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RESUMO

A eletrorretinografia (ERG) é um exame oftalmolégico complementar que
mensura a resposta da retina quando estimulada por flashes luminosos de
diferentes intensidades. Esta dissertacdo €é composta por seis trabalhos
utilizando-se desta ferramenta, tanto na pesquisa como na rotina clinica. A
histéria da ERG desde seu surgimento, primeiros experimentos até hoje, esta
descrita no primeiro artigo. Trés capitulos desta dissertacdo envolvem estudos
experimentais em pequenos ruminantes. O segundo artigo mostra a ERG como
uma ferramenta para estudar o desenvolvimento da retina em cordeiros,
determinando assim, parametros em carneiros saudaveis. O terceiro artigo
compara dois métodos anestésicos diferentes em ovelhas e como eles interferem
nas respostas eletrorretinograficas, e o quarto artigo faz um estudo da resposta
da retina frente a uma droga antiparasitaria (closantel) muito utilizada na rotina
clinica que possui relatos de toxicidade na retina causando a cegueira. Sobre o
uso da ERG na rotina clinica de pequenos animais, existem dois trabalhos
retrospectivos do uso deste exame no auxilio ao diagnostico de retinopatias,
sendo o primeiro como exame pré-cirdrgico em catarata e o segundo sobre a
degeneracéao subita adquirida de retina (DSAR).

Palavras-chave: exame eletrorretinografico, ovinos, caes, retinopatias



ABSTRACT

The electroretinogram (ERG) is an ophthalmic supplementary exam which
measures the response of the retina when stimulated by light flashes of different
intensities. This dissertation is composed by six studies using this tool, both in
research as in clinical practice. The history of the ERG since its appearance, first
experiments to today, is described in the first article. Three chapters of this work
involve experimental studies in small ruminants. The second article shows the
ERG as a tool to study retinal development in lambs, to establish the parameters
in healthy sheep. The third article compares two different types of anesthesia in
sheep and how they can interfere in electroretinographic responses, and the fourth
article is a study of the retina response to a anti-parasitic drug (closantel) widely
used in clinical practice that has many reports of toxicity in the retina causing
blindness. About the use of ERG in clinical practice of small animals, there are two
retrospective studies of the use of this test in the diagnosis of retinopathies, the
first as a pre-cataract surgery exam and the second on the sudden acquired retinal
degeneration (SARD).

Keywords: electroretinogram exam, sheep, dogs, retinopathies
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1 INTRODUCAO

As doencas oculares bem como as manifestacfes oftdlmicas de doencas
sistémicas em pequenos ruminantes sdo comuns, existindo neste contexto
doencas congénitas, genéticas e adquiridas.

O exame oftalmico nos animais de fazenda ainda € pouco utilizado pelos
clinicos veterinarios, principalmente quando se trata de um quadro no qual a
retina € afetada. No caso das doencas adquiridas, as retinopatias de origem
toxica sdo relativamente pouco diagnosticadas. As intoxicagcdes iatrogénicas na
pratica médica de pequenos ruminantes sdo mais comuns do que se imagina.
Algumas intoxicacbes podem causar danos a varios 6rgdos alterando suas
funcdes, mais comumente o figado, rins, coracéo, cérebro e, por fim, os olhos.

Os antiparasitarios sao medicamentos utilizados com freqiéncia no
tratamento de pequenos ruminantes, fazendo com que alguns parasitos como
Haemonchus spp., Fasciola hepatica e Oestrus ovis, adquiram resisténcia a eles.

O closantel é um dos antiparasitarios que vem sendo empregado nas trés
altimas décadas, na busca por drogas alternativas para o tratamento de
helmintoses. Este medicamento pertence ao grupo dos salicilanilidas, assim como
a rafoxanida e a clioxanida, e possui grande eficacia no combate de varias
espécies de trematddeos, nematddeos e artropodos, principalmente aos parasitas
ja citados que apresentaram resisténcia aos outros farmacos.

Um dos exames complementares para o0 diagnostico de lesbes
generalizadas da retina € a eletrorretinografia (ERG). Tal exame pode avaliar a
fototransduc&o, um processo de conversdo da energia luminosa em energia

elétrica para o nervo Optico, de forma rgpida e ndo-invasiva, por meio de



estimulos luminosos rapidos (flashes) que incidem diretamente no olho do animal,
trazendo, desta forma informacdes sobre a funcionalidade da retina.

Na rotina clinica de pequenos animais, a eletrorretinografia € utilizada com
certa frequéncia, para auxiliar em diagnosticos de doencas como atrofia
progressiva de retina (APR) e degeneracdo subita adquirida de retina (DSAR) e
para avaliacdo da funcéo geral da retina antes de cirurgias de catarata.

Estas duas retinopatias (APR e DSAR) sdo doencas que acometem a
retina, levando o animal a cegueira, sendo comuns na clinica de pequenos

animais, sendo algumas vezes diagnosticadas de forma errada.

1.1 OBJETIVOS GERAIS
Esta dissertacdo pretende demonstrar 0 uso deste exame em estudos

experimentais em carneiros e na rotina de pequenos animais.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Revisar e relatar a histéria da ERG;

» Determinar parametros eletrorretinograficos durante o crescimento de
cordeiros com quatro idades diferentes;

* Comparar o efeito da combinacédo de propofol e cetamina S(+) com a
cetamina S(+) isolada em carneiros pré-medicados com morfina e
midazolam na formacdo de ondas e nas demais exigéncias para a
realizacdo da ERG;

» Verificar a existéncia de alteragcbes eletrorretinograficas e
histopatolégicas da retina e nervo 6ptico em cordeiros tratados com

closantel;



Realizar um estudo retrospectivo  dos  resultados  dos
eletrorretinogramas feitos em caes com catarata matura e hipermatura
referidos ao Servigo de Oftalmologia Comparada da UFPR,;

Relatar a prevaléncia dos casos de cegueira subita, particularmente de
DSAR, atendidos na casuistica do Servico de Oftalmologia Comparada

da UFPR.



2 HISTORIA DA ELETRORRETINOGRAFIA
Resumo

O olho juntamente com suas doencas vem sendo estudado desde o Egito
antigo, sendo a oftalmologia, portanto, considerada como uma das primeiras
especialidades médicas a existir. Com a invencéo do oftalmoscopio no século XIX
bem como de outros métodos de exames diagnosticos no século XX, iniciou-se a
observacédo e o estudo da retina, tecido nervoso que realiza fototransducao e faz
a passagem do estimulo elétrico para o cérebro, formando a imagem. A
eletrorretinografia € um capitulo peculiar na histéria da oftalmologia. Trata-se de
um exame oftalmico funcional que capta a resposta elétrica produzida pelas
células da retina quando estimuladas. Tornou-se uma excelente ferramenta para
estudar a funcionalidade da retina de animais e seres humanos, porém seu uso
ainda encontra-se pouco difundido na Medicina Veterinaria brasileira. O trabalho
presente tem o objetivo de revisar a historia deste valioso método de diagndstico.

Palavras-chave: oftalmologia, Ragnar Granit, retina, eletrofisiologia, ERG

2.1 History of Electroretinography

Abstract

The eye and its diseases have been studied since the time of the ancient Egypt;
therefore, ophthalmology is recognized as one of the first medical specialities to
ever exist. Along the years many advances in this area occurred, as the invention
of the ophthalmoscope during the 19™ Century and other ancillary methods in the
20™ Century. After the invention of the ophthalmoscope, the observation and study
of the retina, the anatomic part of the eye that transforms light energy into electric

energy (phototransduction) stimulating the brain to form an image.



Electroretinography is an ophthalmic examination that captures this electrical
response generated by cells of the retina when stimulated by light. This is an
excellent tool for studying the function of the retina, yet it is still a modestly
widespread practice in the Brazilian veterinary medicine scenario. This paper aims
to review the history of this valuable method of diagnosis.

Key-words: ophthalmology, Ragnar Granit, retina, electrophysiology, ERG

2.2 Introducéo

A retina é formada por varias camadas celulares, sendo estas responsaveis
pelo fenbmeno chamado de fototransducéao, que € a transformacao do estimulo
luminoso em energia elétrica, estudado por fisiologistas e oftalmologistas
(eletrofisiologia ocular).

A eletrorretinografia, como o préprio nome ja diz, € um exame oftalmico
que capta a resposta elétrica produzida pelas células da retina quando
estimuladas pela luz. Trata-se de uma excelente ferramenta para estudar a
funcdo da retina, sendo um exame nao invasivo e de facil realizacdo, permitindo
assim um manejo sSeguro, mesmo noS casos em que se faz necessario a

realizacdo de anestesia (Heckenlively and Arden, 2006).

Na medicina, a eletrofisiologia diagndstica da visdo pode ser estudada
com o suporte dos exames de eletrorretinografia, eletrooculografia e o potencial
visual evocado, importantes recursos na avaliagdo do nervo e vias opticas,
possibilitando o diagndstico das doencas hereditarias e das alteracbes

isquémicas da retina (Avila, 2003).



Na Medicina Veterinaria estes recursos e aparelhos sao relativamente
novos, ou pouco difundidos, necessitando de mais estudos e desenvolvimento de
protocolos especificos as espécies domésticas. Este trabalho visa relatar a

historia da eletrorretinografia.

2.3 Desenvolvimento

2.3.1 A oftalmologia antes e ap06s a invencéo do oftalmoscépio

Em 1851, a invencédo do oftalmoscopio monocular direto por Hermann von
Helmholtz, hoje considerado pai da oftalmoscopia, ajudou na observacdo de
problemas da retina por meio da observacdo do fundo ocular. Antes disto, na
chamada era pré-oftalmoscoépica, pouco se sabia a respeito da retina e suas
funcdes. Foram feitos relatos de varias experiéncias sobre o fundo ocular,
destacando-se a descricdo de Jean Mery, que em 1704, para estudar os
movimentos da pupila, mergulhou um gato em um lago. Entrando em hipéxia, o
olho do animal sofreu consideravel dilatacao pupilar. O poder dioptrico da cornea
foi entdo neutralizado pela presenca da lamina d'agua, favorecendo assim a
observacéo e descri¢do, pela primeira vez, dos vasos da retina (Avila, 2003). Dez
anos apos a invencédo do oftalmoscopio monocular direto Girard Teulon em 1861
introduziu o oftalmoscdépio binocular indireto, que utilizava, por meio de espelhos,
o reflexo da luz solar sobre a retina. Somente em 1885 foi introduzido o uso da

luz elétrica na realizacdo do exame (Avila, 2003).

Novos métodos de exames foram sendo desenvolvidos nos anos

seguintes sendo que muitos deles, como gonioscopia, tonometria,



eletrorretinografia, ultrassonografia ocular, angiografia fluoresceinica e tomografia

de coeréncia éptica, sdo utilizados até hoje.

2.4 A Eletrorretinografia

2.4.1 Primeiros avanc¢os no desenvolvimento do método

O alemao Emil Heinrich Du Bois-Reymond (1818-1896), considerado o
fundador da eletrofisiologia moderna, nasceu na Prassia e viveu grande parte de
sua vida em Berlim. Foi um dos fundadores da Sociedade de Fisica Alema,
sendo o sucessor de Johannes Muller como professor de Fisiologia na
Universidade de Berlim, em 1858. Em seus trabalhos estudava as espécies de
peixes capazes de produzir correntes elétricas. Foi o primeiro pesquisador a
observar um potencial elétrico vindo do olho de um peixe em 1849, quando
colocou um eletrodo na superficie da cornea (semelhante aos eletrodos usados

hoje em dia).

Ja em 1865, o sueco Holmgren descobriu que existe resposta elétrica no
olho apo6s um estimulo luminoso, estudando sapos. Em 1880, retirando o
segmento anterior do olho e colocando um eletrodo diretamente na superficie da
retina, afirmou que esta estrutura de tecido nervoso era a responsavel pela

resposta elétrica gerada no olho (Rouck, 2006).

Na mesma época, outro pesquisador chamado Dewar relatou descobertas
similares as de Holmgren. Ele mostrou que apo6s estimulo luminoso incidindo
sobre o eixo pupilar ocorria um pequeno movimento observado num
galvandémetro, sugerindo que tal impulso elétrico positivo era produzido pela retina

(Perlman, 2008). O galvanbmetro € um instrumento que pode medir correntes



elétricas de baixa intensidade, ou a diferenca de potencial elétrico entre dois

pontos.

2.4.2 Primeiros eletrorretinogramas

Em 1877, Dewar registrou o primeiro eletrorretinograma (ERG) no homem,
mas ndo houve publicacdo do trabalho (Dantas, 1995). Gotch, em 1903, foi o
primeiro a separar o resultado da ERG em duas ondas (Perlman, 2008). Em
1908, Einthoven e Jolly obtiveram excelentes dados detalhados do
eletrorretinograma de um olho de sapo, utilizando novamente um galvanémetro.
Foram os primeiros a classificar as diferentes por¢des do ERG usando letras:
onda "a”, primeiro segmento de onda negativo; a onda "b”, segmento de onda
grande positivo posterior a onda anterior; e onda “c”, a outra por¢gao positiva e um

pouco menor (Einthoven and Jolly, 1908).

A primeira publicacdo de um ERG foi feita por Kahn e Lowenstein em
1924. A idéia era que o exame fizesse parte dos exames clinicos oftalmicos da
rotina, mas 0s autores concluiram que existiam algumas dificuldades para
execucado do método. No mesmo periodo, Hartline desenvolveu outra maneira de
colocar os eletrodos, aplicando um pedaco de algodao na superficie do olho para
fixar o eletrodo e posicionando o eletrodo de referéncia na boca do paciente

(Rouck, 2006).

Em 1929, Sachs mostrou que o ERG humano era dependente do sistema
escotopico visual da retina. Em 1933, Cooper e associados acoplaram um
amplificador no galvanémetro e obtiveram ondas com maior qualidade (Rouck,

2006).



2.4.3 Ragnar Granit

Ragnar Arthur Granit (1900-1991) foi um cientista que nasceu na Finlandia
(Figura 2.1). Estudou medicina com énfase na parte de psicologia. Durante seus
estudos chegou a conclusdo que a fisiologia seria melhor do que a psicologia
para explicar o aparelho visual. Em 1926 aceitou o posto de assistente no
Instituto de Fisiologia na Universidade de Helsinki, oferecido a ele pelo Professor
Carl Tigerstedt. Granit formou-se em 1927, sendo convidado por varios institutos
de pesquisa para trabalhar. Permaneceu meio ano em Oxford mudando-se na
sequéncia para a Pensilvania. Voltou para a Finlandia em 1935 e assumiu a
cadeira de professor de fisiologia. Durante a Guerra de inverno entre a Finlandia

e a Russia, Granit se refugiou na Suécia, permanecendo por la como cientista.

Ganhou inimeros prémios e, em 1967, junto com Haldan Keffler Hartline
and George Wald recebeu o prémio Nobel em Medicina por seus estudos

focados na eletrofisiologia.

Figura 2.1 — Ragnar Granit

Fonte - Site Prémio Nobel
Em 1933, utilizando gatos em estado de narcose induzida por éter e

diferentes graus de oclusdo da artéria carétida, conseguiu desdobrar os
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componentes do ERG (Porto, 2004). Observou a presenca de trés potenciais, 0s
quais nomeou: PI, Pll e PlIl, de acordo com o desaparecimento deles durante a
anestesia e hipéxia. O componente corneal negativo PIII correspondia a onda "a”;
o potencial corneal PII, que era inclusive maior e dependente do primeiro,
correspondia a onda "b”; e quando PII diminuia, formava-se de forma devagar o

componente Pl correspondente a onda “c” (Rouck, 2006).

No ano de 1935, Granit estudou o ERG de diferentes animais e dividiu em
dois tipos de retina: retina do tipo E (excitatoria) e retina do tipo | (inibitéria). No
tipo E, predominam as respostas originadas dos bastonetes, revelam uma ampla
onda “b” ao estimulo luminoso, tendo como exemplo a retina humana; e no tipo I,
as respostas dos cones, com a predominancia do tracado negativo (onda “a”),

retina de pombo (Dantas, 1995).

