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RESUMO

A eletrorretinografia (ERG) é um exame oftalmico que permite a captacao da atividade
eletrofisiolégica da retina em resposta a um estimulo luminoso e, portanto € uma
ferramenta Util para avaliar o fenbmeno da fototransdugcao no olho. Trata-se de um
procedimento seguro uma vez que nao é invasivo, mesmo quando necessita de
anestesia, como ocorre no caso de sua utilizagdo em animais de companhia. Dois
capitulos desta dissertacdo envolvem estudos experimentais utilizando o exame
eletrorretinografico em pequenos animais. No primeiro artigo, sdo feitas comparacoes
nas respostas eletrorretinograficas antes e apds o bloqueio peribulbar com lidocaina
2%, em caes. O segundo artigo faz um estudo sobre a resposta da retina frente a
suplementacao dietética com uma alga (Chlorella pyrenoidosa) rica em clorofila em caes.
No terceiro artigo o uso da luteina é abordado como forma de prevencéao e tratamento
da degeneracdao macular relacionada a idade (DMRI) e catarata nuclear senil em
pessoas e critica as afirmacdes de que a suplementagdo com luteina pode fazer o

mesmo em pequenos animais.

Palavras-chave: eletrorretinografia, luteina, clorofila, bloqueio peribulbar



Abstract

The electroretinogram (ERG) is an ophthalmic ancillary exam, which measures
the response of the retina when stimulated by light. It is a very useful tool to evaluate
the phototransduction in the eye. The ERG is a safe and not invasive clinical procedure,
even when anesthesia is necessary. Two chapters of this work involve experimental
studies with ERG in dogs. In the first article, comparisons in the ERG answers are made
before and after the peribulbar block with lidocaine 2%.The second article makes a
study on the retina retinal function after dietary supplementation a chlorophyll-rich
algae (Chlorella pyrenoidosa). In the third article, the use of the lutein is reviewed for
treatment and prevention of age-related macular degeneration and senile nuclear
cataracts in human beings and criticizes claims that it can do the same in small animals

without any proof.

Key-words: electroretinogram, lutein, chlorophyll, peribulbar block
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1. INTRODUCAO

A eletrorretinografia (ERG) é um exame oftalmico que permite a captacao da
atividade eletrofisiolégica da retina em resposta a um estimulo luminoso e, portanto
€ uma ferramenta Util para avaliar o fen6meno da fototransducéo no olho. Algumas
indicacOes para a realizacao deste exame sao: avaliacdo pré-operatéria da funcao
retiniana antes do procedimento cirdrgico de catarata, avaliacdo das doencas
retinianas em que pouca ou nenhuma anormalidade ao exame oftalmoscopico do
fundo de olho é evidente, tais como atrofia progressiva da retina (APR) e

degeneracao subita adquirida de retina (DSAR).

A nutricdo possui um grande efeito na imunidade e saude dos animais. A
luteina é um carotendide que ndo pode ser convertido a vitamina A e sua presenca
nos tecidos animais € devido a ingestdo de plantas, uma vez que nao € sintetizado,
podendo ser encontrada em vegetais verdes como espinafre e a couve e também
em algumas frutas, como o abacate. Na macula da retina de seres humanos
encontra-se somente luteina e zeaxantina em exclusao de outros carotendides. A
luteina pode ser utilizada no tratamento e prevengdo de doencas oftalmicas dos
seres humanos, como a degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) e a
catarata nuclear senil. Em animais, o uso da luteina pode controlar diversos tipos de

formacdes tumorais.

A clorofila € um componente utilizado por vegetais, algas e algumas
bactérias. Um derivado da clorofila, a chlorin e6,pode ser utilizado por alguns peixes
do mar profundo, que ndo possuem pigmento visual sensivel ao vermelho, em

bastonetes sensiveis ao verde para enxergar o vermelho. Também salamandras,



quando utilizam a clorofila, podem melhorar sua visdo, aumentando sua
sensibilidade a luz vermelha em até 15 vezes, muito embora ainda nao se conheca

qual é o mecanismo que faz com que este processa acontega.

A anestesia peribulbar € uma técnica de bloqueio local que pode promover
acinesia, anestesia e controle da pressao intraocular adequadas, sendo um método
alternativo para a técnica retrobulbar. Alguns autores discutem possiveis mudancgas
no ERG apods exposicdo da lidocaina e bupivacaina, sendo assim necessarios

estudos sobre o efeito da anestesia peribulbar no ERG escotopico de cées.

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Esta dissertagdo pretende discutir o uso da luteina em pessoas e animais, bem como
avaliar as respostas da retina de caes frente a suplementacao oral com clorofila e bloqueio

anestésico peribulbar.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Revisar e relatar o uso da luteina em animais e seres humanos;

-Comparar as respostas eletrorretinograficas antes e apds o blogueio
peribulbar em caes;

-Verificar a existéncia de alteragdes eletrorretinograficas em céaes

suplementados dieteticamente com Chlorella pyrenoidosa.



