadro de ojo seco, caracterizado como una enfermedad inflamatoria cronica
que presenta anomalias cuantitativas y/o cualitativas en la pelicula lagrimal, es muy
frecuente en perros. Conforme revision de la literatura, se constaté que existe una
predisposicion al desarrollo del cuadro en la raza cocker spaniel, particularmente en
hembras y perros de mediana edad (CABRAL et al., 2005; THE AMERICAN SPANIEL
CLUB INC., 1996). Los perros de esta raza presentan predisposicion tanto a luxacion
del cristalino como al ojo seco senil (HARTLEY et al., 2006), y estos aspectos hacen de
estos animales de especial interés al estudio pretendido. Se seleccionaron animales de
mediana edad (ver TABLA 1) para que las posibilidades de instalacion del cuadro de
0jo seco posquirdrgico fuesen aumentadas (FRIDMAN et al., 2004; BREWITT &
SISTANE, 2001; CABRAL et al. 2005).

El epitelio corneal contiene numerosas terminaciones nerviosas libres, lo que
explica la gran sensibilidad de la cornea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). La
epiteliopatia corneal neurotrofica se atribuye a la disminucion de la produccion lagrimal
asociada al corte de nervios corneales, e influencia la regulacion del eje cornea-sistema
nervioso central-glandula lagrimal que controla las secreciones lagrimales basal y
refleja (WILSON, 2001).

La epiteliopatia neurotréfica y el consecuente desarrollo del ojo seco, derivados
de la cirugia de extraccion del cristalino intracapsular o extracapsular, fueron descriptos
por ROBERTS & ELIE (2007), y, en el experimento en estudio, este hecho se confirma
por evaluacién de las pruebas de cantidad (STT1) y estabilidad (TRFL) de la lagrima,
cuando se comparan los datos del preoperatorio (TO) con los datos obtenidos luego de
cinco dias del procedimiento quirdrgico (T5).

A continuacion, en la TABLA 2, se presentan los Promedios Aritméticos con la
respectiva Desviacion Estandar de los resultados de las pruebas cuantitativa (STT1) y
cualitativa (TRFL) en los diferentes tiempos y por grupo de tratamiento realizado,
siendo que el grupo tratado con Gerioox® fue identificado por la letra “G” y el grupo
tratado con Omega 3 de Aceite de Pescado con las letra “OMG”.



TABLA 2 —

Tiempo (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
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RESULTADOS DEL TRFL Y STT1 EN LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS Y
PERIODOS EVALUADOS. CURITIBA, 2007.

Cuando se comparan TO y T5, los valores que presentaron las pruebas se
redujeron drasticamente en todos los animales, caracterizando la instalacion del cuadro
critico de 0jo seco, bajo los puntos de vista de calidad (TRFL) y cantidad de lagrima
(STT1). Estas alteraciones de la pelicula lagrimal probablemente se instalaron por
diferentes factores: predisposicion de raza y edad; instalacion de una epiteliopatia
neurotréfica y consecuente disminucién de la sensibilidad corneal y de produccion
lagrimal refleja (DEWS, 2007; FRIDMAN et al. 2004); procesos inflamatorios como
consecuencia de suturas y efectos colaterales de la anestesia (DEWS, 2007;
ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC et al., 2005; GOMES, 2007).

La enfermedad de 0jo seco esta acompafada por varios grados de inflamacién
de la superficie ocular. Queda en evidencia un circulo vicioso: la inflamacién contribuye
al ojo seco y el ojo seco ocasiona respuestas inmunoinflamatorias que agravan la
misma situacion de ojo seco (DEWS, 2007; ALMEIDA, 2006; MILJANOVIC et
al., 2005).

Es sabido que la recuperacion de la epiteliopatia neurotréfica inducida, en
algunos casos, ocurre sin tratamiento, simplemente, como consecuencia de la acciéon
del sistema inmune del animal. No obstante, esto puede llevar meses de dolor y
malestar e incluso problemas secundarios mayores (WOUK, 2007). Por esta razon, se
justifica la busqueda de tratamientos para este cuadro, que aceleren la recuperaciéon y
disminuyan los efectos secundarios.