No passar dos anos, mais estudos sobre os componentes do ERG
ocorreram e pbdde ser observada a relacdo das por¢cdes da retina com as ondas
do ERG. Noell (1952) por meio de um estudo, concluiu que o epitélio pigmentado
da retina (EPR) que produzia a onda “c” e o potencial transretiniano (Rouck,
2006), neste mesmo ano, alguns trabalhos, Armington, Jonhson e Riggs, assim
como em 1945 Adrian relatou, confirmaram a existéncia de componentes
fotopicos (difasicos, com presenca de uma onda negativa seguida de uma
positiva) produzidos por luz branca ou qualquer luz monocromatica, exceto a azul
e componentes escotdpicos, monofasicos, produzidos por todas as cores exceto

a vermelha (Dantas, 1995).

7

Outro estudo demonstrou que a onda “b” é gerada pela camada de células

gue se encontra entre a membrana limitante interna e a externa. Esta descoberta
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foi detalhada primeiramente em 1969 por Faber. Steinberg e colegas (1970)
investigaram as respostas produzidas pelo EPR e provaram que a origem da
onda “c” € devido a uma reducéo na concentracado de ions de potassio no espaco

sub-retiniano, causando polarizacdo da EPR (Rouck, 2006).

2.4.4 ERG hoje

Por meio de estudos e do melhor entendimento sobre os componentes do
ERG, este exame foi aperfeicoado e introduzido na rotina da oftalmologia clinica.
Com o tempo tornou-se 0 método diagndstico mais preciso para a avaliacdo da
retina (Komaromy et al, 1998), porém nao pode assegurar que 0O paciente

realmente tenha visao.

Na medicina, a ERG € usada tanto para diagnosticar como para avaliar a
progressdo de degeneracdes da retina, intoxicacdes e, no caso de pacientes
diabéticos, para diagnosticar e acompanhar a retinopatia proliferativa e nao
proliferativa (Ofri et al, 1993). Na veterinaria, aléem de servir para diagnoéstico de
varias retinopatias e como exame pré-cirargico para a realizacdo da cirurgia de
correcdo de catarata nas diferentes espécies de animais (Figura 2.2), o exame
serve como importante modelo biolégico para estudo das degeneracdes de retina
que acometem o homem (Petersen-Jones et al, 2006). Com o avanco da
tecnologia, particularmente dos microprocessadores e diminuicdo do tamanho
dos amplificadores de sinal elétrico os modelos foram se tornando cada vez mais

complexos e compactos.



12

Figura 2.2- Exames eletrorretinograficos em varias espécies de animais. (A) Exame sendo
realizado em um exemplar de orangotango (Pongo pigmeus) empregando o aparelho de ERG
HMSERG da marca RetVet (Columbia, MO); (B) Detalhe da localizacdo do eletrodo monopolar do
tipo “ERG-jet lens” e do eletrodo referéncia (proximo ao blefarostato) durante o exame em um
exemplar de Pinglim-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus); (C) Detalhe de um estimulador de
campo inteiro (Ganzfeld) da marca LKC (Gaithersburg, EUA) durante o exame em um céo (Canis
familiaris) da raca Cardigan Welsh Corgi; (D) Detalhe da localizacdo do eletrodo bipolar do tipo
Burian-Allen no mesmo céo. Note os fios de sutura fixando o eletrodo na posicdo correta. (E)
Ovelha (Ovis aries) da raca Suffolk durante exame empregando um HMSERG (RetVet Corp.,
Columbia, MO).

Segundo Miyake (2008), o eletrorretinografo € formado pelos eletrodos, a

fonte de estimulo luminoso e o aparelho que capta e registra o estimulo. Sao trés
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eletrodos principais: o eletrodo que capta a resposta (“recording electrode”), o
eletrodo referéncia (“reference electrode”) e o eletrodo “terra” (“ground
electrode”). O primeiro fica localizado em contato com a cOrnea ou proximo a
conjuntiva bulbar, sendo que o modelo mais utilizado é a lente de contato que
possui um circulo de ouro para a conducdo do estimulo (ERG-jet lens). O
eletrodo referéncia pode estar incorporado a lente de contato (no caso dos
eletrodos bipolares) ou ndo (no caso dos eletrodos monopolares). Quando
sozinho, deve estar localizado proximo a Orbita, na regido temporal, cerca de 3 a
5 cm do canto temporal do olho sendo examinado (Mentzer et al., 2005). O
eletrodo “terra” pode estar localizado em qualquer parte do corpo, sendo que

normalmente é posicionado na orelha ou na regiao occipital.

O tracado do eletrorretinograma € composto por trés ondas basicas (Figura
2.3). A onda “a” (onda inicial negativa), formada pelas correntes idnicas
extracelulares geradas pelos fotorreceptores (cones e bastonetes). A onda “b”
(onda positiva maior mais lenta) reflete principalmente a atividade das células
bipolares da retina, que se encontram entre os fotorreceptores e as células
ganglionares, transmitindo os sinais dos fotorreceptores para as células
ganglionares (Heckenlively e Arden, 2006). A onda “c” (onda positiva de
aparecimento bem mais tardio) esta relacionada com a polarizacdo do epitélio
pigmentar da retina (EPR) (Gum, 1980) e pode ser observada quando é feito um
tipo especial de ERG, o ERG de longos flashes. Enquanto as ondas “a” e “b”
aparecem na escala de milisegundos, a onda “c” aparece na escala de segundos.
O aparecimento da onda “c” no epitélio pigmentar da retina depende do fluxo de
potassio das outras camadas da retina. S6 que o fluxo extracelular de potassio

depende da fototransduc¢éo. Portanto, a onda “c” pode nos dar um panorama da
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fototransduc&o como um todo, da integridade do epitélio pigmentar da retina e da
interacdo do EPR e do resto da retina. A pesquisa da onda “c” ndo é rotineira,
geralmente so € pesquisada quando ja se sabe que ha algo errado com o0 ERG de

flash-padrao e, conseqiientemente, com a retina.

Flash de luz ligado Flash de luz desligado

Figura 2.3 — Tracado esquematico de eletrorretinograma.
(A) potenciais de acdo, ou componentes PI, Pll e PlII.

2.5 Considerag0bes Finais

Na Medicina Veterinaria, o ERG ¢é utilizado principalmente como exame
pré-cirdrgico para a avaliacdo da retina em pacientes com catarata. Na
oftalmologia de pequenos animais, também € util para classificar e diagnosticar
precocemente a atrofia progressiva de retina (PRA) (Figura 2.4), além de
diferenciar a degeneracédo subita adquirida de retina (SARD) da neurite Optica

(Liapis, 2004)
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Figura 2.4- Tracados reais de eletrorretinograma dispostos
como respostas a uma série de flashes de intensidade
crescente. As respostas para os flashes de menores
intensidades estdo mais acima, passando para os de maior
intensidade abaixo da figura. A) Note a resposta normal de um
cdo adulto da raca Cardigan Welsh Corgi. B) Série de
respostas em um cdo de mesma idade e raca sofrendo de
atrofia de retina progressiva. Note 0 aspecto achatado, sem
ondas “a” ou “b".

No Brasil, o uso do eletrorretinégrafo na Medicina Veterinaria ainda é
recente, mas em amplo crescimento, visando principalmente o estudo das
doencas da retina, vislumbrando ainda o estudo comparado entre animais e o

homem.
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3 RESPOSTAS ELETRORRETINOGRAFICAS NORMAIS EM CARNEI ROS

SAUDAVEIS

Resumo

A eletrorretinografia (ERG) é uma ferramenta para mensurar a funcao da retina e
reflete indiretamente seu desenvolvimento. O objetivo deste estudo foi
determinar parametros eletrorretinograficos em carneiros com quatro idades
diferentes. Os exames foram realizados em 18 carneiros da raca Suffolk, sendo
um grupo com 6 animais com 300 dias de idade e outro grupo com 12 animais de
30 dias de idade. Foram realizadas 4 ERGs ( uma no primeiro grupo e trés no
segundo — 30, 37 e 60 dias de idade). Para o exame, os animais foram pré-
medicados com diazepam e morfina intravenosa e 20 minutos apos (adaptacao
ao escuro) anestesiados com a associagcdo de propofol com cetamina
intravenoso. O protocolo de ERG utilizado foi o ISCEV e os resultados
analisados pelo teste ANOVA com teste post hoc de Fisher e coeficiente de
variagdo. Nos testes escotOpicos, ndo foram observadas diferencas nas
amplitudes de onda “a” e “b”, mas a média do tempo implicito aumentou de 18,96
* 8,29 para 28,66 + 8,93 mseg na onda “a” e de 75,95 = 7,11 para 84,05 + 8,55
mseg na onda “b”, comparando entre 30 e 300 dias de idade num estimulo de 10
mcd s/m?. Com um estimulo luminoso maior (10.000 mcd.s/m?), o tempo implicito
da onda “b” aumentou de 35,08t5,14 para 49,15+7,81 comparando entre 30 e
300 dias de idade. Nos testes fotopicos houve uma diminuicdo da amplitude da
onda “b” de 386+91,6 para 266,66+86,77 UV, no tempo implicito da onda “a” de
11,76+0,72 para 11,12+0,6 mseg e da onda “b” de 29,85+2,61 para 28,11+0,98,

comparando entre 30 e 60 dias de idade, assim como um aumento da razdo b/a
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de 5,39 para 6,14. Concluindo que o crescimento do cordeiro promoveu um
desenvolvimento do tracado eletrorretinografico com diminuicdo da amplitude e

aumento do tempo implicito das ondas.

Palavras-chave: eletroretinografia, desenvolvimento da retina, ovinos, cordeiro

3.1 NORMAL ELECTRORETINOGRAFIC RESPONSES IN HEALTH SHEEP.

Abstract

The electroretinogram (ERG) is a tool to measure the function of the retina and
reflects, indirectly, its development. The purpose of this study was defining
electroretinographic parameters in sheep with four different ages. Eighteen Suffolk
sheep were examinated and splited into a group of 6 animals with 300 days of age
and another group with 12 animals with 30 days old. Four ERGs were held (one in
the first group and three in the second - 30, 37 and 60 days old). For the test, the
animals were premedicated with diazepam and morphine intravenously and 20
minutes after (dark adaptation) anesthetized with the association of propofol and
ketamine, intravenous. The ISCEV protocol was used and the results analyzed by
ANOVA with post hoc Fisher and coefficient of variation. In the scotopic tests,
there was no difference between a- and b-wave amplitudes, but the average
implicit time increased from 18.96 + 8.29 to 28.66 + 8.93 msec in the a-wave and
from 75.95 + 7.11 to 84.05 % 8.55 msec in b-wave, comparing between 30 and 300
days of age in a stimulus of 10 mcd.s/m? When use the light stimulus of 10,000
mcd.s/m?, the implicit time of the b-wave increased from 35.08 + 5.14 to 49.15 +
7.81 compared between 30 and 300 days of age. In the photopic tests, there was

a decrease in amplitude of b-wave from 386 = 91.6 to 266.66 + 86.77 uV, the
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implicit time of a-wave from 11.76 + 0.72 to 11.12 + 0.6 msec and b-wave from
29.85 £ 2.61 to 28.11 £ 0.98, comparing between 30 and 60 days of age, as well
as, an increase in the b / a ratio from 5.39 to 6.14. Concluding, that the growth of
the lamb promoted a development of the electroretinogram with decreased

amplitude and increased implicit time of the waves.

Key words: electroretinography, retinal development, ovine, sheep

3.2 Introdugéo

Em vérias espécies, por exemplo, em seres humanos, o sistema visual é
anatomicamente e funcionalmente imaturo (Saszik et al, 1999) antes do

nascimento.

A eletrorretinografia (ERG) € uma ferramenta 0til e ndo-invasiva para
mensurar a funcdo da retina (Strain et al, 1991; Komaromy et al, 1998;
Heckenlively e Arden, 2006). Sabe-se que a maturacdo do ERG reflete,
indiretamente, o desenvolvimento da retina (Hamilton et al, 2005).

Em ovelhas, a ERG é normalmente utilizada em experimentos cientificos,
mas existe apenas um trabalho publicado investigando ERG de carneiros
saudaveis (Strain et al., 1991), ndo havendo, portanto, dados suficientes para o
entendimento e comparacdo destas mensuracdes. O objetivo deste estudo foi
determinar parametros eletrorretinograficos durante o crescimento de cordeiros

em quatro idades diferentes.
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3.3 Material e Métodos

As eletrorretinografias foram realizadas em dezoito carneiros da raca
Suffolk. O primeiro grupo foi composto por seis animais de dez meses de idade
(300 dias) e o segundo, doze cordeiros lactentes. Foram realizados quatro ERGs:
uma no primeiro grupo e trés no segundo grupo aos 30, 37 e 60 dias de idade.

Para o exame, os animais foram pré-medicados com diazepam na dose de
0,5 mg/kg (Compaz®, Cristalia, S&o Paulo, Brasil) e morfina na dose de 0,5 mg/kg
(Dimorf®, Cristlia, S&o Paulo, Brasil), por via intravenosa e depois de
anestesiados com propofol na dose de 3 mg/kg (Propovan®, Cristélia, S0 Paulo,
Brasil) e cetamina (S+) na dose de 1 mg/kg (Ketamin-S(+)®, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil), também por via intravenosa. Para manter o nivel anestésico adequado,
um quarto da dose total de inducdo anestésica foi administrado aos 8 e 14
minutos ap0s a mesma ser realizada.

Antes da inducéo anestésica, os animais receberam uma gota do colirio de
tropicamida a 1% (Mydriacyl®, Alcon, Sdo Paulo, SP) no olho esquerdo, e em
seguida, foram colocados o blefarostato e os eletrodos. Os eletrodos “terra” e
“referéncia” (FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical, Inc., West Warwick, RI)
foram posicionados na regido axilar e a 2,5 cm do canto lateral do olho,
respectivamente, e o eletrodo de contato (ERG-jet, Nicolet Instruments, Madison,
WI) na superficie da cérnea do olho esquerdo.

O protocolo de ERG utilizado foi o ISCEV (HMsSERG, RetVetCorp, Inc.,
Missouri, USA), constituido por:

a)Tempo de adaptacdo ao escuro de 20 minutos para testes escotdpicos;

b)Tempo de adaptacédo ao claro (intensidade da adaptagcéo de 30.000 mcd)

de 10 minutos para testes escotdpicos;
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c) As intensidades de flashes nos testes escotépicos foram: 10, 3.000 e

10.000 mcd.s/m?;

d) As intensidades de flashes para os testes fotdpicos e 30 Hz-flicker:

3.000 e 10.000 mcd.s/m?,

ApOs todas as avaliacOes eletrorretinograficas os dados foram mensurados
usando o programa ERGVIEWER, 2.1.1.0 (RetVetCorp, Inc., Missouri, EUA) e a
analise estatistica comparando as respostas obtidas na ERG foi realizada pelo
teste ANOVA com post hoc de Fisher, considerando valores de P< 0,05 como
significativos, utilizando o software Statview (SAS Institute Inc. Copyright © 1992-

1998), e o coeficiente de variacao.

3.4 Resultados

Todos os exames foram feitos sem nenhuma complicacéo anestésica. Nao
foram observadas diferencas nas amplitudes de onda “a” e “b” em nenhum dos
testes escotopicos (Fig. 3.1 e 3.3), entretanto, a média do tempo implicito da onda
“a” escotdpica aumentou quando comparados os tempos 30 e 300 dias de idade
(de 18,96 + 8,29 para 28,66 * 8,93 mseg) e também houve aumento da média do
tempo implicito da onda “b” entre 30 e 300 dias (de 75,95 + 7,11 para 84,05 +
8,55 mseg) e de 60 e 300 (de 75,24 £ 4,22 para 84,05 + 8,55 mseg), quando

utilizado estimulo de 10 med s/m? (Fig. 3.2 e 3.3).
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Figura 3.1- Valores de amplitude das ondas “a” e “b” observados nos testes escotopicos de ERG

nos tempos 30,37, 60 e 300 dias de idade, nas intensidades de 10, 3.000 e 10.000 mcd.s/m®.
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Figura 3.2- Valores de tempo implicito das ondas “a” e “b” observados nos testes

escotopicos de ERG nos tempos 30,37, 60 e 300 dias de idade, nas intensidades de 10,

3.000 e 10.000 mcd.s/m?.