2. EFEITOS DO BLOQUEIO PERIBULBAR NA ELETRORRETINOGRAFIA

ESCOTOPICA EM CAES

Resumo

Objetivo: Investigar possiveis modificacdes na resposta eletrorretinografica apés o
bloqueio peribulbar com lidocaina em cées. Métodos: Foram selecionados nove
caes da raca Pastor Alemao (seis machos e trés fémeas com idade média de 3
anos). A medicacgao pré-anestésica utilizada foi a acepromazina (0,05 mg/kg IV) e a
anestesia foi induzida com tiletamina/zolazepan (5 mg/kg IM) associada ao
diazepam (0,5 mg/kg IM). Os animais foram pré-medicados com acepromazina
(0,05 mg/kg IV) e, 15 minutos apéds, anestesiados com tiletamina/zolazepan (5
mg/kg IM) associada ao diazepam (0,5 mg/kg IM). As eletrorretinografias (ERG)
foram realizadas ap6s 20 minutos de adaptacdo ao escuro, com intensidades de
flashes de 3000 e 10000 mcd.s/m2. Na sequéncia, realizou-se o bloqueio peribulbar
com lidocaina a 2%, sob iluminagdo com luz vermelha, utilizando a técnica de dupla
puncdo transconjuntival. Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o t-test.
Resultados: Observou-se um aumento na amplitude da onda “a” nas intensidades
de 3000 e 10000 mcd.s/m?, diminuicdo do tempo implicito da onda “a” nas mesmas
intensidades e aumento do tempo implicito da onda “b” na intensidades de 10000
mcd.s/m2. Conclusdo: O bloqueio peribulbar causou um aumento inesperado nas

respostas eletrorretinograficas da onda “a”.

Palavras-chave: bloqueio regional, retina, amplitude da onda “a”




2.1 PERIBULBAR BLOCK EFFECTS ON DOG SCOTOPIC ERG
Abstract

Purpose: To investigate possible ERG response changes after lidocaine peribulbar
anesthesia. Methods: Nine German Shepherd dogs (six males and three females
with a mean age of 3 years) were selected. Acepromazine (0.05 mg/kg V) was used
as pre-medication. Anesthesia was induced with tiletamine/zolazepan (5 mg/kg IM)
associated with diazepam (0.5 mg/kg IM). The animals were pre-medicated with
acepromazine (0.05 mg/kg 1V), and, 15 minutes later, anesthesia was induced with
tiletamine/ zolazepan (5 mg/kg IM) associated with diazepam (0,5 mg/kg IM).
Electroretinograms (ERGs) were performed after a 20 min dark adaption. The flash
intensities for scotopic ERG used were: 3000 and 10000 mcd.s/m?. After the first
ERG protocol, peribulbar blocks using 2% lidocaine were performed, under red light
illumination, using the double trans-conjunctival injection technique. The same ERG
protocol was repeated 20 min after the first ERG protocol and 8 min after the
peribulbar block. Statistical analyses were performed using a t-test. Results: The
following changes were observed: An increase of the mean a-wave amplitude with
intensities of 3,000 and 10,000 mcd.s/m?, a decrease of the mean a-wave implicit
time and an increase of the mean b-wave implicit time with a 10 000 mcd.s/m?.
Conclusions: Peribulbar block with lidocaine caused an unexpected increase in a-

wave ERG responses.

Key words: regional block, retina, a-wave amplitude



2.2 Introducao

A eletrorretinografia (ERG) € um exame nao invasivo util para mensurar a
funcao da retina (Strain et al, 1991; Komaromy et al, 1998; Heckenlively and Arden,
2006). Para realizagcdo deste exame 0s animais precisam estar sedados ou
anestesiados para permitir que os eletrodos sejam colocados, e principalmente para
evitar movimentos palpebrais e oculares. Alguns estudos sugerem que a anestesia
pode interferir nos resultados da 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).

O estabelecimento de um protocolo anestésico para cada espécie, que
promova seguranca, praticidade, inducao 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

(Bacellar, 2009).

Na medicina, a utilizacdo da anestesia regional orbitaria para cirurgia
oftalmica tornou-se uma pratica rotineira nos ultimos anos (Vanetti, 2001). O uso da
anestesia peribulbar foi primeiramente relatado no homem por Davis e Mandel em
1986, como uma alternativa mais segura ao bloqueio retrobulbar. Este bloqueio
também é denominado de “bloqueio extra-conal’”, uma vez que a agulha é
introduzida fora do cone muscular extra-ocular (Troll, 1995). A técnica tradicional e
mais comumente utilizada segundo as publicagdes nacionais na medicina restringe-
se basicamente a de dupla puncgao (Vasquez et al., 2002). Esta técnica também é

utilizada com sucesso na medicina veterinaria como descrito por Oliva et al. (2010).