Varios tratamientos han sido sugeridos para el ojo seco, variando con su
etiologia, gravedad y condiciones individuales de cada paciente, conforme se ha
presentado en la revision de literatura. En este estudio, se opto por la via nutricional por
tratarse de un nuevo paradigma terapéutico aun poco explorado en Medicina

Veterinaria.
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Dentro del paradigma terapéutico por la via nutricional, el uso de omega tres vy,
mas recientemente, de su asociacion con otros elementos antioxidantes, se ha venido
discutiendo en la comunidad cientifica, que ha observado su eficacia en el tratamiento
del ojo seco tanto en humanos como en animales (MILJANOVIC et al., 2005; HODGE
et al., 2006; ESCAMILLA, 2003). Con todo, aun no esta determinada la mejor fuente de
omega tres y las posibles asociaciones con otros nutracéuticos. Por este motivo, se
justifica el interés de evaluar tales tratamientos con mas detalles y comparativamente
en el caso de 0jo seco provocado por epiteliopatia neurotréfica posterior a la extraccion
de cristalino en perros.

En este estudio clinico fueron probados, a modo de tratamiento, dos
nutracéuticos existentes en el mercado, uno que contiene solo acido graso omega tres
y otro que contiene, ademas de omega tres, otros componentes como vitaminas y
minerales. Ambos tratamientos se iniciaron a partir del quinto dia posterior al
procedimiento quirargico, momento en que se constato la instalacion de la epiteliopatia
neurotréfica y del cuadro de ojo seco, segun lo evidencian las pruebas de calidad y
cantidad lagrimal. Los animales fueron divididos al azar en dos grupos, uno para cada
tipo de tratamiento. Ambos tratamientos tuvieron una duracion de sesenta dias.

Como ya se detalldé en el topico referente al disefio experimental, la diferencia
de tratamiento entre los dos grupos quedé delimitada a los componentes de las
formulaciones, al origen y a la dosis de omega tres.

Cuando fueron comparados en TO y T5, ninguno de los dos grupos presento
diferencias estadisticamente significativas, desarrollando de modo homogéneo el
cuadro de ojo seco y presentando resultados clinicos y estadisticos semejantes hasta
el inicio del tratamiento de ambos grupos al quinto dia de posoperatorio.

Al ser evaluada la evolucion de los cuadros clinicos de los animales durante el
tratamiento como un todo en ambos grupos, se observd clinicamente en los animales
del grupo G una mejoria mas rapida en casi un tercio del tiempo que le llevé al grupo
OMG. Con el objetivo de probar si los tratamientos tuvieron o no efectos significativos,
se buscaron algunas condiciones estadisticas para validar y tratar los datos
recolectados en el periodo investigado. Estos analisis confirman lo observado en la

clinica, y se encuentran anexados (ANEXO Il a XVI) a este trabajo.
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En las FIGURAS 6 y 7, se presentan las comparaciones entre los promedios de
los valores de las pruebas cuantitativa y cualitativa (respectivamente) en los dos grupos

de tratamiento durante todo el periodo del experimento.

FIGURA6 - GRAFICO DE COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE STT1 DE LOS GRUPOS EN
LOS DIFERENTES PERIODOS. CURITIBA, 2007
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FIGURA7 - GRAFICO DE COMPARACI()N DE LOS PROMEDIOS DE TRFL DE LOS GRUPOS EN
LOS DIFERENTES PERIODOS. CURITIBA, 2007
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Puede observarse en los graficos, que hubo una gran caida en los valores de
las pruebas luego de la cirugia cuando se comparan TO y T5, lo que evidencia la
instalaciéon de la epiteliopatia neurotréfica. En los periodos posteriores (T10 a T90) se
observo un gradual aumento de los valores de las pruebas, lo que deja en evidencia las
diferencias entre las curvas de los dos grupos, tanto para una prueba como para la
otra, con los valores del grupo G siempre superiores y llegando con una mayor rapidez
a la normalidad de produccion, estabilidad y calidad de la pelicula lagrimal.