* Valores com diferenca estatistica significante. (P<0,05)

Com o estimulo luminoso de 10.000 mcd.s/m?, as médias escotépicas do

tempo implicito da onda “b” aumentaram nas idades 30 para 37, 30 para 60 e

também 30 para 300 (de 35,08 * 5,14 para 42,59 + 10,09; 35,08 + 5,14 para

48,18 £ 11,02 e 35,08 * 5,14 para 49,15 + 7,81 mseg, respectivamente) (Fig. 3.2

e 3.3). Do mesmo modo, a razdo b/a mostrou um aumento quando comparados

as idades 37 e 60 (de 2,042 para 2,457). E possivel observar na tabela 3.1, os
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valores médios de amplitude, tempo implicito e a razdo b/a encontrados na

intensidade de flash de 10.000 mcd.s/m?.

Tabela 3.1- Valores médios das amplitudes e tempo implicito de ondas “a”
e “b” com desvio padréo nas idades de 30, 37, 60 e 300 dias, resposta escotopica

num flash de intensidade de 10,000 mcd.s/m>.

Média da Média do tempo Média do tempo
Idade Amplitude implicito Média da Amplitude implicito Média da
(dias) daondaa (uVv)+ DP Da onda a (mS) + DP da onda b (uVv)+ DP daondab (mS) +DP razdo b/a
30 394,33+72,21 13,42+1,58 889,75+126,08 35,08+5,14 2,29+0,31
37 454,27+126,67 13,33+0,94 900,45+154,37 42,59+10, 09* 2,04+0,35
60 379,4+115,44 13,47+1,32 883+123,30 48,18+11,02* 2,45+0,5*
300 374,66+77,61 13,28+ 0,44 847,17+103,5 49,15+7,81* 2,3+0,39

*Valores com diferenca estatistica significante. (P<0,05).

Amplitude (pV)

1] L 2II:I ﬂiﬂ GII:I EID 1 I:III:I 1 ZIB 1 ?D 1 SID

Tempo implicito (mseg)

Figura 3.3- Tracados eletrorretinograficos representativos dos animais com: (a) 30 dias,

(b) 37 dias, (c) 60 dias e (d) 300 dias, na intensidade de luz de 10.000 mcd.s/m”.

Sobre a resposta fotopica, ndo houve diferencas nos valores de amplitude
da onda “a”, mas foi encontrada uma diminuicdo da média da amplitude de onda
“b” de 60 a 300 dias de idade (de 386 + 91,6 para 266,66 = 86,77 uV) (Fig. 3.4),

assim como uma diminuicdo da média do tempo implicito da onda a de 30 a 60
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dias de idade (11,76 + 0,72 para 11,12 + 0,6 mseg) (Fig. 3.5) e a razéo b/a de 60

para 300 dias de idade (5,39 para 5,29), com flash de 3.000 mcd.s/m®. Neste

mesmo estimulo, houve aumento da média da razdo b/a de 30 para 60 dias (5,39

to 6,14).
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Figura 3.4- Valores de amplitude da onda “a” e “b” nos testes fotdpicos nos tempos 30, 37,

60 e 300 dias de idade com intensidades de luz de 3.000 e 10.000 mcd.s/m?.

* Valores com diferenca estatistica significante (P<0,05).

Outro decréscimo significativo apareceu na meédia do tempo implicito

fotdpico da onda “b” quando comparados os dias 30 e 60 (de 29,85 + 2,61 para

28,11 £ 0,98 mseq) (Fig. 3.5).
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Figura 3.5- Valores de tempo implicito das ondas “a” e “b” nos testes fotopicos nos
tempos 30, 37, 60 e 300 dias, nas intensidades de 3.000 e 10.000 mcd.s/m?.

* Valores com diferenca estatistica significante (P<0,05).

Houve grande variacdo da amplitude e tempo implicito para a onda “a”,
quando a intensidade de luz de 10 mcd.s/m? foi empregada. Houve também maior
variacdo do tempo implicito da onda “b” comparativamente a “a”. Assim como
maior variacdo na amplitude da onda “a” quando comparada com a onda “b”, nos

testes escotdpicos (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Coeficiente de variagcdo das amplitudes e tempo implicito das ondas
“a” e "b”, nos testes em que houve diferenca significativa (escotopico — 10 e
10.000 mcd.s/m? e fotépica 3.000 e 10.000 mcd.s/m? .

Coeficiente  de variacdo

tipo de intensidade de luz amplitude da tempo implicito amplitude da tempo implicito

Teste (mcd.s/m?) onda a da onda a onda b daondab
Escotépico 10 0,65 0,32 0,38 0,09
Escotopico 3.000 0,43 0,05 0,2 0,12
Escotoépico 10.000 0,24 0,08 0,14 0,19

Fotépico 3.000 0,3 0,05 0,29 0,06
Fotépico 10.000 0,27 0,12 0,24 0,05

3.5 Discusséo

Todos os achados eletrorretinograficos deste experimento podem ser
considerados normais no desenvolvimento da ERG em carneiros em futuras
investigacées com protocolos anestésicos similares, somando-se aos demais
trabalhos com ERG em carneiros saudaveis (Strain et al., 1991).

No presente estudo foram utilizados animais em quatro idades diferentes,
desde um até dez meses. O sistema visual de ovinos, para a maioria das
medidas, € maduro ao nascimento. O desenvolvimento histolégico do cortex de
ungulados é completo ao nascer e ja possuem resposta a ameaca em uma ou
duas semanas depois (Strain et al., 1991).

O resultado obtido por Strain et al (1991) com relacédo ao tempo implicito da
onda “a” foi bem similar ao obtido neste estudo quando houve o estimulo com
flash de 10.000 mcd.s/m? pés adaptacdo ao escuro. Naquele estudo, porém,
foram utilizados dois flashes de luz com intensidade de 19.000 mcd e filtros para
oscilacbes de 1 e 100 Hz e no presente estudo foram utilizados trés diferentes

intensidades mais baixas de luz (10, 3.000 e 10.000 mcd.s/m?). Mesmo assim as
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amplitudes médias obtidas para as ondas “a” e “b” no presente estudo foram mais
altas que as encontradas por Strain et al (1991).

Sabe-se que as respostas de ERG sédo dependentes do estimulo luminoso
utilizado. Se aumentar o estimulo, a amplitude das ondas tende a aumentar e o
tempo implicito tende a diminuir (Perliman, 2008).

Em seres humanos, o ERG de criancas € bem parecido com um ERG
maduro (adulto). A tendéncia € a amplitude diminuir com o tempo de vida e o
tempo implicito ter um pequeno aumento ou nenhuma mudanca (Creel, 2009),
como o observado nos carneiros deste experimento (Fig. 3.3), com a diminui¢cao
da amplitude da onda “b” nos carneiros adultos e 0 aumento no tempo implicito no
menor e maior estimulo luminoso escotdpico durante o crescimento dos animais.

O aumento no tempo implicito mostra que o processo de fototransducao
acontece mais rapido em animais jovens, e com o passar do tempo 0 processo
demora um pouco mais para acontecer. Ja a amplitude das ondas
eletrorretinograficas tende a diminuir, provavelmente pelo fato de que com o
desenvolvimento do animal pode-se vir a ter mais “barreiras” entre a entrada da
luz até a sua chegada na retina, tais como esclerose do cristalino, catarata,
opacificacbes de cornea, fazendo com que a resposta de amplitude captada seja
menor do que em animais mais jovens.

A comparacao de coeficientes de variagdo das amplitudes e tempos
implicitos das ondas “a” e “b” é bastante eficaz para facilitar a compreenséo dos
resultados obtidos (Tabela 3.2), uma vez que essa nao tem dimensao (unidade).
O coeficiente de variagdo ndo precisa do mesmo contexto das médias dos dados
e, assim sendo, variacbes provenientes de dados n&do similares tais como

amplitude e tempo implicito podem ser diretamente comparadas.
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O grande coeficiente de variacdo do tempo implicito da onda “a” no teste
escotépico de intensidade mais baixa (10 mcd.s/m?), deve-se ao fato da demora
da adaptacdo da retina aos flashes e sendo eles de baixa intensidade as
variacfes se tornam normais. O que nao se observa nos testes fotopicos que sao
feitos com intensidades maiores de luz, pois quanto maior a intensidade, menor a
variacao existente.

Sumariamente, o crescimento de cordeiros promove um desenvolvimento
do tracado eletrorretinografico com a diminuicdo da amplitude e aumento do
tempo implicito. Tais parametros poderdo ser de grande valia em novas

pesquisas ou até mesmo na rotina oftalmoldgica em carneiros.
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4 ASSOCIACAO DE PROPOFOL E CETAMINA S(+) PARA
ELETRORRETINOGRAFIA EM OVELHAS ADULTAS

Resumo:

O objetivo deste estudo foi investigar o uso da associacdo de propofol e cetamina
S(+) como agente anestésico para ERG em ovinos. As ERGs foram realizadas em
doze carneiros, utilizando o protocolo ISCEV, sendo 20 minutos de adaptacéo ao
escuro seguido por 3 testes (escotopicos), 10 minutos de adaptacéo a luz seguido
de 4 testes (fotopicos) com intensidades de luz variando de 10, 3.000 e 10.000
mcd.s/m?. Os carneiros foram pré-medicados por via intravenosa com 0,5 mg/kg
de diazepam e 0,5 mg/kg de morfina e 20 minutos apos foi induzida a anestesia
com 5 mg/kg de cetamina S (+) (GC - 6 animais) ou com a associacao de 3 mg/kg
de propofol e 1 mg/kg cetamina S(+) (GPC - 6 animais). Metade da dose de
inducdo no GC e um quarto no GPC foram administrados apds 10 minutos para
manter o nivel anestésico. Os parametros fisiologicos avaliados foram:
temperatura retal, frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca, pressao arterial
nao-invasiva, saturacdo de oxigénio no sangue. A sensibilidade corneana foi
mensurada usando um estesibmetro de Couchet-Bounnet (Luneau
Ophtalmologie, FRA). As analises estatisticas para comparar as respostas das
ERGs e todos os parametros fisioldgicos foram realizados utilizando o teste t e
ANOVA e para a estesiometria o teste de Fisher. Todos os carneiros do GPC e
nenhum do GC apresentaram acinesia e centralizacdo do globo. Os animais GC
necessitaram de sutura para fixar o globo ocular durante a realizacdo da ERG.
Embora os valores de amplitude escotépica no GPC sejam superiores na onda “a”
(374,67 x 267,5 V) e na onda “b” (847,17 x 742,83 puV) usando um estimulo de
10.000 mcd.s/m?, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos

em nenhum teste da ERG. N&o houve diferencas significativas na sensibilidade
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da cornea, a temperatura retal, freqiéncia cardiaca, frequiéncia respiratéria, SpO,
e pressao arterial média. Observou-se valores superiores de pressoes sistolica e
diastolica arterial imediatamente apds a inducdo anestésica em GPC comparado
com GC (P <0,05), mas, exceto pelo aumento da pressédo arterial diastolica,
imediatamente apos a indugéo anestésica em GPC (P <0,05), ndo foi observada
diferenca significativa em nenhum dos parametros da anestesia comparada com o
momento antes do procedimento nos dois grupos. A associacdo das doses
propostas de propofol e cetamina promoveu acinesia e centralizacdo do globo,
facilitando o exame ERG, sem importantes alteracdes eletrorretinograficas e
fisiologicas.

Palavras-chave: onda “b”, ovinos, dissociativa, anestesia

4.1 Association Of Propofol And (S) Ketamine For ElI  ectroretinography In
Adult Sheep.

Abstract

The purpose of this study is investigating the use of the combination of (S)
ketamine and propofol as anesthetic agents for ERGs in sheep. ERGs were
performed in twelve sheep using the ISCEV protocol (HMSERG, RetVetCorp, Inc.,
Columbia, Missouri), 20 minutes of dark adaption followed by 3 tests than 10
minutes of light adaption followed by 4 tests (intensities varying 10, 3000 and
10000 mcd.s/m?). The sheep were premedicated intravenously with 0.5 mg/kg of
diazepam and 0.5 mg/kg of morphine and after 20 minutes the anesthesia was
induced with S(+) ketamine (GC — 6 animals) or with the combination of 3 mg/kg
of propofol and 1 mg/kg of (S) ketamine (GPC — 6 animals). Half of induction dose

in GC, and a quarter in GPC, was administered after 10 minutes to maintain the
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anesthetic level. The following physiologic parameters were evaluated: rectal
temperature, respiratory rate, cardiac rate, non-invasive arterial blood pressure,
blood oxygen saturation. Corneal sensivity was mensured using a Couchet-
Bounnet (Luneau Ophtalmologie, FRA) esthesiometer. Statistical analyses to
compare ERG responses and all the physiologic parameters were performed
using t- test and ANOVA, and the Fisher test for esthesiometry. All sheep of GPC
and none of GC presented akinesia and centralization of the globe. The GC
animals needed to have the globe fixed to perform the ERG. Although the sligth
superior values in GPC of scotopic a-wave (374.67 x 267.5 pV) and b-wave
(847.17 x 742.83 pV) amplitude using a stimulus of 10,000 mcd.s/m?, was not
observed significant differences between the groups in any ERG test. No
significant differences in corneal sensitivity, rectal temperature, cardiac rate,
respiratory rate, SpO, and mean arterial pressure were found. Was observed
superior values in diastolic and systolic arterial pressures immediatelly after the
anesthetic induction in GPC compared with GC (P<0.05), but except by the
increase in diastolic arterial pressure immediatelly after the anesthetic induction in
GPC (P<0.05), was not observed significant statistic difference in any anesthetic
parameters compared with the moment before the procedure in both groups. The
association of the purposed doses of propofol and ketamine promote akinesia and
centralization of the globe, facilitating the ERG exam, without important

electroretinographic and physiologic alterations.

Key-words: b-wave, ovine, dissociative, anesthesia
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4.2 Introducéo

A eletrorretinografia (ERG) é um método rapido e ndo-invasivo de avaliar a
funcdo da retina, usado na rotina clinica como exame pré-cirirgico de catarata
além de auxiliar em diagnosticos de algumas doencas retinianas e centrais
(Narfstrom et al., 2002).

Animais, normalmente, devem ser sedados ou anestesiados para permitir a
colocacao dos eletrodos e prevenir movimento, porém, diversos estudos mostram
que agentes anestésicos podem interferir nos resultados do exame de ERG
(Tanskanen et al.; 1996; Yanase et al, 1997; Chaudhary et al, 2003; Kommonen et
al, 2007; Woodward et al, 2007; Lin et al, 2009). Estudos eletrorretinograficos
quantitativos precisos, podem ser comparados apenas quando 0s protocolos
anestésicos sao similares (Woodward et al, 2007). O estabelecimento de um
protocolo anestésico para cada espécie, que associe seguranca, praticidade,
inducdo e despertar rapidos, acinesia palpebral e ocular e pouca alteracdo na
amplitude e tempo das ondas do tracado do ERG é desejavel tanto para
procedimentos de rotina como para pesquisas comparativas.

O propofol (2,6 di-isopropilfenol), amplamente utilizado na rotina clinico-
cirirgica, € um anestésico geral injetavel de curta duracdo que potencializa o
acido gama-aminobutirico (GABA), nos receptores GABAx (Bali & Akabas, 2004)
existentes inclusive na retina (Wéassle et al., 1998) e promove um significativo
aumento da amplitude das ondas “b” escotépicas no ERG de caes (Kommonen et
al, 2007). Em carneiros néo existem estudos sobre a acdo do propofol no ERG,
mas de maneira similar a outras espécies, o propofol possibilita uma anestesia
com boa estabilidade cardiovascular e curto periodo de recuperacado (Lin et al.,

1997), porém podendo causar depressao respiratéria (Smith et al., 1994).
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A cetamina é um anestésico dissociativo utilizado na rotina clinica de
carneiros, porém esta associada a movimentos palpebrais involuntarios e reflexo
corneal (Nowrouzian et al., 1981). Em cdes a associacdo de cetamina com
xilazina ou detomidina ndo deprime a resposta elétrica da retina como o halotano
ou o sevoflurano (Yanase & Ogawa, 1997; Lee et al., 2009), porém pode
promover rotacdo do bulbo ocular, necessitando assim de suturas para seu
posicionamento (Kommonen & Raitta, 1987). A cetamina S(+) possui uma
poténcia de duas a quatro vezes maior que a mistura racémica, reduzindo a dose,
o tempo de recuperacao e as reacdes adversas (Intelisano et al., 2008; Duque et
al., 2008).