A anestesia peribulbar promove condigdes cirargicas adequadas para um
procedimento oftalmico caracterizadas por analgesia intra-ocular, acinesia da
musculatura extriseca do olho, controle do reflexo 6culo cardiaco, manutengédo de
valores adequados de pressao intra-ocular, além de promover analgesia residual no

periodo pos-operatério (Oliva et al. 2010).

A anestesia peribulbar vem sendo aceita para diversos procedimentos
cirirgicos desde 1986 (Agrawal e Tharroor, 2002) O bloqueio peribulbar e
retrobulbar podem promover adequada anestesia, acinesia e controle da pressao
intra-ocular assim como promover adequada analgesia no pés-operatério. A
anestesia periocular € um método alternativo para a técnica retrobulbar promovendo
blogueio local. Neste método, a posicdo extraconal da agulha de injecédo € o que
diminui a incidéncia de complicacdes mais sérias (Oliva et al., 2010). A complicacao
mais temida e potencialmente presente na infiltracdo retrobulbar e peribulbar
posterior sdao: a perfuragdo acidental do olho, hemorragia retrobulbar e injuria do

nervo éptico (Campos et al, 1989).

O bloqueio peribulbar age diretamente nas terminagdes nervosas motoras e
sensitivas dos 3%, 42, 6° e 72 pares de nervos cranianos incluindo o ganglio ciliar do
3¢ par e o nervo Optico (2° par de nervos craniano) levando a anestesia e acinesia
palpebral (Campos et al, 1989). O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da

anestesia peribulbar no ERG escotépico de caes.



2.3 Material e Métodos

Protocolo Anestésico

Nove cées da raca Pastor Alemao, com idades entre 1 e 7 anos, foram
anestesiados para o exame eletrorretinografico. Os animais foram pré-medicados
com acepromazina (0,05 mg/kg,|V) (Acepran® 1%, Univet S/A, Cambuci, SP, Brasil).
Neste momento, 1 gota do colirio de tropicamida 1% (Mydriacyl®, Alcon, S&o Paulo,
SP) foi instilada em cada olho do animal. Uma vez iniciada a tranquilizagao, foi feita
a venopuncao com cateter (BD Angiocath™ 20GAx1,00 IN — Becton/Dickinson Juiz
de Fora, MG, Brasil) e administrado soro de Ringer Lactato de Sddio, a uma
velocidade de 10 mi/kg/h. Decorridos 15 minutos, a anestesia foi realizada com
tiletamina/ zolazepan (5 mg/kg ,IM) (Zoletil® 100 , Virbac, Sao Paulo, SP, Brasil)
associada com diazepan (0,5 mg/kg ,IM) (Compaz®, Cristalia, Iltapira, SP, Brasil)
(ap6s adaptacao do animal ao escuro). Quando necessario, doses subsequientes de
tiletamina/zolazepan (1 mg/kg ,IV) foram feitas para manter a anestesia. Os animais

receberam oxigénio 100% (1 L/min) via cateter nasal até o término da anestesia.

Realizou-se a técnica de bloqueio peribulbar posterior com dupla puncao
transconjuntival.  Utilizou-se agulha hipodérmica descartavel 0,7mmx25mm
(22Gx1”), a qual foi inserida primeiramente através da conjuntiva em um ponto
situado no terco medial na margem orbitaria superior e, em um segundo ponto
situado no terco lateral da margem orbitaria inferior (Fig. 2.1). Ambas em sentido
antero-posterior na tentativa de abordar o espaco peribulbar posterior, 0 que
favoreceu que a solugdo anestésica (Xylestesin® 2%, Cristdlia, ltapira, SP, Brasil)

fosse injetada lentamente durante um minuto fora do cone muscular (injecao extra-



conal), at[e o globo ocular apresenta-se leve exoftalmia, segundo Oliva et al (2010).
Teve-se o cuidado de manter a agulha mais préxima a parede orbitaria durante sua
insercao e, manter o bisel direcionado para o globo ocular. O volume de anestésico
local administrado em cada ponto de puncao variou conforme a tolerancia e a
distensibilidade do espaco orbitario, com o cuidado de evitar a ocorréncia de
exoftalmia e aumento excessivo da pressdo intra-ocular. Apds cada injecao,
realizou-se compressao orbital manual durante um minuto para auxiliar na difusao

da solucao anestésica.

Durante o periodo anestésico foram monitorados a frequéncia cardiaca (FC), a
eletrocardiografia, a saturacdo de oxigénio na hemoglobina (SpO.) todos com
monitor multiparamétrico (DX 2022 L-D®, Dixtal Biomedica, Manaus, AM, Brasil), a
freqUéncia respiratoria (FR) foi mensurada com estetoscépio e a pressao arterial
sistolica (PAS) foi obtida pelo método néo-invasivo Doppler vascular (Model 812°,
Parks Medical Eletronics, Aloha, USA). Os parametros foram aferidos a cada dez

minutos durante todo o procedimento.