Cuando se compara la suma de los promedios de todos los valores de los
grupos OMG y G entre T5 y T90 (ANEXO VI), los promedios del grupo G se mostraron
superiores con una diferencia estadisticamente significativa tanto para TRFL como para
STT1. Si se analizan los periodos evaluados separadamente, usando la prueba T de
Student con probabilidad del 99 %, se constata que en T10 y T15 los grupos OMG y G
responden a los tratamientos de modo bastante similar, lo que puede notarse tanto en
la observacion de los graficos de promedios de los valores de las pruebas en cada
grupo como en la estadistica en anexo (ANEXO VIl y 1X).

A partir de T15, el tratamiento atribuido al grupo G se muestra mas efectivo
tanto clinica como estadisticamente. La mayor diferencia, estadisticamente
significativa, tiene lugar en el periodo T30 (ANEXO X), es decir, 25 dias después de
iniciado el tratamiento. A partir de entonces, todos los valores analizados, tanto para
TRFL como para STT1, son superiores en el grupo G. En los periodos T45, T60 y T90
(ANEXOS XI, XIlI y Xlll, respectivamente), el grupo G continta presentando resultados
de calidad y cantidad de lagrimas superiores, pero la significacion estadistica entre
ellos va disminuyendo.

El grupo OMG presenta una evolucion del cuadro mas lenta, aunque constante,
aproximandose a los resultados del grupo G en T90 (ANEXOS XIV a XVII).

El grupo G presenta un gran aumento en los valores de las pruebas entre T15y
T30 (10 a 25 dias de tratamiento), momento en que comienza a estabilizarse, sin
diferencia estadisticamente significativa para STT1 cuando se comparan en T30y T45
(ANEXO XVI). Esto puede observarse también en las FIGURAS 6 y 7, en que la curva
tiende a estabilizarse a partir de T30 para ambas pruebas, con mayor destaque para la
prueba que evalla la produccion lagrimal.

La literatura refiere que el 80 % de los pacientes humanos con 0jo seco

tratados con aceite de lino, otra fuente de omega 3, ve mejorada significativamente su
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condicion dos meses después de iniciado el tratamiento (PINHEIRO Jr. et al., 2007).
Ese hecho se confirmo6 aqui para el grupo que utilizé el tratamiento a base de omega
tres (grupo OMG).

En el grupo que utilizd Gerioox® (grupo G), tuvo lugar una gran mejoria entre
los dias 10 y 25 de uso del medicamento, con una tendencia a estabilizarse y una
pequefia evolucion adicional a lo largo del mes siguiente.

La asociacion de omega tres a otros nutracéuticos puede haberse mostrado
mas efectiva debido a los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los componentes
(WOUK et al., 2006; GUS et al., 2006; CANGEMI, 2007) y también a las interacciones
entre si. Como ejemplo de estas interacciones puede mencionarse que una de las
funciones de la vitamina E es influenciar positivamente el metabolismo de los acidos
grasos omega tres (MEDEIROS & PAULINO, 1999). Esto puede justificar el hecho de
que una formulacién que contenga una dosis menor de omega tres haya promovido
resultados superiores en un tiempo de tratamiento mas acotado.

Otro aspecto importante que puede destacarse es el hecho de que en el grupo
G la calidad de la lagrima evidencia entre T10 y T15 una evolucién superior a su
evolucion en cantidad. Este puede ser un factor relevante para estudios posteriores y
puede estar asociado a los componentes nutracéuticos de la formula, principalmente,
los antioxidantes que contiene Gerioox®, pues se sabe que ayudan en la respuesta
inflamatoria, en la cicatrizacion corneal y mantienen la estabilidad de la pelicula
lagrimal (GUS et al., 2006).

Si se parte del objetivo de esta investigacion, a saber, estudiar los
nutracéuticos como alternativas para el tratamiento del ojo seco secundario a la técnica
quirargica de extraccion del cristalino, se pudo constatar que, a pesar de existir
superioridad en una de las formulaciones utilizadas, ambas presentaron eficacia y
mejores resultados al ser comparadas a la evolucion del cuadro sin el uso de acidos

grasos omega tres.
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5 CONSIDERACIONES FINALES

A partir de los datos obtenidos en esta investigacion, afirmamos que la terapia
de suplementacion de &cidos grasos esenciales (omega 3 de aceite de pescado) asi
como otros nutracéuticos en asociacion, como es el caso de Gerioox®, resulta benéfica
para la recuperacion del 0jo seco posquirdrgico en perros cuando se comparan con las
observaciones de la experiencia clinica anterior a la investigacion en que estos no
fueron utilizados.