A associacdo de cetamina e propofol possui melhor estabilidade
cardiovascular e um tempo de recuperacdo mais curto que a cetamina isolada
(Green, 2007), devido aos efeitos hemodinamicos e respiratorios, 0s quais sao
antagobnicos entre as duas drogas (Willman et al., 2007). Em carneiros, esta
associacdo promoveu melhores padrdes respiratorios que o propofol isolado
(Correia et al., 1996). Esta associacdo pode atender as exigéncias do ERG em
carneiros. Desta maneira, 0 objetivo do presente estudo foi comparar o efeito da
combinacdo de propofol e cetamina S(+) com a cetamina S(+) isolada em
carneiros pré-medicados com morfina e midazolam na formagédo de ondas e nas

demais exigéncias mencionadas para o ERG.

4.3 Material e Métodos
Doze ovelhas Suffolk, com idade entre 10 e 12 meses, peso entre 42,5 e
58 kg e livres de sinais clinicos de doengas foram anestesiados para realizacéo

de ERG apds passarem por restricdo hidrico-alimentar de 24 horas. Os animais
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foram pré-medicados com diazepam (Compaz®, Cristalia, Sdo Paulo) a 0,5 mg/kg
e cloridrato de morfina (Dimorf®, Cristalia, Sdo Paulo) a 0,5 mg/kg, por via
intravenosa e adaptados em sala escura durante 20 minutos, em decubito lateral
direito sobre uma mesa emborrachada, instilando 2 gotas de colirio de
tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, Sdo Paulo, SP) no olho esquerdo. Os
carneiros do grupo C (GC — n=6) foram anestesiados com cetamina S(+) e os do
grupo PC (GPC — n=6) com propofol e cetamina S(+).

Depois dos 20 minutos de adaptacdo ao escuro, a anestesia foi induzida
nos animais do GC com cloridrato de S(+) cetamina (Ketamin-S(+)®, Cristalia,
Sao Paulo) intravenoso a 5 mg/kg administrado durante 60 segundos, e bolus
suplementar de 2,5 mg/kg foi injetado 10 minutos apés a inducdo. No GPC,
propofol (Propovan®, Cristalia, Sdo Paulo) a 3 mg/kg e cloridrato de S(+)
cetamina (Ketamin-S(+)®, Cristalia, Sdo Paulo) a 1mg/kg foram misturados na
mesma seringa e administrados intravenosamente durante 60 segundos. Bolus
intravenoso de propofol (0,75 mg/kg) e cetamina S(+) (0,25 mg/kg), foi
administrados apés 10 minutos. As doses e necessidade de repeticbes foram
determinadas em estudo piloto com o objetivo de proporcionar acinesia palpebral
suficiente para suportar o blefarostato e promover a contencao pelo periodo de 15
a 20 minutos correspondente a duragédo do ERG.

N&o foi ofertado suporte ventilatério e os animais permaneceram sob
respiracdo espontdnea ao ar atmosférico. Avaliagdo estesiométrica do olho
esquerdo, utilizando estesiometro corneal de Couchet-Bonnet (Luneau
Ophtalmologie, FRA) foi realizada imediatamente apds a indugdo anestésica, para
avaliar a sensibilidade da cornea e permitir o posicionamento do eletrodo. A

distribuicdo dos valores do teste estesiométrico sdo expressos de maneira ndo
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paramétrica a cada 0,5 pontos, variando de 0 (sem sensibilidade corneal) até 6
(méaxima sensibilidade corneal).

Foram mensuradas as frequéncias cardiaca e respiratéria, a pressao
arterial ndo-invasiva oscilométrica, com manguito pediatrico posicionado ao redor
da tibia esquerda e a saturacao parcial de oxigénio na hemoglobina, usando um
monitor multiparameétrico IntelliVue MP40 (Phillips Healthcare, ALE), em intervalos
de 5 minutos, até o término do procedimento.

Quando ocorria a rotacdo do globo ocular, 0 mesmo era tracionado e
centralizado com nylon 3-0 na regido superior da esclera. O eletrodo “terra”
(Ground) e o eletrodo referéncia (FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical,
Inc., West Warwick, RI) foram alocados subdermais logo abaixo da axila
esquerda e a 2,5 cm do canto lateral do olho esquerdo, respectivamente. Foi
utilizado o eletrodo de cornea modelo ERG jet (Nicolet Instruments, Madison, WI),
posicionado com o auxilio de blefaroestato.

A ERG foi realizada por meio do eletrorretinografo portati HMSERG
(RetVetCorp Inc., Missouri, EUA) com protocolo ISCEV, calibrado pela empresa
fabricante. O protocolo é realizado em 7 etapas, sendo que 0s trés primeiros
testes apds a adaptacdo ao escuro (20 minutos) e os quatro subsequentes apos
adaptacado ao claro - iluminagdo propria do aparelho - (10 minutos). A intensidade
da luz diferiu conforme o teste realizado, utilizando-se 10 mcd.s/m? 3000
mcd.s/m? ou 10000 mcd.s/m? . A adaptacéo a claro teve a intensidade de luz de
30000 mcd. Os tragados eletrorretinogréficos foram processados utilizando o

software ERGVIEWER, Versao 2.1.1.0 (RetVetCorp, Inc., Missouri, EUA).
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O despertar anestésico foi considerado o momento em que 0S carneiros
eram capazes de espontaneamente manter a cabeca levantada. A inducédo
anestésica foi considerada como tempo 0 para todas as mensuracoes.

Os resultados encontrados no ERG e os parametros fisioldgicos foram
analisados estatisticamente como o software Statview, versdo 5.0.1 (SAS Institute
Inc., EUA) empregando-se o teste T ndo pareado para comparacao entre grupos
e ANOVA para comparacao entre momentos em cada grupo, com avaliagdo post-
hoc pelo método de Tukey. Os dados ndao paramétricos de estesiometria foram

estudados pelo teste de Fischer. Foi considerado significante P<0,05.

4.4 Resultados

Ap0s a medicacdo pré-anestésica, as ovelhas permaneceram
espontaneamente deitadas em decubito lateral direito durante a adaptacdo ao
escuro. O ERG durou entre 36 e 39 minutos (tempo total do exame desde a
adaptacdo ao escuro) e o plano anestésico foi adequado para a realizacado do
exame em todas as ovelhas. Os seis animais do GC apresentaram rotacdo do
bulbo e tiveram seus olhos posicionados mecanicamente. Nao ocorreu rotagao do
bulbo no GPC. A sensibilidade corneal apés a inducéo anestésica variou entre 0,5

e 1, ndo sendo observada diferenca entre 0s grupos.
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Figura 4.1 — Amplitude das ondas “a” e “b” do exame
eletroretinogréfico de ovelhas anestesiadas com cetamina S(+) (GC)
ou pela associagcao de propofol + cetamina S(+) (GPC). A) Apoés
adaptacdo ao escuro de 20 minutos, resultados das 3 intensidades
de flash — 10, 3.000 e 10.000 mcd.s/m* B) Resultados pés-
adaptacao ao claro de 10 minutos com intensidade de 30.000 mcd,
intensidade dos flashes de 3.000 e 10.000 mcd.s/m?; C) Resultados
obtidos nos testes de flashes intermitentes (“flicker”) nas

intensidades de 3.000 e 10.000 mcd.s/m?.

N&o foi evidenciada diferenca significativa na amplitude (Figura 4.1) e
tempo implicito (Figura 4.2) das ondas “a” ou “b” ap6s adaptacdo ao escuro e ao

claro e na onda “b” do teste flicker entre os dois grupos nos tracados
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eletrorretinograficos estudados, porém uma menor interferéncia elétrica foi

percebida no GPC (Figura 4.3).
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Figura 4.2 — Tempo implicito das ondas “a” e “b” do exame
eletroretinografico de ovelhas anestesiadas com cetamina S(+)
(GC) ou pela associacédo de propofol + cetamina S(+) (GPC). A)
Apés adaptacdo ao escuro de 20 minutos, resultados das 3
intensidades de flash — 10, 3.000 e 10.000 mcd.s/m? B)
Resultados pés- adaptacdo ao claro de 10 minutos com
intensidade de 30.000 mcd, intensidade dos flashes de 3.000 e
10.000 mcd.s/m?*, C) Resultados obtidos nos testes de flashes
intermitentes (“flicker”) nas intensidades de 3.000 e 10.000

mcd.s/m?.
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Figura 4.3 — Exemplo de tragado eletroretinografico do exame realizado em ovelhas anestesiadas
com cetamina S(+) (GC) ou pela associacdo de propofol + cetamina S(+) (GPC), evidenciando

maior interferéncia no tracado da onda “b” no grupo GC.

Tabela 4.1- Valores médios e desvio padrdao de frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratéria (FR), temperatura retal (T °C), saturacdo parcial de
oxigénio na hemoglobina (SpO.) e pressao arterial sistolica (PAS), média (PAM) e
diastolica (PAD) em ovelhas anestesiadas com cetamina S(+) (GC) ou pela

associacao de propofol e cetamina S(+) (GPC) para exame eletrorretinogréfico.

FC FR T°C Sp02 PAS PAM PAD

GC MPA 99,33+33,34 2467+£1366 3950063 9767+480 11467+1512 6100+ 335 4567+ 2,58
Indugdo  93,33+1429 29,00+ 9,78 3955+0,67 94,00+4,19 10667+ 935 66,83+1929 50,67+ 15,32
5 min 89,67 +1504 2800+ 645 3957070 9250437 104,50+ 11,69 66,83+1850 52,00+12,65
10min  91,00+17,74 2583+ 711 3960+0,70 9250+579 10400+1049 6783+ 875 5567+ 9,14
15min  9633+16,75 2467+ 653 3958+0,70 9433+367 101,00+12,05 6883+ 6,08 51,84+1048
20min 107,83 +2111 26,33+10,54 3962+064 9433+427 10200+13,04 70,83+ 640 58,83+ 1250

GPC MPA 101,00+ 11,15 2367+ 427 3938051 9383+3,74 10917+12,06 67,83+£7030 5300+ 9,25
Indugdo 98,50 £11,27 24,33+ 2,94 3923+054 93,17+449 12217 +13,63* 70,83+20,34 79,33+ 12,45
5min  100,33+£15,09 2550+ 6,06 3911+055 93,83+382 11283+1551 78,67+1328 68,17+ 12,02
10min  97,00+11,78 2333+ 413 3913+049 9417+445 11017+1506 76,67 +£13,47 64,50+ 14,11
15min  98,00+10,28 2267+ 327 3906+048 9317511 11300+ 949 7217+ 928 60,00+ 9,82
20min 101,00+ 13,84 2567+ 3,88 39,08+050 9233+427 11283+ 924 6933+14,07 63,33+12,18

NOTA: * Valores com diferenca estatistica significante entre os grupos no mesmo momento. * Valores com
diferenca estatistica significante dentro do mesmo grupo com o resultado imediatamente ap6s a MPA.

Em nenhum momento foi observada diferenca significativa entre os grupos

nas frequéncias respiratoria e cardiaca, temperatura retal, saturacado parcial de
oxigénio na hemoglobina e pressao arterial média (Tabela 4.1). Imediatamente
apos a inducdo anestésica as pressOes arteriais sistélica e diastélica foram

significativamente superiores no GPC (P<0.05). Nao foram observados em
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qualquer um dos grupos alteracédo destes parametros quando comparados com o
momento imediatamente apés a pré-medicacdo, exceto por um aumento na
presséao arterial diastélica no GPC (53 + 9,25 mmHg versus 79,33 + 12,45 mmHg)
apos a inducao anestésica.

O despertar anestésico ocorreu 24,17 = 2,04 minutos apés a inducéo da

anestesia no GC e 25,0 + 5,47 minutos no GPC, sem diferenca significativa.

4.5 Discusséao

A influéncia do anestésico no tracado eletrorretinografico torna inviavel a
comparacao entre pacientes desde que ndo sejam submetidos a mesma condi¢ao
anestésica durante o exame. Além de diferentes drogas terem a¢fes antagonicas
na conducdo nervosa retinal, a profundidade anestésica dentro de um mesmo
protocolo ja permite essa alteracéo.

Em carneiros ja havia sido observado que crescentes doses de tiopental,
um barbitarico de curta acdo, poderiam aumentar a amplitude das ondas “a” e “b”
até um certo ponto, quando entéo era percebida uma depresséo progressiva da
onda “b” (Knave e Persson, 1974). Esse incremento na amplitude de onda “b”
também ja havia sido percebido com a infusdo continua de progressivas doses de
propofol em cédes (Kommonen et al., 2007).

O fato de neste experimento nao ter sido observada qualquer diferenca no
tempo implicito e na amplitude de ondas nos dois protocolos estudados pode ter
sido obtido devido ao fato de todos os pacientes terem sido submetidos a mesma
profundidade anestésica demonstrada em nosso estudo piloto. Assim como o

propofol, anestésicos dissociativos caracteristicamente sdo responsaveis por
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induzir a formacéao de ondas grandes no ERG (Chaudhary et al, 2003; Lin et al,
2009).

Mesmo nédo se sabendo ao certo esse mecanismo (Chaudhary et al, 2003;
Kommonen et al., 2007), a compreensdo da acdo dos anestésicos sobre o ERG
depende do conhecimento das respostas celulares da retina ao estimulo
luminoso. Os fotorreceptores cones e bastonetes liberam constantemente o
neurotransmissor glutamato quando relativamente despolarizados no escuro. Um
estimulo luminoso promove uma resposta de hiperpolarizacdo dos cones e
bastonetes, desta maneira reduzindo a liberacdo do neurotransmissor glutamato
para as células pds-sinapticas horizontais e bipolares, na camada plexiforme
externa. As respostas dos fotorreceptores geram a onda “a” negativa do ERG
(Falk e Shiells, 2006).

As células bipolares respondem por duas vias ao estimulo luminoso. As
células bipolares OFF podem ser despolarizadas pelo glutamato liberado na
sinapse com os fotorreceptores. Como a luz reduz a liberacdo de glutamato,
receptores ionotrépicos do glutamato (iGluRs) ndo sédo ativados e elas tendem a
permanecer hiperpolarizadas no claro. Esses iGluRs sdo dos subtipos acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e kainato (KA) (Yang,
2004; Falk e Shiells, 2006). As células bipolares ON possuem um singular
receptor metabotropico do glutamato (mGIuR6) que responde inibitoriamente ao
glutamato por meio da hidrélise do GMP ciclico (cGMP) pela fosfodiesterase
(PDE), fechando canais ativados pelo cGMP permeéaveis a Na‘, K* e Ca*" e
hiperpolarizando a célula. Portanto, a reducdo do glutamato promovida pelo
estimulo luminoso despolariza as células bipolares ON e permite o estimulo

dessas células (Falk e Shiells, 2006; Kolb, 2006).
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As células horizontais sé@o hiperpolarizadas pelo estimulo luminoso, devido
a reducédo da liberacdo do glutamato dos fotorreceptores, e fazem um contato
sinaptico com as células bipolares, promovendo uma resposta oposta envolta da
area estimulada, por meio da liberacdo do GABA (Falk e Schiells, 2006).

Células bipolares também liberam glutamato como neurotransmissor na
sinapse com as células améacrinas (receptores NMDA e AMPA) e ganglionares
(receptores KA, AMPA e NMDA) na camada plexiforme interna (Yang, 2004; Falk
e Shiells, 2006). As células amacrinas possuem uma funcdo semelhante as
células horizontais, promovendo um entorno antagonista, por meio da liberacao
de GABA (células ganglionares centro-ON) e glicina (cé€lulas ganglionares centro-
OFF), mas também fazem sinapses reciprocas, suprindo informacdo aos
terminais sinapticos das células bipolares. As células ganglionares continuam os
caminhos ON e OFF iniciados nas ceélulas bipolares e seus prolongamentos
axonais formam a camada de fibras nervosas que converge em direcdo ao polo
posterior do bulbo ocular para formar o nervo optico. As células interplexiformes
apresentam processos que se estendem nas direcdes de ambas as camadas
plexiformes da retina, conduzindo informacdes da camada plexiforme interna para
a camada plexiforme externa (Costa e Dantas, 1995).