Protocolos Eletrorretinograficos (ERGS)

Foram realizadas duas avaliagbes nos animais sendo: a primeira iniciando
logo ap6s o animal entrar na sala de exames, antes da anestesia, com 20 minutos
de adaptacdo ao escuro; a segunda, aguardando novamente outros 20 minutos de
adaptacdo e 8 minutos apdés o bloqueio peribulbar de lidocaina, respeitando o

periodo de laténcia do anestésico local.



Os eletrodos foram posicionados da seguinte maneira: o eletrodo “terra”
(Ground) (FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical, Inc., West Warwick, RI) foi
colocado na regido peri-lombar do animal; o eletrodo referéncia (FD-E2-24, Grass
Tecnologies, Astro-Medical, Inc., West Warwick, RIl) foi colocado a 2,5 cm da
palpebra do canto lateral do olho examinado; e o eletrodo corneano (ERG-jet,
Nicolet Instruments, Madison, WI) diretamente na cérnea do olho examinado ap6s o

blefaroestato ser posicionado segurando a membrana nictitante (Fig. 2.2)

As ERGs foram feitas empregando um aparelho portatii (HMSERG;
RetVetCorp, Inc., MO, USA), empregando o protocolo QuickRetCheck da
RetVetcorp., Inc., desenvolvido por Narfstrom. O protocolo desenvolvido tem por
objetivo obter informacgdes a respeito da fungéo da retina sob condi¢cdes escotdpicas
em um breve periodo de tempo (Norman et al, 2008). Trés intensidades de flashes
sdo utilizadas para avaliar a funcdo dos fotorreceptores: primeiro o sistema de
bastonetes foi avaliado por estimulacdo luminosa, utilizando em média quatro
flashes de baixa intensidade luminosa, 10 med.s/m? Em seguida, a combinagdo da
resposta de cones e bastonetes foi avaliada usando dois flashes de alta intensidade

luminosa (3.000 e 10.000 mcd.s/m?).
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Figura 2.1- Detalhe fotogréafico da técnica de bloqueio peribulbar sendo realizado no olho
esquerdo de um cao da raga Pastor Alemao. Note a posi¢cao da agulha no terco médio da

margem palpebral superior, em curso muito préximo (rente) a 6rbita 6ssea (seta).

Analise estatistica

Apés todas as avaliacOes eletrorretinogréaficas, os dados foram mensurados
usando o software ERGVIEWER 2.1.1.0 (RetVetCorp, Inc., Missouri, USA) e a
analise estatistica comparando as respostas obtidas no ERG foi realizada por meio
do teste ttest. Valores de P< 0.05 foram considerados significativos. Para
realizacdo da andlise estatistica empregou-se o programa StatView (SAS Institute

Inc. Copyright© 1992-1998).
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Figura 2.2- Exame eletrorretinogréfico em cédo da raga Pastor Alemdo. Detalhe do
posicionamento dos eletrodos corneano (1), referéncia (2) e do blefarostato (3). Note a

pupila ja dilatada apés instilagéo de colirio de uma gota de colirio de tropicamida 1%.

2.4 Resultados

Os parametros avaliados permaneceram adequados para a espécie e nao
apresentaram variacoes estatisticas relevantes (p>0,05). O volume médio de
lidocaina 2% utilizado nos animais foi de 4,73 mL no ponto superior e 4,43 mL no

ponto inferior.

Observou-se um aumento significativo na média da amplitude de onda “a
(80,88 + 23,47 a 142,22 + 74,36 uV) quando comparados os dois momentos (antes

e apb6s o blogueio peribulbar), (Fig. 2.3) utilizando uma estimulacdo de 3.000



12

mcd.s/m?. No estimulo de 10.000 mcd.s/m?, houve um aumento na média da
amplitude de onda “a” (115,24 + 30,69 a 148,7.92 + 32,7 uV) . Sobre o tempo
implicito, um decréscimo no tempo implicito de onda “a” (Fig. 2.4) foi notado com
estimulo de 3.000 mcd.s/m? e 10.000 mcd.s/m2 (de 13 £ 0,56 a 11,84 + 1,14 mseg e
11,6 £ 0,56 a 10,6 + 0,7 mseg, respectivamente). No estimulo de alta intensidade
(10.000 mcd.s/m?), um aumento no tempo implicito da onda “b” (de 17,43 £ 6,96 a

24,43 + 3,37 mseq) foram observados (Fig 2.5).

160 -
148,7
140 - 142,2

120 -
115,2

100 - —— 3000 mcd.s/m?

10000 mcd.s/m?