En el presente estudio, una forma terapéutica (Gerioox®) que contiene una
dosis menor de omega 3 que la otra formula probada (aceite de pescado), pero que
cuenta ademas con moléculas antioxidantes, revel6 resultados superiores de STT1 y
de TRFL durante el posoperatorio (particularmente en el periodo de 30 a 45 dias). Asi,
cabe una investigacion mas detallada de los componentes de esta formulacion en
particular y de sus beneficios y efectos colaterales a largo plazo cuando se utiliza como
tratamiento para el cuadro clinico de ojo seco en perros.

Como, metabdlicamente, puede haber respuestas disimiles segun las
diferentes fuentes de omega 3, estas deben investigarse con mayor grado de detalle, a
fin de destacar eventuales diferencias, asi como establecer las dosis ideales y marcar
los posibles efectos colaterales en tiempos de estudio mas extensos.

Se concluye que seran necesarios otros estudios formales para determinar de
modo definitivo las implicancias terapéuticas de la suplementacién de omega tres y otros

nutracéuticos, en particular, aguellos que favorecen la cérnea y la pelicula lagrimal.
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”~ Antioxidante
Condroprotector
Omega3
GERIATRICO

Destinado a caninos y felinos

Férmula:

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¢

Gluconato de zinc
Selenito de sodio
Vitamina E

Accion terapéutica:

El Zinc, el Cobre, la Vitamina E y el Selenio son antioxidantes por excelencia que actian 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 aniénica 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 nutriciéon 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 microcirculacién 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 acido 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 depésito 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 acidos 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 ingestién 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 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 estd determinada por el nimero y
ubicacion de la doble ligadura. Los animales son incapaces de sintetizar los &cidos grasos n-3 o convertir un

acido graso en otro. Sigue al dorso (&~
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ANEXO Il - LISTA DE LAS VARIABLES ESTADISTICAS GENERADAS POR EL
PROGRAMA MSTATC

Analisis estadistico del experimento factorial 2x7 con 7 repeticiones disefiado totalmente

casualizado, usando la prueba de Tukey para comparar promedios.

Data file : CATAR
Title : Experimento fatorial 2x7 com 7rep
Function : PRLIST
Data case no. 1 to 127

List Of Variables
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ANEXO I11 - ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS VALORES DE TRFL

Analisis estadistico del experimento factorial 2x7 con 7 repeticiones disefiado totalmente
casualizado, usando la prueba de Tukey para comparar promedios.
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

TABLE OF 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
* * 6 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 OF VARIANCE TABLE

K Degrees of Sum of Mean F
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

Yy

s_ For means group 4: 0.2757 Number of Observations: 14

Yy

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



ANEXO IV — ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS VALORES DE 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
xoox 1 10.000 140.000
xoox 2 10.750 150.500
*oox 3 11.500 161.000
xoox 4 14.500 203.000
*oox 5 16.036 224.500
xox 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 OF VARIANZCE 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
Yy
s For means group 6: 0.3883 Number of Observations: 7



ANEXO V - PRUEBA DE TUKEY PARA LA COMPARACION DE PROMEDIOS

o)