A principal teoria para a formacédo da onda “b” do eletrorretinograma é que
ela é o resultado da queda da voltagem no meio extracelular como resultado do
fluxo de corrente radial através da membrana das células bipolares ON (Falk e
Shiells, 2006). Uma vez que sdo encontrados apenas receptores NMDA apés as
células bipolares e os receptores GABA das células bipolares resumem-se ao
caminho OFF (Yang, 2004; Falk e Shiells, 2006), presume-se gque estas respostas

ocorram pelos efeitos de feedback da camada plexiforme interna para a camada
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externa, sob influéncia das células interplexiformes, células amacrinas e
possivelmente células horizontais (Kommonen et al, 2007).

Sugere-se, porém, para estudos quantitativos eletrorretinograficos em
animais anestesiados, uma adequada avaliacado da profundidade anestésica e do
nivel de consciéncia dos modelos experimentais, uma vez que a depressdo da
condutividade celular pela alta concentracdo anestésica, assim como alteracdes
nas taxas de oxigenacdo e pressao arterial podem ocorrer em niveis desiguais
decorrentes de diferencas individuais na farmacodinamica das drogas.

Ademais a semelhanca no tracado eletrorretinografico, em todos os
parametros avaliados, os dois protocolos estudados demonstraram grande
seguranca, mesmo trabalhando com animais ndo intubados e sob respiracéo
espontanea do ar ambiente, além da rapida velocidade no retorno anestésico.
Porém, outras prerrogativas do protocolo anestésico indicam fortemente a
associacado de propofol e cetamina S(+) para o ERG na espécie ovina, como a
capacidade de promover centralizacdo do bulbo, o que permite a imediata
realizacdo do exame, sem a necessidade de fixacdo do bulbo com reparos
cirdrgicos. Em cées, observa-se uma centralizacdo do bulbo com tiletamina-
zolazepam, protocolo analogo ao do GC (Lin, 2009), porém a cetamina apresenta
resultados controversos conforme a raca (Kommonen e Raitta, 1987; Lee et al,
2009). Outro fator determinante € a menor interferéncia das ondas, provavelmente
em decorréncia de maior relaxamento muscular periorbital promovido pelo
propofol.

De maneira geral, tanto a cetamina S(+) quanto a sua associagdo com o
propofol foram eficazes para promover contengéo, seguranca e praticidade para o

ERG, permitindo a captacdo adequada das ondas eletrorretinograficas, porém,
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quando o propofol foi associado, ocorreu uma centralizacdo do bulbo e menor

interferéncia no tracado.
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5 ACHADOS OFTALMICOS EM CORDEIROS TRATADOS COM CLOS ANTEL

Resumo:

O objetivo deste trabalho é investigar as mudancas oftalmicas em cordeiros que
receberam closantel. Vinte e quatro cordeiros da raca Sulffolk com 30 dias de
idade foram divididos em: grupo controle (12 animais) e grupo closantel (12
animais). O Ultimo grupo recebeu por via subcutanea, 15 mg/kg de closantel
imediatamente ap0s a primeira ERG. Para a ERG, os cordeiros foram pré-
medicados com 0,5 mg/kg de diazepam e 0,5 mg/kg de morfina, intravenoso e,
em seguida, anestesiados com a associacdo de 3 mg/kg propofol e 1 mg/kg de
cetamina S(+), IV. Para manter o nivel anestésico adequado, um quarto da dose
total de inducéo foi administrado em 8 e 14 minutos apés a inducao. O protocolo
ISCEV foi usado com uma adaptacdo de 20 minutos para o0 escuro e uma
adaptacdo ao claro de 10 minutose. As intensidades de flashes para ERG
escotopica foram: 10, 3.000 e 10.000 mcd.s/m?. Para a ERG fotépica e 30 Hz-
flicker as intensidades de flash foram: 3.000 e 10.000 mcd.s/m?. Este protocolo foi
repetido em 7 e 30 dias. As andlises estatisticas utilizadas para comparar as
respostas das ERGs foram o teste-t e ANOVA. Trés meses depois, 0s animais
foram abatidos e os olhos juntamente com uma parte do nervo Optico foram
coletados para andlise histopatologica. Foram feitas fotografias da retina e do
nervo optico além de medidas das camadas da retina, estes dados foram
analisados pelo teste-t pareado. Nao foram encontradas diferencas significativas
comparando o ERG entre os dois grupos. No grupo controle, houve um aumento
significativo (P <0,05) da média do tempo implicito escotopico da onda “b” de 0 a
30 dias e um aumento da média do tempo implicito escotépico da onda “a” de 0 a

7 dias, com o estimulo de 10.000 mcd s/m?. Esse grupo também mostrou uma



53

diminuicdo na média fotopica do tempo implicito da onda “b” (de 0 a 30 dias),
utilizando-se um estimulo de 10.000 mcd s/m? e uma diminuicdo na média
fotdpica do tempo implicito da onda “a” de 0 a 30 dias, utilizando um estimulo de
3.000 mcd.s/m?. Essas diferencas observadas no grupo controle ndo foram as
mesmas observadas no grupo que recebeu o closantel. No grupo que recebeu o
closantel, houve um aumento significativo da média da amplitude da onda “a”
escotépica de 0 a 7 dias, utilizando-se um estimulo de 10.000 mcd.s/m? e uma
diminuicdo da média escotopica e fotdpica amplitude da onda “a” (de 7 a 30 dias)
utiizando a mesma intensidade de flash, mostrou também uma diminuigcdo na
meédia fotopica da amplitude da onda “b” (de 7 a 30 dias) dentro do grupo.
Nenhuma diferenca foi encontrada nas imagens nem nas medidas das camadas
da retina. Em conclusédo, como foi observado pelas respostas eletrorretinograficas
e as da histopatologia, o closantel, na dose de 15 mg/kg, ndo afeta
significativamente as estruturas da retina e do nervo 6ptico em cordeiros, mas 0s
resultados eletrorretinograficos, entretanto, mostraram uma alteracdo na
fototransducéo.

Palavras-chave: eletrorretinografia, histopatologia, carneiros, closantel

5.1 Ophthalmic Findings In Sheep Treated With Closa  ntel

Abstract:

The purpose of this work is investigate possible ERG changes in sheep that
received closantel. Twenty four 30 day old Sulffolk sheep were split into Control
Group (12 animals) and closantel Group (12 animals). The latter group received
subcutaneously 15 mg/kg of closantel immediately after the first ERG. For ERGs

the sheep were premedicated with 0.5 mg/kg of diazepam and 0.5mg/kg of
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morphine 1V, then anesthetized with 3 mg/kg of propofol and 1 mg/kg of (S)
ketamine, IV. To maintain adequate anesthetic level, a quarter of the total
induction dose was administered at 8 and 14 minutes after the induction. The
ISCEV protocol was used with a 20 minute dark adaption for scotopic and a 10
minute light adaption for photopic ERG, respectively. Flash intensities for scotopic
ERG were: 10, 3,000 and 10,000 mcd.s/m?. For photopic ERG and 30 Hz-flicker
the flash intensities used were: 3,000 and 10,000 mcd.s/m?. This protocol was
repeated at 7 and 30 days. Statistical analyses to compare ERG responses using
t- test and ANOVA were performed. Three months later, the animals are
euthanized and the eyes and a part of optic nerve are colected to histopathology.
Fotography of retina and optic nerve were performed, and measures of the retinal
layers were made and the data analysed by Paired t-test. No significant
differences were found comparing the ERGs between two groups. Control group,
showed a significant increase (P< 0.05) of the mean scotopic b-wave implicit time
from O to 30 days and an increase of the mean scotopic a-wave implicit time from
0 to 7 days, with the stimulus of 10,000 mcd s/m? This group also showed a
decrease in mean photopic b-wave implicit time (from O to 30 days), using a
stimulus of 10,000 mcd s/m? and a decrease in mean photopic a-wave implicit
time from 0 to 30 days, using a stimulus of 3,000 mcd s/m®. These differences
observed in the control group were not observed in the group which received the
closantel. Closantel group, however, showed a significant increase of the mean
scotopic a-wave amplitude from O to 7 days after closantel administration, using a
stimulus of 10,000 mcd s/m? and a decrease of the mean scotopic and photopic a-
wave amplitude (from 7 to 30 days) using the same flash intensity, also showed a

decrease in mean photopic b-wave amplitude (from 7 to 30 days) within group. No
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difference were found in pictures neither in the measures of retina layers. In
conclusion, as observed by ERG responses and the histopathology, closantel, at
dose of 15 mg/kg, does not significantly affect retinal and optic nerve structures in
sheep but the electrorretinografic results, however, showed alterations on the
phototransduction.

Key words: electroretinography, histopathology, sheep, closantel

5.2 Introducéo

O closantel [N-{5-cloro-4-[(4-clorofenol) cianometil]-2-metilfenol}-2-hidroxi
3,5-diiodobenzamida) € um agente antiparasitario do grupo dos salicilanilidas,
muito usado em pequenos ruminantes, eficaz no tratamento de Haemonchus
contortus, Fasciola Hepéatica e Oestrus ovis (Lloyd, 2000).

Este medicamento liga-se extensamente (> 99%) as proteinas plasmaticas,
principalmente a albumina, de modo que prolonga o nivel do closantel no plasma,
protegendo, desta forma, as ovelhas contra reinfeccdo por até 28 dias (Hennessy
et al, 1993; Reinemeyer e Courtney, 2003).

Existem diversos relatos de intoxicacdo por este medicamento nas
espécies bovina (Pérez et al., 1988), caprina (Button et al, 1987; Ecco et al., 1999;
Ecco et al., 2006; Ecco et al., 2008), ovina (Canavessi et al.,1998; Barlow et al.,
2002; Cadioli et al., 2008; Furlan et al., 2009) e canina ( McEntee et al., 1995),
além de seres humanos (T"Hoen, 1993). Dentre os sinais clinicos relatados os
principais sédo problemas oftalmicos levando a cegueira.

A eletrorretinografia (ERG) é um exame que capta o potencial elétrico que
se origina da retina apds a estimulac&o luminosa e segundo Heckenlively e Arden

(2006). E uma excelente ferramenta para estudar a fungéo da retina por ser um
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exame facil e ndo-invasivo, muito usado na rotina clinica de pequenos animais,
para auxiliar em diagnosticos de algumas doencas como atrofia progressiva de
retina (APR) e Degeneracao subita adquirida de retina (DSAR) e na avaliacédo da
funcdo da retina antes da cirurgia de catarata (Narfstrom et al., 2002). Este exame
vem sendo utilizado em indmeras pesquisas, principalmente pesquisas com
drogas que possam afetar a resposta da retina (Knave et al.,1972; Knave et al.,
1974; Tanskanen et al., 1996; Chaudhary et al., 2003; Kommonen et al., 2007)
causando cegueira.

O objetivo deste trabalho € verificar se existe alteracéo eletrorretinografica

e histopatologica da retina e nervo Optico em cordeiros tratados com closantel.

5.3 Material e Métodos

Foram utilizados 24 cordeiros da raca Suffolk, com aproximadamente 30
dias no inicio do experimento, 0os animais passaram pelo exame de fundoscopia
indireta, com uso de lente de aumento de 20 dioptrias e eletrorretinografia,
empregando o aparelho portatii HMSERG (RetVetCorp, Inc., Columbia,Missouri).
O protocolo eletrorretinografico usado foi o ISCEV, ja calibrado no aparelho.

Este protocolo consiste em 7 etapas (Tabela 1). Os trés primeiros testes
(Bastonetes — 10 mcd.s/m?, Padrdo de Cones e Bastonetes — 3.000 mcd.s/m? e Hi
intensity Cones e Bastonetes -10.000 mcd.s/m?) sédo feitos apds a adaptacéo ao
escuro (20 minutos) e os outros quatro (Cones — 3.000 mcd.s/m?, Hi intensity
Cones — 10.000 med.s/m?, Flicker padréo — 3.000 mcd.s/m? e Hi intensity Flicker —
10.000 mcd.s/m?) ap6s adaptacdo ao claro (10 minutos), feita pelo préprio

aparelho. A adaptacéo a claro tem a intensidade de luz de 30.000 mcd.
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Os animais foram pré-medicados com diazepam 0,5 mg/kg (Compaz® 5
mg/ml, Cristédlia, Sdo Paulo, SP) e morfina 0,5 mg/kg (Dimorf® 10 mg/ml,
Cristalia, Sdo Paulo,SP), e colocados em uma sala escura durante 20 minutos,
instilando 1 gota do colirio de tropicamida 1% (Mydriacil ®, Alcon, Sado Paulo, SP)
no olho esquerdo. Apds, a adaptacdo ao escuro, os cordeiros foram induzidos a
anestesia com propofol 3mg/kg (Propovan® 10 mg/ml, Cristalia, Sdo Paulo, SP)
associado a 1mg/kg de cetamina S(+) (Ketamin S(+)® 50 mg/ml, Cristalia, Sao
Paulo,SP). Para a manter o nivel da anestesia foram feitas duas administracfes
de um quarto da dose de inducéo destes medicamentos, a primeira aos 8 minutos
e a segunda aos 14 minutos poés-inducéao.

Os animais foram colocados em uma mesa emborrachada, em decubito
lateral direito. Os eletrodos foram posicionados assim que 0S movimentos
palpebrais cessaram e houve tolerancia ao blefarostato. Na seqiéncia, foram
posicionados os eletrodos do tipo subdérmicos (FD-E2-24, Grass Tecnologies,
Astro-Medical, Inc., West Warwick, RI). O primeiro deles é denominado de “terra”
e foi inserido na regido axilar esquerda do animal, seguido do “referéncia”, este
inserido a 2,5 cm do canto temporal da rima palpebral do olho a ser examinado.
Com o auxilio de um blefarostato, o eletrodo de contato (ERG-jet, Nicolet
Instruments , Madison ,WI) foi posicionado na cérnea do animal.

Apods o primeiro exame eletrorretinogréafico (30 dias de idade), os cordeiros
foram divididos aleatoriamente em dois grupos com 12 animais cada: a) grupo
controle e b) grupo que recebeu o closantel (Zantec®, Biofarm, Jaboticabal, SP)
na dose de 15 mg/kg por via subcutanea (Cadioli et al., 2008).

Foi realizada nova ERG apo6s 1 semana (37 dias) da aplicacdo e apés 1

més (60 dias), utilizando o mesmo protocolo j& citado anteriormente. Estes dados



58

foram observados pelo programa ERGVIEWER 2.1 (RetVetCorp, Inc., Columbia,
Missouri) e analisados no programa Statview (SAS Institute Inc. Copyright © 1992-
1998) pelo teste —t pareado e ANOVA , sendo P< 0,05.

Os animais foram abatidos ap0s 3 meses e o0os olhos e nervo Optico
coletados sem o0 excesso de gordura periorbital, conjuntiva e palpebras. Foi
injetado 0,25 mL de Formol a 10% dentro da camara posterior dos olhos, com
agulha 13x4,5 mm e seringa de 1 mL, além de serem colocados em recipientes
individuais com Formol a 10% (1:20) para exame histopatolégico.

As amostras foram cortadas logitudinalmente em quatro partes e
preparadas para exame histoldgico e coradas pela técnica Hematoxilina e Eosina
(HE). Foram feitas fotos (objetiva de 40x) e medidas das camadas da retina (Fig.
5.1) sempre a 2 mm da entrada do nervo optico e fotos do nervo Optico (objetivas
de 4x, 10x e 20x), utilizando o programa Motic Images plus 2.0 (Motic China
Group Co.LH 1999-2004). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente

pelo teste-t pareado.
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Figura 5.1 — Fotografia da ldmina de histopatologia de um animal utilizando a
objetiva de 10x, mostrando as medidas realizadas na retina (camadas) em
milimetros, onde L1= camada de fibras nervosas; L2= camada de células
ganglionares; L3= camada plexiforme interna; L4= camada nuclear interna; L5=
camada plexiforme externa; L6= camada nuclear externa; L7= camada de

fotorreceptores e L8= epitélio pigmentar da retina(EPR).

5.4 Resultados

No grupo que recebeu o closantel, quando comparados os diferentes
tempos de ERG, ocorreu um aumento do tempo implicito da onda “b” nos testes
de Flicker (tempo 30 — 22,9+0,66 mseg, tempo 37 — 23,39+0,39 mseqg, tempo 60 -
53,6+35,82 mseg). Com relacéo ao teste escotépico de 10.000 mcd.s/m?, houve
aumento da amplitude da onda “a” comparando tempo 37 com o 30 (382+150,71
pV; 495,54+120,48 pnV, respectivamente) e diminuicdo da amplitude da onda “a”
comparando o tempo 60 (366,41+114,93 uV) com o 37 (495,54+£120,48 V). Outra

variagdo importante foi a encontrada no teste fotopico na intensidade de 10.000
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mcd.s/m?, diminuicdo na amplitude da onda “a” e da onda “b” comparando o
tempo 37 (110,72+14,45 pV; 427,72455,02 uV) com o 60 (91,45+25,34 nV;
341+121,95uV) (Fig.2B).