80 1 80,9

60 -

Amplitude da onda "a" (uV)

40 T 1

antes apos

Figura 2.3- Valores das amplitudes das ondas “a” observados nos testes de ERG antes e
apos o bloqueio peribulbar no olho esquerdo, nas intensidades de 3.000 mcd.s/m? e 10.000

mcd.s/m?. Valores ndo possuem diferenca significante p>0,05.
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Figura 2.4 — Valores de tempo implicito das ondas “a” observados nos testes de ERG antes
e apds o bloqueio peribulbar no olho esquerdo, nas intensidades de 3.000 mcd.s/m®e

10.000 mcd.s/m?. Valores nao possuem diferenga significante p>0,05.

26 -
24,43

24 -

22 -
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18 - 17,43
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14 . )

antes apos

Figura 2.5 — Valores de tempo implicito das ondas “b” observados nos testes de ERG antes
e apds o bloqueio peribulbar no olho esquerdo, na intensidade de 10.000 mcd.s/m?. Valores

nao possuem diferencga significante p>0,05.
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2.5 Discussao

A escolha da lidocaina 2% para o bloqueio peribulbar foi devido ao fato desta
droga ser comumente usada para bloqueios regionais além de ter penetracao rapida

(2 minutos) e curta duragao (20 minutos a 2 horas) (Giuliano, 2008).

Em estudo realizado com criancas de até 40 kg, peso similar a muitos caes,
inclusive aos Pastores Alemaes aqui empregados, o volume de anestésico utilizado
para anestesia peribulbar caudal foi de 0.3 ml/kg (Deb et al, 2001). Para a
determinacdo do volume ideal para anestesia peribulbar nestes pacientes, tanto
para criangas (Deb et al, 2001) como para caes, ha necessidade de se realizar este
tipo de investigacdo. No caso do presente estudo, o volume médio de lidocaina
utilizada foi de 0,3 mL/kg corroborando com o volume utilizado em criangcas. Sendo
que a média de volume no ponto superior foi de 4,73 mL e no ponto inferior, 4,43
mL. Tais volumes poderdo ser empregados no futuro como parametros para a
realizacdo de eventuais bloqueios peribulbares em caes adultos desta raca ou de

peso e conformacédo craniana similares.

Conjecturou-se que o aumento da amplitude da onda “a” péde ser devido a
uma ou combinacdo de mais de uma destas hip6teses: 1) A lidocaina agiu nos
neurdnios da retina, blogueando os canais de sodio dos fotorreceptores; 2) Melhor
posicionamento do bulbo ocular, secundario ao procedimento do bloqueio que gerou
uma melhor resposta elétrica ao estimulo luminoso empregado; 3) Compressao
mecanica causada pela presenca de liquido na cavidade orbitaria e causando uma

leve exoftalmia; por fim, 4) Presenca de liquido dentro da periorbita, potencialmente
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aumentando a condutividade elétrica nos tecidos oculares para a energia elétrica

originada na retina.

Quando a retina é estimulada pela luz, a rodopsina presente nos
fotorreceptores combina-se com outra proteina (transducina) ativando a
fosfodiesterase que converte o GMP ciclico em 5-GMP, o que causa o fechamento
dos canais de sodio, hiperpolarizando a membrana. O que nao ocorre no escuro,
onde a presenga de GMP ciclico mantém os canais de sédio abertos (Heckenlively e
Arden, 2006). A lidocaina € um anestésico local que atua nos canais de sédio
diminuindo a saida de s6dio da célula durante a despolarizacao (Bidwell, 2009). Tal
fato é eficiente para evitar a condutividade do estimulo despolarizante nociceptivo e,
consequentemente, a dor. Entretanto nos fotorreceptores o processo é contrério, a
visdo se da pela hiperpolarizacdo e nao pela despolarizacdo. Portanto a acdo da
lidocaina seria prejudicial para a despolarizacdo, ou seja, favoreceria a
hiperpolarizagao, que é o que gera a onda “a” negativa no eixo elétrico na resposta

eletrorretinografica (fotorreceptores).

Sabe-se que com um melhor posicionamento do bulbo ocular o estimulo
luminoso que chegara a retina sera mais bem distribuido e possivelmente com
maior intensidade provocando uma captacdo melhor e uma resposta mais fidedigna
do exame. Com o bloqueio peribulbar a centralizacdo do bulbo ocular acontece
normalmente, deixando o olho em posicéo ideal para o ERG evitando barreiras
como a iris, esclera e membrana nictitante no trajeto da luz. Procurou-se manter o
bulbo centralizado desde o primeiro exame utilizando fixagcdo mecanica (ponto

escleral com fio nailon 6-0).
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Adicionalmente, a leve exoftalmia causada pelo procedimento do bloqueio
peribulbar poderia trazer a retina significativamente mais para frente (mais proxima

a fonte de luz), aumentando, portanto a magnitude da resposta.