Prueba de Tukey para comparaciones de promedios a nivel de 99 % de probabilidad
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
X
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 : 119 - 125 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 = 10.86 C Mean 7 = 20.00 A
Mean 2 = 11.00 C Mean 6 = 19.50 A
Mean 3 = 13.00 B Mean 5 = 19.00 A
Mean 4 = 19.00 A Mean 4 = 19.00 A
Mean 5 = 19.00 A Mean 3 = 13.00 B
Mean 6 = 19.50 A Mean 2 = 11.00 C
Mean 7 = 20.00 A Mean 1 = 10.86 C
Case Range : 112 - 118 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 D Mean 7 = 16.50 A
Mean 2 = 10.50 CD Mean 6 = 15.00 AB
Mean 3 = 11.00 CD Mean 5 = 14.00 B
Mean 4 = 12.00 C Mean 4 = 12.00 C
Mean 5 = 14.00 B Mean 3 = 11.00 CD
Mean 6 = 15.00 AB Mean 2 = 10.50 CD
Mean 7 = 16.50 A Mean 1 = 10.00 D
Case Range : 119 - 125 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 D Mean 7 = 19.07 A
Mean 2 = 11.00 CD Mean 6 = 19.07 A
Mean 3 = 12.00 C Mean 5 = 18.07 AB
Mean 4 = 17.00 B Mean 4 = 17.00 B
Mean 5 = 18.07 AB Mean 3 = 12.00 C
Mean 6 = 19.07 A Mean 2 = 11.00 CD
Mean 7 = 19.07 A Mean 1 = 10.00 D



ANEXO VI — Comparacion de los promedios generales de T5 a T90 de los dos tratamientos
(OMG y G) a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA 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: 4.06
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)

PRUEBA-T PARA 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 — Comparacién entre los promedios de T5 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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: 1.67
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 — Comparacion de los promedios de T10 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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 — Comparacion entre los promedios de T15 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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 — Comparacion entre los promedios de T30 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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 squared: 0.6429
Varianc of the difference between the means: 0.1837
Standar 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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 — Comparacion entre los promedios de T45 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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 — Comparacién de los promedios de T60 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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 XIlIl — Comparacion de los promedios de T90 de los dos tratamientos (OMG y G)
a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT (Comparacién 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)

PRUEBA-T PARA STT1 (Comparacién 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: 0.3146
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 — Comparacion de los Promedios de las Pruebas de BUT y STT1 para T30y
T45 del grupo OMG a traveés de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT GRUPO OMG (Comparacién entre 30 y 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 (for alpha=0.01):
0.071 plus or minus 1.026 (-0.954 through 1.097)

PRUEBA-T PARA STT1 GRUPO OMG (Comparacién entre 30 y 45 dias)

No pudo realizarse



Para los dos intervalos propuestos, usando la estimativa de los promedios

bésicos, referidos a la varianza, esta tiene el mismo 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
Mean Variance . .
Number 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 ol conce Deviation Error
6 14.000 0.333 0.577 0.218

Comparacidén en STT1 entre las lineas 22 a 28 con las lineas 29 a 35.

La férmula es M: 4 g2 para el caso del tzinho para datos puestos en
paralelo. —
N

Datos
22 a 28 [12 |12 11,5 [13 [12,5 [11,5 [11,5 | Diferencia
29 a 35 [14 |14 |13,5 |15 |[14,5 [13,5 |13,5 | Promedte
d 2 =2 -2 -2z |-z -2 |2 [-=

=
Varianza= > €&, - X / |
n —

El numerador de la varianza sera CERO y Cero dividido por 6 que
representa el grado de libertad del nuUmero de pares también es
por lo tanto, no hay variacidén entre los datos experimentales.
imposible la aplicacidén de una prueba de significacidn.

cero,
Resulta



ANEXO XV — Comparacion de los promedios de las pruebas de BUT y STT1 para T30y
T90 del grupo OMG a traves de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT GRUPO OMG (Comparacién entre 30 y 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)

PRUEBA-T PARA STT1 GRUPO OMG (Comparacién entre 30 y 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 — Comparacion de los promedios de las pruebas de BUT y STT1 para T30y
T45 del grupo G a través de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT GRUPO G (Comparacién entre 30 y 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)

PRUEBA-T PARA STT1 GRUPO G (Comparacién entre 30 y 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: -4.2146
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 — Comparacion de los promedios de las pruebas de BUT y STT1 para T30y
T90 del grupo G a través de la prueba-T (prueba de Student a 99 % de probabilidad).

PRUEBA-T PARA BUT GRUPO G (Comparacién entre 30 y 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)

PRUEBA-T PARA STT1 GRUPO G (Comparacién entre 30 y 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)