No grupo controle, diferentemente do que ocorreu no grupo tratado com
closantel, houve aumento do tempo implicito da onda “b” no teste escotopico de
intensidade de 10.000 mcd.s/m? e diminuicdo do tempo implicito da onda “b” no
teste fotdpico na intensidade de 10.000 mcd.s/m? todos com variacdo
comparando a ultima eletrorretinografia (60 dias) com a primeira (30 dias). No
teste de intensidade de luz de 3.000 mcd.s/m? fotépico, o tempo implicito da onda
“a” apresentou diminuicdo, quando comparados o tempo 60 (11,12+0,6 mseg)

com o 30 (11,76+0,72 mseq) (fig.2A).
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Figura 5.2 — Tracados eletrorretinograficos obtidos no teste escotdpico de intensidade maxima
(10.000 mcd.s/m?), (a) 30 dias de idade- 12 ERG, (b) 37 dias de idade- 22 ERG, (c) 60 dias de

idade — 32 ERG; (A) grupo controle e (B) grupo tratado com closantel.
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N&o houve diferenca significativa na resposta eletrorretinografica quando
comparadas as medidas dos dois grupos em nenhum dos testes realizados.

Com relacdo as medidas das camadas da retina no exame histopatologico,
nao foi encontrada nenhuma diferenca estatistica significativa. Assim como na

analise das fotografias do nervo 6ptico (fig. 5.3).
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Figura 5.3- Fotomicrografia do centro do nervo optico na objetiva de 40x, nervo Optico corado com

Hematoxilina e Eosina. (A) Grupo tratado com closantel e (B) Grupo controle.

5.5 Discusséo

Clinicamente, o closantel na dose de 15 mg/kg ndo chegou a causar
cegueira em nenhum animal deste experimento. Do mesmo modo, ndo chegou a
comprometer de maneira geral a funcéo da retina observada pelo exame de ERG.
Entretanto, causou modificacbes discretas na maturacdo da velocidade e
amplitude de resposta de alguns mecanismos da fototransducdo. Comparando a
amplitude e o tempo implicito médio dos dois grupos, ndo houve variacdes
significativas, mas comparando entre as repostas dentro dos grupos pode-se

observar que a retina do grupo tratado com closantel maturou-se de maneira
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diferente da do grupo controle. Os resultados do grupo controle pode ser visto no
terceiro artigo.

No grupo que recebeu closantel, os animais apresentaram algumas
modificacdes importantes, pois sao diferentes das respostas encontradas no
grupo controle. A principal foi o aumento significativo que ocorreu na amplitude da
onda “a”, no teste escotopico, sete dias apds a aplicacdo do closantel. Estes
resultados ndo necessariamente comprovam que 0 closantel estava agindo
diretamente na retina, pois pode ter ocorrido uma acdo indireta por meio de
interferéncia no metabolismo hepatico, visto que quando o medicamento ja havia
sido metabolizado pelo organismo na 32 avaliacdo, os resultados foram similares
ala

A diminuicdo das amplitudes de onda “a” e “b” encontradas no teste
fotdpico dos animais com 37 dias comparando com a ERG de 60 dias, pode ser
um efeito do closantel no desenvolvimento normal dos cones o que nao foi
observado na evolucéo da resposta eletrorretinografica do grupo controle.

Diferentemente dos achados histopatogicos de Cadioli et al (2008) e Furlan
et al. (2009), ndo foram observadas vacuoliza¢cées centrais do nervo Optico nem
areas de hemorragia e edema na retina (fig.2A). Todavia, Furlan et al (2009)
empregaram uma dose maior de closantel, justificando a presenca das lesdes.
Cadioli et al. (2008) relataram as lesdes quando acidentalmente foi administrada a
dose de 15 mg/kg, idéntica a este experimento. Como ndo foram observadas tais
lesdes, acredita-se que a dose acidental foi subestimada.

Concluindo, o uso do closantel na dose de 15 mg/kg n&o provocou
modificacdo permanente nas estruturas da retina e do nervo éptico e tampouco

modificacdo clinicamente detectavel na visdo dos animais tratados sendo,



63

portanto, relativamente segura para 0 uso em carneiros. As modificacbes
encontradas nos exames eletrorretinograficos, porém, sugerem que este
medicamento, na dose utilizada, altera (amplitudes e tempos implicitos)
transitoriamente alguns mecanismos dentro do processo de fototransducdo que

acontece na retina, o que parece causar cegueira em doses toxicas.
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6 ELETRORRETINOGRAFIA EM CAES COMO EXAME PRE-OPERA TORIO
DE CATARATA MATURA E HIPERMATURA — UM ESTUDO RETROS PECTIVO
Resumo:

A eletrorretinografia € um teste diagnostico auxiliar rapido e néo invasivo, o qual
vem sendo usada com maior regularidade na oftalmologia de pequenos animais.
O exame é indicado para avaliar a funcionalidade da retina antes de cirurgias de
catarata e para ajudar no diagnostico de atrofia de retina por meio de protocolos
mais detalhados. A proposta deste trabalho foi realizar um estudo retrospectivo
dos resultados de 46 eletrorretinogramas em cdes com catarata madura e
hipermadura bilateral referidos ao servico de oftalmologia comparada da UFPR.
Todos os caes receberam como medicacao pré-anestésica midazolam na dose de
0,5 mg/kg e morfina na dose de 0,5 mg/kg IM, 20 minutos antes do exame
receberam a instilacdo de uma gota de tropicamida 1% em ambos os olhos. A
inducdo anestésica foi realizada pela administracao de 1,5 mg/kg/min de propofol
e 0,5 mg/kg/min de cetamina-S, 1V, até auséncia de reflexos palpebrais. Os ERG
foram realizados utilizando um eletrorretinégrafo portatii (HMSERG 1000), a
intensidade dos flashes de luz para o protocolo escolhido eram de 3.000 e 10.000
mcd.s/m?. Os parametros de amplitude e tempo implicito foram avaliados e uma
andlise estatistica descritiva foi entdo realizada. Adicionalmente um teste de
regressao simples foi aplicado para analisar o resultado da amplitude tanto da
onda a quanto da onda “b”. Do total de caes examinados, 34,78% néo
apresentaram resposta ao exame, sendo diagnosticados com APR. As ragcas mais
afetadas pela APR neste estudo foram Poodle e Cocker Spaniel Inglés. Uma
grande diversidade na opacificacdo da lente foi observada nestes 46 casos. As

racas Poodle e Lhasa Apso foram as que mais apresentaram catarata no estudo.
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O modelo de regressao simples indicou que cerca de 62% da amplitude da onda
“a” pode ser predito pela amplitude da onda “b”. A comparacdo do coeficiente de
variacdo da amplitude das ondas “a” e “b” mostrou pequena variacdo no tempo
implicito e grande variacdo entre as amplitudes. Tendo em vista que a
opacificacdo da lente age como um filtro para a luz, estas mudancas na
magnitude da resposta sado esperadas. Assim, a qualidade da resposta ao ERG
nao deve ser mensurada somente pela amplitude das ondas “a” e “b”. O tempo
implicito no qual as ondas aparecem é um parametro mais fidedigno para a
avaliacdo do ERG, refletindo a funcionalidade da retina de maneira melhor do que
a amplitude das ondas.

Palavras chave: amplitude, tempo implicito, eletrorretinografia, oftalmologia,

retina.

6.1 Electroretinography as a Pre-Operative Testin ~ Dogs With Mature And
Hypermature Cataracts - A Retrospective Study

Abstract

Electroretinography is a quick and non-invasive ancillary diagnostic test which has
been used more regularly in small animal ophthalmology. The exam is indicated to
evaluate the functionality of the retina before cataract surgeries and to support the
diagnosis of retinal atrophy when more detailed protocols are used. The purpose
of this work was to perform a retrospective study of the results of
electroretinograms in 46 dogs with the diagnosis of bilateral mature or
hypermature cataracts referred to the comparative ophthalmology service at
UFPR. All dogs received surgical treatment for cataracts and the postoperative

result was satisfactory in all of them. Dogs were pre-medicated with 0.5 mg/kg
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midazolam and 0.5 mg/kg morphine IM and received one drop of tropicamide 1%
in both eyes 20 minutes prior to each ERG exam. Anesthesia was induced with
1.5 mg/kg/min propofol and 0.5 mg/kg/min S-ketamine, IV, until the abscence of
palpebral reflexes. ERGs were performed using a portable ERG system (HMSERG
1000) and the flash light intensities chosen for the protocol were 3,000 and 10,000
mcd.s/m?. Amplitude and implicit time results were measured. A descriptive
statistical analysis was performed. Additionally, a regression model was used to
analyze a- and b-wave amplitude results. Of the total dogs examined, 34.78% had
no response to the exam, being diagnosed with PRA. The breeds most affected
with PRA in this study were Poodle and English Cocker Spaniel. A great diversity
of lens opacities was observed in these 46 cases. Poodle and Lhasa Apso were
the two most overrepresented breeds with cataracts. A regression model indicates
that about 62% of the a-wave amplitude can be predicted from b-wave amplitude.
The comparison of the coefficient of variation of a- and b-waves showed a small
variation in implicit times and large variation in amplitudes. Since lens opacities act
as a light filter, it changes the magnitude of the responses are expected. Thus, the
quality of the ERG responses should not be only measured by the amplitude of the
a- and b-waves. The implicit times in which the waves appear are more solid
parameters for the evaluation of the ERG and reflect retinal functionality better
than the a- and b-wave amplitudes.

Key words: amplitudes, implicit times, electroretinography, ophthalmology, retina

6.2 Introducgéo
A eletrorretinografia € um método diagnéstico rapido e ndo invasivo para

avaliagdo da funcionalidade da retina. Faz-se a avaliagdo das células
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fotorreceptoras, responsaveis pela fototransducdo, em conjunto com as outras
células que transmitem a informacéo elétrica ao nervo optico (Aguirre e Rubin,
1975; Aguirre et al., 1997; Oria et al., 2004; Turney et al., 2007).

E usado com frequéncia na rotina clinica de pequenos animais para
auxiliar em diagnosticos de doencas como atrofia progressiva de retina (APR) e
degeneracéo subita adquirida de retina (DSAR) e para avaliagdo da funcéo geral
da retina antes de cirurgias de catarata (Narfstrom et al., 2002).

Varios tipos de protocolo podem ser estabelecidos para o exame de ERG.
Existem testes simplificados, principalmente utilizados na avaliacdo geral (ndo
detalhada) da retina, recomendados, por exemplo, no pré-operatério das
operacOes de catarata. O resultado de tal teste pode indicar ou contra-indicar a
correcdo cirdrgica. Ha também protocolos mais completos, nos quais 0 propdsito
€ detectar, de maneira mais detalhada, as estruturas responsaveis pelos
distarbios de funcionalidade da retina (Narfstrom et al., 2002). Tais testes seriam
indicados para detalhar o tipo de atrofia de retina que um dado paciente pode
apresentar. Por ultimo, existem protocolos nos quais empregam-se drogas que
inibem camadas celulares especificas da retina, ap0s serem injetadas no corpo
vitreo. Tal manobra permite realizar uma “dissecacédo farmacolégica” da retina,
possibilitando assim, encontrar a célula ou camada de células doentes (Shaw et
al, 2005).

O tracado do eletrorretinograma é composto por trés ondas bésicas. A
onda “a” (onda inicial negativa), formada pelas correntes idnicas extracelulares
geradas pelos fotorreceptores (cones e bastonetes). A onda “b” (onda positiva
maior e mais lenta) reflete principalmente a atividade das células bipolares da

retina, que se encontram entre os fotorreceptores e as células ganglionares,
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transmitindo os sinais dos fotorreceptores para as células ganglionares
(Heckenlively e Arden, 2006), o estimulo luminoso aumenta o potassio
extracelular nas camadas plexiformes da retina, isto acontece pela despolarizacao
das células bipolares (camada plexiforme externa) e pela inducdo das células
amacrinas e ganglionares (camada plexiforme interna). Esta mudanca no potassio
provoca uma mudanca no potencial de membrana das células de Muller, que
geram correntes elétricas vindas destas células (Perlman, 2008). Por ultimo, a
onda “c” (onda positiva de aparecimento bem mais tardio) esté relacionada com a
polarizacdo do epitélio pigmentar da retina (EPR) (Gum, 1980) e pode ser
observada quando é feito um tipo especial de ERG, o ERG de longos flashes.
Inidmeros fatores influenciam a resposta da retina e o padrdo da onda
eletrorretinografica. A luminosidade da sala, o tempo de adaptacéo do paciente ao
escuro, idade, raca, sexo, doencas sistémicas, tremores musculares, rede elétrica

e, até mesmo, o protocolo anestésico altera o tracado do ERG (Liapis, 2004).

6.3 Material e métodos

Todos o0s exames eletrorretinograficos foram feitos no periodo de
Abril/2008 a Junho/2009, na rotina do Hospital Veterinario da UFPR. Submeteu-se
ao exame pacientes com catarata bilateral ou unilateral, matura ou hipermatura,
além de animais com historico de perda progressiva da visao.

No total, 46 caes foram encaminhados por diversos colegas veterinarios ao
servigo de oftalmologia comparada da UFPR, com idades variando de 2 a 17 anos
e peso de 1,5 a 65,5 kg. As seguintes ragas caninas estavam representadas:
Poodle (17), Cocker Spaniel (7), Lhasa Apso (6), Schnauzer (3), sem raca

definida - SRD (4), Maltés (2), Pinscher (1), Yorkshire Terrier (1), Retriever do
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Labrador (1), Spaniel Bretdo (1), Bernesi Mountain (1), Shih Tzu (1) e Séo
Bernardo (1).

O protocolo de exame (ERG) selecionado foi o “QuickRetCheck” RetVet™
Corp, o qual consiste em estimulos por flashes de luz com intensidade de de
3000 e 10000 mcd.s/m?.

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a um jejum
alimentar de 12 horas e hidrico de 6 horas. A medicacdo pré-anestésica,
constituida por midazolam (0,5 mg/kg, Dormire®, Cristalia, Sdo Paulo-SP, Brasil) e
morfina (0,5 mg/kg, Dimorf®, Cristalia, Sd0 Paulo-SP, Brasil), IM, foi aplicada
durante a adaptacéo ao escuro, junto com a instilacdo de uma gota do colirio de
Tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, Sdo Paulo, SP) em ambos os olhos, 20
minutos antes dos animais entrarem na sala de exame. Todos 0s animais
receberam suporte hidrico parenteral (fluidoterapia) e suplementacdo com
oxigénio, quando necessario.

Praticou-se a inducdo anestésica com propofol (1,5 mg/kg/min, Propovan®,
Cristalia, S&o Paulo-SP, Brasil) e cetamina S(+) (0,5 mg/kg/min, Ketamin-S(+)®,
Cristalia, Sao Paulo-SP, Brasil), IV, até a perda dos reflexos palpebrais e
tolerancia do animal ao blefarostato. Na sequéncia, eram posicionados 0s
eletrodos do tipo subdérmicos (FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical, Inc.,
West Warwick, RI). O primeiro deles é denominado de “terra” e foi inserido na
regido lombar do animal, seguido do “referéncia”, este inserido a 2,5 cm do canto
temporal da rima palpebral do olho a ser examinado. Com o auxilio de um
blefarostato, o eletrodo de contato (ERG-jet, Nicolet Instruments , Madison ,W1) foi
posicionado na cérnea do animal. Em seguida, deu-se inicio ao teste utilizando

um eletrorretindgrafo portatil (HMSERG 1000, RetVet Corp, Columbia, EUA). Apos
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completo o teste em um olho, era repetida a operacdo no olho contralateral. Os
dados obtidos foram analisados utilizando o programa de computador (software)
ERGVIEW 2.1.1.0 (RetVet Corp, Columbia, EUA) e a analise estatistica foi

realizada pelos testes de regressao simples e coeficiente de variacao.