A presenca de liquido no espacgo peri-orbitario — lidocaina -, por ser um sal
diluido em liquido, poderia aumentar a condutividade do estimulo elétrico formado
no processo de fototransducdo da retina, aumentando possivelmente a resposta

final dos fotorreceptores captada e observada pelo aparelho de eletrorretinografia.

O tempo implicito da onda “a” apresentou uma diminuicéo, provavelmente
pelo aumento da velocidade de resposta das células fotorreceptoras e o aumento
causado no tempo implicito da onda “b” pode ter acontecido pelo aumento da

amplitude da onda “a”, aonde a onda “b” demoraria mais para chegar ao seu pico.

Os resultados observados no presente estudo sao curiosos uma vez que
estudos prévios com lidocaina 2% intravitrea em coelhos demonstraram uma
reducdo temporaria na amplitude da onda “b” podendo esta ser devido a um
aumento na pressao intraocular e compressao mecanica da retina, causados pela
injegdo (Zemel et al., 1995). Outro estudo em seres humanos demonstrou que as
amplitudes da onda “b” diminuem mais acentuadamente apéds bloqueio peribulbar do
que quando uma injecao intravitrea era realizada (Anders et al., 1999). Loken et al
(1994) observaram uma diminuigdo da onda "b”, até sua extingdo, apds a injecao
peribulbar e compressao orbital, mas logo ap6és a remoc¢do da compressao a
amplitude tende a aumentar. Nenhum destes estudos havia observado um aumento

da onda “a”.

Como consideracao final, observou-se que o bloqueio peribulbar com

lidocaina causa um aumento inesperado na resposta eletrorretinografica da
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amplitude de onda “a” (fotorreceptores), além de uma excelente centralizacdo do
bulbo ocular para a realizacao do exame. Portanto, na pratica da eletrorretinografia
veterinaria, quando forem usados protocolos anestésicos inapropriados para o
exame, ou seja, que causem rotagdo do bulbo ocular, movimentagcdo excessiva ou
até mesmo nistdgmo, torna-se Gtil a informacédo aqui presente de que a realizacao
de um bloqueio peribulbar com lidocaina ndo causaria abolicio da resposta
eletrorretinogréafica. De fato, a magnitude da onda “a” seria até amplificada. Outros
estudos certamente devem ser conduzidos no futuro com relacdo este aumento,

como a colocacao de lidocaina intravitrea e solugao salina na periérbita.
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3. ACHADOS ELETRORRETINOGRAFICOS EM CAES SUPLEMENTADOS

DIETETICAMENTE COM CLOROFILA

Resumo

Objetivos: Investigar possiveis mudancas na resposta eletrorretinografica de caes
apos suplementacao dietética com clorofila. Métodos: Sete caes da raca Pastor
Alemao, com idades entre 1 a 5 anos, receberam 5,6 gramas da alga Chlorella
pyrenoidosa que possui 123,76 gramas de clorofila, durante 30 dias. Foram
realizados dois eletrorretinogramas (ERG), sendo o primeiro antes da
suplementacao e o segundo apds a suplementagcédo. Para a ERG a medicacao pré-
anestésica utilizada foi a acepromazina (0,05 mg/kg IV) e a anestesia foi induzida
com tiletamina/zolazepan (5 mg/kg IM) associada ao diazepam (0,5 mg/kg IM). Os
animais foram pré-medicados com acepromazina (0,05 mg/kg IV) e, 15 minutos
apos, anestesiados com tiletamina/zolazepan (5 mg/kg IM) associada ao diazepam
(0,5 mg/kg IM). O protocolo utilizado para o ERG foi o ISCEV (HMsSERG,
RetVetCorp, Inc., Missouri, USA). Para o teste escotépico foram feitos 20 minutos
de adaptacao ao escuro e para o teste fotépico, 10 minutos de adaptacao ao claro.
A intensidade dos flashes para o ERG escotépico foram: 10, 3.000 e 10.000
mcd.s/m?. Para o teste fotépico e para o 30 Hzflicker a intensidade dos flashes
foram: 3.000 e 10.000 mcd.s/m?. Este protocolo foi repetido nos dias zero e trinta.
Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste-t. Resultados: Nao foram

observadas diferencas estatisticas comparando os ERGs (P> 0.05). Conclusao: As
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respostas eletrorretinograficas apds suplementagdo com clorofila ndo afetaram

significativamente a resposta da retina em caes.

Palavras-chave: clorina e6, sensibilidade a luz vermelha, eletrorretinografia

3.1 Electroretinographic findings in dog under chlorophyll suplemmentation

Abstract

Purpose. To investigate possible ERG changes in dog that received a chlorophyll-
rich diet containing seaweed (Chlorella pyrenoidosa). Methods. Seven German
Shepherd dogs, aged 1 to 5 years, received 5.6 gramas of seaweed Chlorella
pyrenoidosa, which have 123.76 grams of chlorophyll, once a day for 30 days. Two
ERGs were performed, the first one before suplemmentation and the . Acepromazine
(0.05 mg/kg IV) was used as pre-medication. Anesthesia was induced with
tiletamine/zolazepan (5 mg/kg IM) associated with diazepam (0.5 mg/kg IM). The
animals were pre-medicated with acepromazine (0.05 mg/kg 1V), and, 15 minutes
later, anesthesia was induced with tiletamine/ zolazepan (5 mg/kg IM) associated
with diazepam (0,5 mg/kg IM). The ISCEV protocol (HMsERG, RetVetCorp, Inc.,
Missouri, USA) was used with a 20 minute dark adaption for scotopic and a 10
minute light adaption for photopic ERGs, respectively. Flash intensities for scotopic
ERGs were: 10, 3,000 and 10,000 mcd.s/m2. For photopic ERGs and 30 Hzflicker
the flash intensities used were: 3,000 and 10,000 mcd.s/m2. This protocol was
repeated at 0 and 30 days. Statistical analyses to compare ERG responses using f
test were performed. Results. No significant differences were found comparing the

ERGs (P> 0.05). Conclusions. As observed by ERG responses chlorophyll
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suplemmentation with seaweed Chlorella pyrenoidosa (123.76 grams) does not

significantly affect retinal responses in dog.

Key words: chlorin €6, sensible to the red light, electroretinography

3.2 Introducao

A retina se divide em duas partes: epitélio pigmentado e a retina
neurosensorial, que & composta por nove camadas: camada de fotorreceptores,
membrana limitante externa, camada nuclear externa, camada plexiforme externa,
camada nuclear interna, camada plexiforme interna, camada de células
ganglionares, camada de fibras nervosas e membrana limitante externa (Bacellar et

al, 2008).

A eletrorretinografia (ERG) € um exame oftalmico que permite a captacao da
atividade eletrofisiolégica da retina em resposta a um estimulo luminoso e, portanto
€ uma ferramenta muito util para avaliar o fenbmeno da fototransdug¢do no olho.
Trata-se de um procedimento seguro de analise da fungao retiniana in vivo uma vez
que nao € invasivo, mesmo quando necessita de anestesia, como ocorre no caso de

sua utilizagdo em animais de companhia (Heckenlively e Arden, 2006).

Algumas das varias indicagcdes para a realizacdo deste exame funcional séo:
avaliagdo pré-operatéria da fungéo retiniana antes do procedimento cirurgico de
catarata, avaliacdo das doencas retinianas em que pouca ou nenhuma
anormalidade ao exame oftalmoscopico do fundo de olho é evidente, tais como
atrofia progressiva da retina (APR) e degeneracgao subita adquirida de retina (DSAR)

(Bacellar et al, 2009).
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Estudos mostram que um derivado da clorofila seria utilizado por alguns
peixes que habitam fossas abissais e mares profundos, que ndo possuem pigmento
visual sensivel ao vermelho, em bastonetes verdes (sensiveis a cor verde) para
enxergar também a cor vermelha. Em um estudo com bastonetes extraidos da
retina de salamandras (Ambustoma tiginum) constatou-se que estes podem
acumular clorofila e6, que os torna tdo sensiveis a luz vermelha como sdo para a
verde (Isayma et al, 2006). Embora o mecanismo completo de fototransducéo ainda
nao esteja bem esclarecido, tais pigmentos envolvidos ja foram identificados como
sendo oriundos de microorganismos que possuem a capacidade de sintetizar a
clorofila, uma vez que nenhum vertebrado conhecido até agora € capaz de produzir

estes produtos (Douglas et al., 2000).

A clorina e6 é um derivado da clorofila utilizado como corante na industria
alimenticia, como suplementacdo dietética e no tratamento de céncer. Um
experimento realizado em ratos suplementados com clorina €6 para avaliar uma
melhora da fungdo da retina e, conseguintemente, visdo por meio da
eletrorretinografia, mostrou que estes roedores quando suplementados com tal
derivado da clorofila apresentaram quase o dobro da resposta a luz vermelha
quando comparados aos ratos ndo suplementados. A clorina €6 foi encontrada na
retina, mostrando assim que o aumento da sensibilidade visual é resultado da

absorgéo da luz pelo derivado da clorofila (Washington et al, 2007).