6.4 Resultados
ApOs a realizacdo dos exames, eram emitidos laudos nos quais constavam
os tracados eletrorretinograficos obtidos como apresentados na interface do

programa ERGVIEW (Figura 6.1 A e B).

3| || QuickRetCheck : 3| | QuickRetCheck

QuickRetCheck QuickRetCheck
[PO1S03TO3004] 20Mar 2009 11:38:50 [PO13502TO3004] 270ct 2008 15:02:28

intensity : 10000 mcd.sfm™2. intensity : 10000 mcd.sfm™2.

flashes: 1 each 0 s. i flashes: 1 each 0 5.
data : 20 ms - flash - 180 ms. “¥bo eo |oo 140 |data : 20 ms - flash - 180 ms. e

Background 0 mcdfm*~2 Background 0 mcd/m™2

Figura 6.1. A) Tracado de uma resposta de retina satisfatéria, quando estimulada com um flash de
10.000 mcd.s/m” e B) olho com a retina ndo responsiva a um flash de 10.000
mcd.s/m?, com diagnéstico de atrofia progressiva de retina (“flat” ERG).

Observou-se que dos 46 animais, 16 (34,78% dos casos) nao
apresentaram qualquer resposta ao teste, indicando perda da funcionalidade da
retina (“flat” ERG), sendo assim, de acordo com historico e exame oftdlmico de
cada um deles, diagnosticada APR. Dentro do grupo de pacientes que apresentou
APR, 5 eram da raca Poodle, 5 Cocker Spaniel, 2 Lhasa Apso, 1 Yorkshire
Terrier, 1 Retriever do Labrador, 1 Schnauzer e 1 SRD. A média de idade dos
animais diagnosticados com APR foi de 8,75 + 2,2 anos.

A média de amplitude da onda “a” dos animais que a retina funcional foi de

60,88 + 39,33 uV, amplitude da onda “b” 145,08 + 60,98 pV. As médias de tempo
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implicito foram: onda “a” 14,9 + 1,85 milisegundos e onda “b” 29,87 + 4,04
milisegundos.

Os valores minimos e maximos encontrados para a amplitude da onda “a”
foram 8 e 160 uV, respectivamente. Ja os valores minimos e maximos para a
amplitude da onda “b” foram 39 e 474 pV, respectivamente. As médias das
principais racas examinadas podem ser observadas na tabela 1.

Todos os pacientes com retina funcional receberam indicacao para realizar
0 procedimento cirdrgico de catarata.

Com relacdo ao diagnostico de catarata, a raca que apresentou maior

casuistica foi também a raca Poodle, seguida da Lhasa Apso.

Tabela 6.1- Média da amplitude e do tempo implicito das ondas a e b da ERG com
flash de 10.000 mcd.s/m? de acordo com a raca. Foram selecionadas e
dispostas na tabela somente aquelas racas com pelo menos dois
pacientes examinados.

Raca (n) Amplitude médiada  Tempo implicito médio Amplitude médiada  Tempo impl icito médio

onda a (uVv) + DP Da onda a (mseg) + DP onda b (uVv) + DP da onda a (mseg) + DP

Poodle (12) 85,77+55,74 14,64+1,89 149,01+108,08 30,06+3,29
Cocker Spaniel (2) 62,5+13,43 13,92+0,59 152,75+38,53 23,9+0,63
Lhasa Apso (4) 49,16+43,68 15,031 123,16+65,29 29,68+5,66
SRD (3) 50,7+£31,77 16,21+1,29 145,41+66,59 31,78+3,82

Maltés (2) 70,75+29,34 15,17+0,6 145,55+18,73 28,52+5,33

Foi realizado também o teste de regresséo simples nos dados de amplitude
de ondas “a” e “b” das racas com resultados de ERG de dois ou mais pacientes
(Figura 6.2). Em pacientes com catarata e sem atrofia progressiva de retina pode-
se predizer cerca de 62% da amplitude da onda “a” usando a amplitude da onda
“b”, como na férmula:

Y=13,612 + 0,338 * X
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Onde:
Y = valor da amplitude da onda a
X = valor da amplitude de onda b

R?= 0,616
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Figura 6.2 — Gréfico de regressdo simples das amplitudes de
ondas a e b da eletrorretinografia em cées. Foram selecionadas e
dispostas no grafico somente as racas com pelo menos dois
pacientes examinados.

Como se pode observar, ha grande variacdo das amplitudes das ondas “a”
e “b”. Todavia, ha pouca variagdo nas medias de tempo implicito das mesmas
(Tabela 6.2). Os tempos implicitos médios ndo variam como as médias das
amplitudes de onda “a” e “b”, como pode ser observado na comparacdo de

coeficientes de variacao (Tabela 6.2).
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Tabela 6.2- Coeficiente de variacdo das amplitudes e tempo implicito
das ondas a e b. Foram selecionadas e dispostas na tabela somente as
racas com pelo menos dois pacientes examinados.

Coeficiente de variacao
Amplitude da  Tempo implicito ~ Amplitude da Tempo implicito

onda a da onda a onda b daondab
0,581 0,087 0,571 0,128

6.5 Discussao

A ERG ¢é hoje a melhor forma de avaliacdo da funcdo da retina no animal
vivo, ajudando principalmente na indicacdo de pacientes ao tratamento cirargico
da catarata e na diferenciacdo de doencas da retina das cegueiras centrais.

A atrofia progressiva de retina (APR) € uma degeneracdo da retina
hereditaria que acomete diferentes racas de caes (Aguirre et al., 1972; Petersen-
Jones, 1998).

Neste estudo, foi possivel observar que as racas mais acometidas por esta
doenca, em concordancia com Bergsjg et al. (1981) e Petersen-Jones (1998), sdo
os Poodle e Cocker Spaniel.

A literatura (Aguirre et al., 1972; Bergsjg et al.,1981; Acland, 1988;
Petersen-Jones, 1998) descreve que 0s primeiros sinais clinicos sao nictalopia,
seguida de hemeralopia progressiva, até o animal estar totalmente cego. Na
consulta clinica dos animais, antes da realizacdo da ERG, estes foram os
principais dados da anamnese. Muitos proprietarios ndo notam a perda de visao
até que, aléem da APR, o animal apresente catarata matura ou hipermatura.

Sendo a ERG um exame qualitativo da funcéo da retina, deve se advertir
gque, em animais com catarata, a resposta ndo deve ser mensurada pelo tamanho

de onda nem pelo tempo implicito. Deve-se levar em consideracdo que a catarata
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age como um filtro para a luz que incide na retina, alterando a magnitude da
resposta (Maehara et al., 2007). Estes mesmos autores citam que o estagio de
maturacdo da catarata, assim como a uveite e também a auséncia de lente
(afacia), influencia no tracado do eletrorretinograma.

Portanto, a média dos valores de amplitude apresentada aqui deve ser
encarada de maneira meramente descritiva, pois a quantidade exata de luz que
estimulou a retina em cada caso ndo pode ser precisada devido a presenca de
catarata. Vale lembrar, portanto, que nos pacientes que apresentavam catarata
tais valores ndo servem como parametros nem para a criacao de limites minimos
para o julgamento quantitativo da funcionalidade da retina.

Outros fatores devem ser considerados na mensuracdo das ondas, como
as diferentes racas, pesos, tamanhos, idades, tipos de anestesia utilizados,
movimentos palpebrais durante o exame, dilatacdo da pupila, profundidade
anestésica, saturacdo do O,, pressao arterial, além de outras opacificacdes dos
meios transparentes. Nao esquecendo que, além destes, fatores relacionados as
condicbes do procedimento também levam a alteracdes (local, aparelho,
iluminacéo, tipos de eletrodos e distancia dos eletrodos do olho) (Liapis, 2004;
Mentzer, 2005).

Observamos que existe alguma relagdo de amplitude entre as ondas “a” e
“b”. A onda “a” pode servir de variavel explanatoria da onda “b”, explicando cerca
de 62% da variagcdo da resposta da mesma. Todavia, observou-se grande
variacdo de resposta de amplitude tanto na onda “a” como na onda “b”, pois ha
grande variacdo de opacificagcdo causada pela catarata. Mesmo em dois
pacientes com amplitude de onda “a” de cerca de 8 pV tiveram 6timos resultados,

com relagdo ao retorno a visdo, ap6s o0 procedimento cirargico de
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facoemulsificacdo ter sido realizado. Portanto, a analise do tempo implicito é
certamente mais valiosa. Para facilitar o entendimento, a comparacdo de
coeficientes de variacdo das amplitudes e tempos implicitos das ondas “a” e “b”
bastante eficaz (Tabela 6.2), pois tal medida (coeficiente de variacdo) nao tem
dimensao (unidade). Diferentemente do desvio padréo, o coeficiente de variacao
nao precisa do mesmo contexto das médias dos dados e, assim sendo, variacdes
provenientes de dados ndo similares tais como amplitude e tempo implicito
podem ser diretamente comparadas.

Concluindo, deste modo, mais importante do que um nimero minimo (limite
de corte) para as amplitudes das ondas “a” e “b” do ERG, especial atencao deve
ser dada ao tempo implicito no qual a onda “a” ou “b” aparecem no tracado, uma
vez gque estes variam muito pouco, a forma do tracado e a presenca dos demais
componentes normais, tais como o0s potenciais oscilatérios para avaliar a
funcionalidade da retina de cédes por meio da eletrorretinografia antes de uma

indicacao cirdrgica.
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7 OBSERVAGOES CLINICAS E ELETRORRETINOGRAFICAS EM C AES COM
PERDA SUBITA DE VISAO.
Resumo

O diagnostico diferencial da perda subita de visdo inclui doencas
neuroldgicas como intoxicacdes do sistema nervoso central, amaurose idiopatica,
neurite optica retrobulbar, compressao ou neoplasia no quiasma oOptico, tumores
pituitarios e outras cegueiras centrais de manifestacdo brusca. Além disso, a
degeneracéo subita adquirida de retina (DSAR), os descolamentos de retina e as
toxicidades coriorretinianas sdo outras causas importantes de cegueira subita,
assim como crises de hipertensdo. A DSAR é uma doenca que afeta cées de
meia-idade, geralmente obesos, cujo principal sinal clinico é a perda de visao
associada a fundoscopia sem alteracfes. Para chegar ao diagndstico preciso, ha
a necessidade da realizacao da eletrorretinografia (ERG), a fim de se avaliar a
funcionalidade da retina. O objetivo do presente trabalho € relatar a prevaléncia
dos casos de cegueira subita, particularmente de DSAR, atendidos na casuistica
do Servico de Oftalmologia Comparada da UFPR. Nove animais foram
encaminhados ao Servico de Oftalmologia comparada com a queixa de perda
subita da visdo. Todos foram submetidos a consulta oftalmologica completa,
seguida de indicacdo da ERG. Em trés casos foi feita documentacédo fotogréafica
do fundo de olho empregando uma lampada de fenda com capacidade de
oftalmoscopia indireta. Dos nove casos, quatro foram submetidos ao ERG pelo
protocolo “QuickRetCheck”, o qual consiste em estimulos por flashes de luz com
intensidade de de 3000 e 10000 mcd.s/m?. Para o exame os animais foram pré-
medicados com 0,5 mg/kg midazolam e 0,5 mg/kg morfina, IM, foi instilada uma

gota do colirio de Tropicamida 1% em ambos os olhos, durante a adaptacdo ao
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escuro (20 minutos). Foram anestesiados com 1,5 mg/kg/min de propofol e 0,5
mg/kg/min cetamina S(+), IV, até a perda dos reflexos palpebrais e tolerancia ao
blefarostato. Dos animais avaliados, trés foram considerados suspeitos de DSAR,
dois foram diagnosticados com retinotoxicidade induzida por drogas (farmacos) e
quatro com DSAR. N&ao foi detectada qualquer alteracdo na fundoscopia dos
animais e nos exames de eletrretinografia foi observada auséncia de resposta. A
prevaléncia dos casos de DSAR na casuistica total do Servico de Oftalmologia
Comparada foi de 1,18% (quatro de 339 casos) e dentro dos nove casos de
cegueira abrupta foi de 44,5% (quatro de nove casos). Concluindo, para um
diagnostico preciso da DSAR é necessaria a eletrorretinografia, mas infelizmente,
ainda se classifica a DSAR como uma doenca sem cura, apesar dos animais se
adaptarem com certa facilidade a vida sem viséo.

Palavras-chave: retinotoxicidade, caes, prevaléncia, degeneracdo subita
adquirida de retina

7.1 ELECTRORETINOGRAPHIC AND CLINICAL OBSERVATIONS IN DOGS
WITH SUDDEN VISION LOSS

Abstract

The differential diagnosis of sudden vision loss include neurological diseases such
as central nervous system intoxication, optic neuritis, retrobulbar lesions,
compression induced by a tumor in the optic chiasm, pituitary tumors and other
sudden central blindness. Furthermore, acute hypertension, sudden acquired
retinal degeneration (SARD), retinal detachment and chorioretinal toxicities are
other important causes of sudden blindness. SARD is a disease that affects dogs
of middle age, usually obese and the main clinical sign is the vision loss

associated with normal fundus, to get to a diagnosis, there is a necessity of
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electroretinography to evaluate retinal function. The purpose of this study is to
report the prevalence of cases of sudden blindness, particularly SARD, seen at the
Comparative Ophthalmology Service, UFPR. Nine animals were sent to the
Comparative Ophthalmology Service with the complaint of sudden loss of vision.
All patients were submitted to a complete ophthalmic exam, in three cases fundus
photographs were taken using a slit lamp with a indirect ophthalmoscope built in,
in three cases blood tests were performed. An ERG was suggested to all of them
but only in four cases it was performed. The ERG protocol selected was
"QuickRetCheck", which consists of stimulation by flashes of light with intensity of
3,000 and 10,000 mcd.s/m?. For the test, animals were premedicated with 0.5 mg /
kg midazolam and 0.5 mg / kg morphine, IM. A drop of 1% tropicamide in both
eyes was applied during dark adaptation (20 minutes). They were then
anesthetized with 1.5 mg / kg / min of propofol and 0.5 mg / kg / min ketamine S
(+), IV, until loss of eyelid reflexes and tolerance to eyelid speculum. In all nine
cases of sudden blindness, three had the presumptive diagnosis of SARD; two
were diagnosed with retinal toxicity induced by drugs and four with confirmed
SARD. No changes in the fundus of the animals diagnosed with SARD were found
and no response in ERGs was observed also. The prevalence of SARD cases
seen considering the total caseload of UFPR’s Comparative Ophthalmology
Service during one year was 1.18% (four out of 339 cases). Within the total of nine
cases of sudden blindness a prevalence of 44.5% of confirmed SARDs was seen
(four out of nine cases). In conclusion, for an exact diagnosis of SARD the
electroretinography is necessary. Unfortunately, SARD still ranks as an incurable
disease, despite the animals to adapt quite easily to life without vision.

Key words: retinal toxicity, dogs, prevalence, SARD.



84

7.2 Introducéo
7.2.1 Causas de cegueira subita

O diagndstico diferencial da perda subita de visdo inclui doencas
neuroldgicas como intoxicacdes do sistema nervoso central, amaurose idiopatica,
neurites  opticas, incluindo as retrobulbares (por meningoencefalite
granulomatosa, por exemplo), compressdo ou neoplasia no quiasma Optico,
tumores pituitarios e outras cegueiras centrais de manifestacdo brusca
(Montgomery et al., 2008). Episédios agudos de hipertensdo também podem
causar cegueiras subitas. Aléem disso, a degeneracdo subita adquirida de retina
(DSAR), os descolamentos de retina e as toxicidades coriorretinianas sao outras
causas importantes de cegueira subita. O diagnostico de todas estas condi¢cdes
baseado no historico, sinal clinico, exame oftalmico e neurolégico com especial

atencao para a fundoscopia e eletrorretinografia (Keller et al., 2006).

7.2.2 Etiologia da degeneracgéao subita adquirida de retina (DSAR)

Pouco se sabe ainda sobre a correta etiologia e fisiopatologia da DSAR
(Montgomery et al.,, 2008). Um estudo revela a possivel relacdo entre a
concentracdo elevada de glutamato no vitreo levando a toxidade da retina,
embora essa teoria tenha sido explorada, ela ainda é desconhecida (Keller et al.,
2006). Alguns casos de DSAR tém mostrado uma forte relagdo com hepatopatia
gue pode cursar concomitantemente. Tais casos geralmente apresentam niveis
de fosfatase alcalina sérica, aminotransferase sérica, colesterol sérico ou
bilirrubina sérica elevada (Gelatt, 2003). Miller et al. (1998), sugerem que,
independente da etiologia da doenca, a apoptose dos fotorreceptores leve a

degeneracdo da retina, porém é desconhecido o caminho ou disturbio sistémico
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que leva a esse mecanismo. Entretanto, sabe-se que a apoptose € quase sempre
o resultado final. Bellhorn, et al (1988) adicionalmente propuseram a possibilidade
da DSAR ser imunomediada, uma vez que cinco dos cédes por ele estudados
apresentaram anticorpos anti-retina, levando a hipétese da DSAR ser uma

retinopatia auto-imune.

7.2.3 Historico e sinais clinicos da DSAR

A doenca afeta principalmente cdes de meia idade, obesos, ou que
freqientemente, obtiveram ganho de peso e sem predisposi¢cdo racial, sendo
caracterizada pela perda abrupta da visdo (Montgomery et al., 2008). A maioria
dos cées afetados apresenta moderada dilatacéo pupilar, reflexo pupilar presente,
mas geralmente diminuido ou ausente além de leve/moderada hiperemia
conjuntival em alguns casos. No inicio da doenca o fundo ocular aparece sem
alteracdes a fundoscopia, entretanto em estagios mais avancados atenuacao de

vasos da retina e aumento da reflexidade tornam-se aparentes (McLellan, 2002).

7.2.4 Eletrorretinografia da DSAR

A eletrorretinografia (ERG) € um método diagndstico rapido e ndo-invasivo
para avaliacdo da funcionalidade da retina. Com o exame é possivel realizar uma
avaliacdo geral da funcdo das células fotorreceptoras, que sdo as responsaveis
pela fototransdugdo, que, em conjunto com as outras células, transmitem a
informacao elétrica ao nervo optico (Aguirre e Rubin, 1975; Aguirre et al., 1997,
Turney et al.,, 2007). Com frequéncia a ERG é usada na rotina clinica de
pequenos animais para auxiliar nos diagndésticos de doencas como atrofia

progressiva de retina (APR) e degeneragdo subita adquirida de retina (DSAR) e
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para avaliacdo da funcéo geral da retina antes de cirurgias de catarata (Narfstrom
et al., 2002). A ERG é de grande importancia diagnostica para determinar a causa
da cegueira, sendo uma chave para o diagndostico diferencial j& que em animais
com DSAR, a atividade elétrica da retina € ausente, e nas doencas neuroldgicas

causadoras de cegueira subita, a atividade elétrica da retina € presente.

7.2.5 Objetivos do estudo

Este estudo retrospectivo tem o objetivo de relatar a prevaléncia dos casos
de cegueira subita, particularmente de DSAR, atendidos na casuistica do Servi¢o
de Oftalmologia Comparada da UFPR. Adicionalmente, o estudo demonstra a
importancia do uso da eletrorretinografia, além de outros exames
complementares, como ferramenta de auxilio ao médico veterinario ao

diagnosticar a DSAR e outras cegueiras abruptas.

7.3 Material e métodos
Foram examinados 9 caes de acordo com a Tabela 7.1, encaminhados ao
Servico de Oftalmologia Comparada da UFPR, com a queixa principal de perda

suUbita de visao.
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Tabela 7.1- Pacientes encaminhados ao Servi¢co de Oftalmologia Comparada da

UFPR com gueixa de perda subita de visdo durante o periodo de um ano.

Raca Idade (anos) Sexo Peso (kg)  Diagndstico
Pinscher 8 Fémea 2,7 suspeita de DSAR
Sem raca definida 2 Fémea 2,1 Toxicidade induzida por drogas
Dachshund 3 Fémea 53 Retinotoxicidade induzida por drogas
Hiperadrenocorticismo, suspeita de
Schnauzer 10 Fémea 8,5 DSAR
Poodle 7 Fémea 7 DSAR
Poodle 6 Macho 8 DSAR
Cocker Spaniel 5 Fémea 10,5 DSAR
Lhasa Apso 3 Fémea 5 DSAR
Pinscher 8 Fémea 3,6 suspeita de DSAR

Todos os pacientes foram submetidos a consulta oftalmolégica completa,

em 3 casos foram feitas fotografias de fundo de olho empregando uma lampada

de fenda com capacidade de oftalmoscopia indireta (Hawk eye, Dioptrix, L"Union,

Franca). Quando o proprietario concordava com exames adicionais de sangue

(trés casos), os exames realizados foram: hemograma com contagem de

plaquetas e perfil bioquimico (ALT, creatinina, fosfatase alcalina, glicose, GGT e

uréia).

Houve indicacéo da realizacdo da ERG para todos os casos, mas somente

em quatro deles os proprietarios autorizaram o exame. O protocolo de exame

(ERG) selecionado foi 0 “QuickRetCheck” (RetVet™ Corp, Columbia,Missouri), o
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qual consiste em estimulos por flashes de luz com intensidade de de 3000 e
10000 mcd.s/m?.

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a um jejum
alimentar de 12 horas e hidrico de 6 horas. A medicacdo pré-anestésica,
constituida por midazolam (0,5 mg/kg, Dormire®, Cristalia, Sdo Paulo-SP, Brasil) e
morfina (0,5 mg/kg, Dimorf®, Cristalia, Sd0 Paulo-SP, Brasil), IM, foi aplicada
durante a adaptacédo ao escuro, que durou 20 minutos, junto com a instilacao de
uma gota do colirio de Tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, S&o Paulo, SP) em
ambos o0s olhos. Todos os animais receberam suporte hidrico parenteral
(fluidoterapia) e suplementagcéo com oxigénio, quando necessario.

Realizou-se a indugéo anestésica com propofol (1,5 mg/kg/min, Propovan®,
Cristalia, S&o Paulo-SP, Brasil) e cetamina S(+) (0,5 mg/kg/min, Ketamin-S(+)®,
Cristalia, Sao Paulo-SP, Brasil), IV, até a perda dos reflexos palpebrais e
tolerancia do animal ao uso de um blefarostato. Na sequiéncia, eram posicionados
os eletrodos do tipo subdérmicos (FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical,
Inc., West Warwick, RI). O primeiro deles € denominado de “terra” e foi inserido
na regiao lombar do animal, seguido do “referéncia”, este inserido a 2,5 cm do
canto temporal da rima palpebral do olho a ser examinado. Com o auxilio de um
blefarostato, o eletrodo de contato (ERG-jet, Nicolet Instruments , Madison ,W1) foi
posicionado sobre a cOrnea do animal. Em seguida, deu-se inicio ao teste
utilizando um eletrorretinografo portatii (HMsSERG 1000, RetVet Corp, Columbia,
EUA). ApG6s completo o teste em um olho, era repetida a operacdo no olho
contralateral. Os dados obtidos foram observados utilizando o programa de

computador (software) ERGVIEW 2.1.1.0 (RetVet Corp, Columbia, EUA).
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7.4 Resultados

Durante a consulta oftalmica, a queixa principal de todos os casos era que
0 paciente teria perdido a visdo rapidamente. Nos quatro casos (dois Poodles,
Lhasa Apso e Cocker Spaniel) nos quais foram realizadas as ERGs e no caso de
um dos animais (da raca Pinscher), os proprietarios procuraram o Servico de
Oftalmologia Comparada da UFPR somente com a queixa de perda abrupta de
viséo.

No total concluimos que dos nove casos de cegueira abrupta atendidos
pelo Servico de Oftalmologia Comparada da UFPR, 4 deles foram considerados
como DSAR e trés, como suspeitos de DSAR.

Com relacao aos outros dois casos, em um deles o proprietario de um cao
SRD relatou a ingestdo acidental de ivermectina (comprimido de 12 mg) com
queixa de vomito e perda de visdo. O animal da raca Dachshund estava sendo
tratado com carprofeno 25mg SID e cefalexina 50 mg por via oral e havia recebido
pomada de cloranfenicol para o tratamento de uma conjuntivite, proprietario relata
perda de visdo abrupta dois dias antes do paciente ser trazido ao Servico de
Oftalmologia Comparada da UFPR. Nestes dois casos, atribuidos a toxicidade de
sistema nervoso central (SNC) e retina, respectivamente, induzida por drogas
(farmacos), como esperado, a visdo dos pacientes voltou em aproximadamente
duas semanas, ndo sendo considerados portadores de DSAR, a despeito das
ERGs néo terem sido realizadas .

Dentre os casos suspeitos de DSAR, o animal da raca Schnauzer, ja
estava sendo tratado para hiperadrenocorticismo quando o proprietario observou

a perda da visdo. Por ultimo, um animal que o proprietario relata a perda da visao
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logo apdés um assalto em sua casa. Foi observado também que dos nove casos
somente um era macho.

Com relacdo aos exames sanguineos, notou-se em trés animais (dois
casos e um suspeito de DSAR), um aumento na ALT e FA. Sendo que em um dos
casos ja havia historico prévio de hiperadrenocorticismo.

Durante o exame, foram feitas fotografias da fundoscopia realizada, e como
se pode observar na Figura 7.1, todos os animais apresentaram o fundo de olho

sem alteracOes ou lesdes detectaveis.

Figura 7.1. Fundo de olho de trés dos quatro casos atendidos e diagnosticados como DSAR

(Hawk eye, Dioptrix, L"Union, Franca). Na fundoscopia tais animais ndo apresentaram qualquer
lesdo que indicasse perda da funcionalidade da retina. Todavia, em todos eles ndo havia qualquer
resposta aos estimulos de flashes luminosos, indicando perda da funcionalidade da retina (“flat”
ERG) - indicando DSAR. A) cdo da raca Poodle, 7 anos, fémea; B) cdo da raga Cocker Spaniel, 5

anos, fémea; e C) cdo da raga Lhasa Apso, 3 anos fémea.

Sabe-se que o eletrorretinograma € extinto nos casos de DSAR, mas
permanecem nas outras causas de cegueira abrupta que ndo comprometem a
retina (Narfstrom, 1999). Com relacdo ao exame eletrorretinografico dos quatro
animais, sendo 8% dos exames de ERG no periodo de um ano de atendimento do
Servigco de Oftalmologia Comparada da UFPR, todos ndo apresentaram qualquer

resposta aos estimulos de flashes luminosos, indicando perda da funcionalidade
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da retina (“flat” ERG) Figura 2, sendo assim, de acordo com histérico e exame

oftalmico de cada um deles, foi diagnosticada a DSAR.

Amplitude (uV)

Tempo implicito (mseg)

Figura 7.2- Resultados dos ERGs dos quatro casos confirmados de DSAR sobrepostos
sobre um mesmo eixo. Nota-se que ndo ha respostas compativeis com relagdo ao tempo

implicito e amplitude de onda “a” ou onda “b”".

A prevaléncia da DSAR na casuistica total do Servico de Oftalmologia
Comparada da UFPR foi 1,18% (quatro de 339 casos) e a prevaléncia dentro dos

casos de cegueira abrupta foi 44,5% (quatro de nove casos).

7.5 Discusséo

A degeneracdo subita adquirida de retina (DSAR), acomete animais
normalmente com mais de 5 anos de idade e a perda de visdo normalmente
acontece num periodo de 24 horas até 4 semanas tendo assim uma evolucao a
cegueira muito rapida (Cullen e Grahn, 2002). No nosso estudo pode-se observar
que as idades acometidas pela DSAR variam consideravelmente, de modo
contrario do que foi relatado pelos autores ja citados, foram em alguns casos
menores (2, 3 anos de idade em trés dos nove casos e chegando até 10 anos de

idade em um dos casos). Na literatura encontra-se a citacdo de que a DSAR
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geralmente € acompanhada por um historico de politiria, polidpsia e polifagia, o
que nao foi observado ou relatado pelos proprietarios, a ndo ser pelo caso de
DSAR acompanhada de hiperadrenocorticismo no qual o proprietario relatou
polifagia, discordando assim dos achados de Montgomery et al. (2008).

Assim como Montgomery et al. (2008), pode-se notar um aumento nas
enzimas ALT e FA em 2 casos de DSAR, nos outros dois as enzimas estavam no
valor limite. Foi observada também essa alteracdo no caso de
hiperadrenocorticismo. Outras alteracdes relatadas ndo foram observadas. Um
dos casos (Schnauzer) mostra uma possivel associacdo da DSAR com o
hiperadrenocorticismo, corroborando com McLellan (2002), que relata que os
animais que demonstram anormalidades a estimulacdo com ACTH ou supressao
de dexametasona em doses baixas, apresentaram a DSAR. Todavia, a DSAR
pode estar associada também a outras afeccbes endocrinas como o
hipotireoidismo e o diabetes (McLellan, 2002).

Do mesmo modo que Acland et al. (1988) todos os animais diagnosticados
com DSAR ndo apresentaram lesdes detectaveis na retina. Tal situacdo de
achados clinicos fez com que originasse uma frase famosa para a DSAR: “Nesta
doenca o animal ndo vé nada e o médico veterinario ndo vé nada tambéem”.

A eletrorretinografia é o exame utilizado para a confirmacéo do diagndstico
de DSAR, confirmando a perda da funcdo das células fotorreceptoras da retina
(Cullen e Grahn, 2002). Na DSAR, o exame eletrorretinografico mostra um
tracado com a auséncia de ondas (Flat ERG). O que foi observado nos 4 casos
em que foi realizado o exame (Fig. 7.2).

Resultados de testes recentes feitos em seres humanos com doencas de

retina sugeriram que algumas doencgas poderiam ser medicadas com vitaminas e
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minerais, e que 0 uso dessas retardariam os sinais da DSAR (Grozdanik, 2007).
Também foi relatado em 2007 por Grozdanik, o uso da imunoglobulina
intravenosa (IVIg), segundo ele, o perfil molecular da DSAR, é muito semelhante
ao da retinopatia imunomediada em seres humanos induzida por anticorpos,
sendo isso a chave do tratamento com IVIg.; em seu trabalho foi observado cura
em apenas dois casos.

Apesar das informacOes recentes sobre tratamento, infelizmente ainda
classificamos a DSAR como doenca sem cura. A retina € uma extensao do nervo
optico e especificamente do diencéfalo e dessa forma, como célula neural, ndo se
regenera assim como 0s outros tecidos nervosos, fazendo com que o0s animais
afetados permanecam cegos (McLellan, 2002). Porém, diferentemente da
cegueira nos seres humanos, muitos cdes adaptam-se em algumas semanas ou
em alguns meses, memorizando 0s obstaculos e locais da casa, assim podendo

deambular com certa tranquilidade em ambientes familiares.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A contribuicdo para o estudo experimental em pequenos ruminantes e a
rotina em pequenos animais mostrou que o uso do eletrorretindgrafo em Medicina
Veterinaria no Brasil ainda é recente, mas em amplo crescimento necessitando de
maiores estudos nesta area.

A pesquisa experimental em pequenos ruminantes destacou que o
desenvolvimento dos cordeiros faz com que o tracado eletrorretinografico se
desenvolva com uma diminuicdo da amplitude e aumento do tempo implicito das
ondas, além de demonstrar que tanto a cetamina S(+) quanto a sua associacao
com o propofol sdo eficazes para promover contengcédo, seguranca e praticidade
para a ERG, porém quando o propofol é associado, ocorre uma centralizacdo do
bulbo e menor interferéncia no tracado. Outra consideracao interessante € que o
closantel na dose de 15 mg/kg, ndo provoca modificacbes permanentes nas
estruturas da retina e nervo Optico e tampouco modificacbes clinicamente
detectaveis na visdo dos animais tratados, sendo portanto, relativamente segura
para 0 uso em carneiros.

No uso da ERG em pequenos animais, mais importante do que um numero
minimo (limite de corte) para as amplitudes das ondas “a” e “b” do ERG, especial
atencdo deve ser dada ao tempo implicito no qual a onda “a” ou “b” aparecem no
tracado, uma vez que estes variam muito pouco, a forma do tracado e a presenca
dos demais componentes normais, tais como 0s potenciais oscilatérios para
avaliar a funcionalidade da retina de cées por meio da eletrorretinografia antes de
uma indicacdo cirargica. Para um diagnostico preciso da DSAR também é

necessaria a eletrorretinografia, porém ainda se classifica a DSAR como uma
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doenca sem cura, entretanto, 0s animais se adaptam com certa facilidade a vida

sem visao.
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