Outro estudo realizado com salamandras mostrou que a clorina e6 quando
pré-incubada nos bastonetes de olhos de salamandras podem aumentar em15
vezes a sensibilidade a luz vermelha. O mecanismo que faz com que a clorina €6
faca os bastbes serem sensiveis a luz vermelha ainda ndo esta claro (Isayama et al,

2006).
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Estudos sobre a suplementacdo com derivado de clorofila ainda sdo muito
escassos, sendo que além de experimentos em ratos nada mais consta na literatura
sobre a utilizagdo deste derivado em mamiferos maiores e filogenéticamente mais
complexos, portanto, certamente tornam-se necessarias pesquisas envolvendo
estes animais uma vez que os potenciais beneficios da clorofila para os seres
humanos ainda ndo sao totalmente conhecidos. O objetivo deste trabalho é avaliar
se ha alteracdo nas respostas eletrorretinograficas em caes suplementados com 5,6

gramas diarias de Chlorella pyrenoidosa.por via oral.

3.3 Material e Métodos

Foram utilizados sete cdes adultos da raca Pastor Aleméo, - 4 machos e 3
fémeas- com idade de 1 a 5 anos, provenientes do Canil Central da Policia Militar do
Parana, PMPR. Foram realizadas duas avaliacbes nos animais sendo a primeira
antes da suplementacdo com a clorofila e a segunda 30 dias ap6s o uso diario do

composto.

Os caes receberam alimentacdo isonutritiva e suplementacdo com 5,6
gramas diarias de Chlorella pyrenoidosa que corresponde a 1,23 gramas da
substancia clorofila (Clorofila, Terra Nova, Sanibras Bionutrientes LTDA., Brasil) no

periodo de 30 dias.

Para o exame os animais foram anestesiados da seguinte forma: medicacao
pré-anestésica com acepromazina (0,05 mg/kg IV) (Acepran® 1%, Univet S/A,

Cambuci, SP, Brasil). Neste momento, 1 gota do colirio de tropicamida 1%
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(Mydriacy!®, Alcon, Sao Paulo, SP) foi instilada nos olhos do animal. Uma vez
iniciada a sedacao, foi feita a venopuncao com cateter (BD Angiocath™ 20GAx1,00
IN — Becton/Dickinson Juiz de Fora, MG, Brasil), e administrado solucao isotdnica
de Ringer Lactato de Sodio (10 mL/kg/h). A anestesia foi realizada com tiletamina/
zolazepan (5 mg/kg IM) (Zoleti® 100, Virbac, Sao Paulo, SP, Brasil) associada com
diazepam (0,5 mg/kg IM) (Compaz®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil) 20 minutos depois.
Quando necessario, doses subsequentes de tiletamina/zolazepan (1 mg/kg V)
foram feitas para manter a anestesia. Os animais receberam 1 L/min de oxigénio
100% via cateter nasal até o término da anestesia. Os parametros vitais foram
aferidos a cada dez minutos durante o periodo anestésico, incluindo:
eletrocardiograma, freqiéncia cardiaca (FC) e saturagcdo de oxigénio na
hemoglobina (SpO,) monitorado com um monitor multiparamétrico (DX 2022 L-D®,
Dixtal Biomedica, Manaus, AM, Brasil ), freqiiéncia respiratéria (FR) foi mensurada
com estetoscépio e a pressdo sanguinea arterial sistélica (PAS) foi obtida pelo
método nao-invasivo Doppler vascular (Model 812% Parks Medical Eletronics,
Aloha, USA). Os parametros foram aferidos a cada dez minutos durante todo o

procedimento.

Apéds a anestesia os eletrodos foram posicionados. O eletrodo “terra” (Ground)
(FD-E2-24, Grass Tecnologies, Astro-Medical, Inc., West Warwick, Rl) foi colocado
na regido peri-lombar do animal; o eletrodo referéncia (FD-E2-24, Grass
Tecnologies, Astro-Medical, Inc., West Warwick, RI) foi colocado a 2,5 cm da
palpebra do canto lateral do olho examinado; e o eletrodo corneano (ERG-jet,
Nicolet Instruments, Madison, WI) diretamente na cérnea do olho examinado apés o

blefaroestato ser posicionado segurando a membrana nictitante (Fig.3.1).
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As ERGs foram feitas utilizando o protocolo ISCEV (HMsSERG, RetVetCorp,
Inc., Missouri, USA), constituido por: 20 minutos de adaptacdo ao escuro para
testes escotdpicos; testes escotdpicos com intensidades de flashes de 10, 3.000 e
10.000 mcd.s/m? ; 10 minutos adaptagdo ao claro (intensidade da adaptagdo de
30.000 mcd) para testes escotopicos; testes fotépicos e 30 Hz-flicker com

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

Figura 3.1- Detalhe fotografico da face de um dos animais (cdo da raca Pastor Alemao)

investigados, ja anestesiado e com os eletrodos posicionados para a realizacdo do ERG.
Note as posicoes dos eletrodos corneano (1), do blefarostato (2) e do eletrodo de referéncia

(3).
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Apés as avaliacdes eletrorretinogréficas, os dados foram mensurados usando

o software ERGVIEWER 2.1.1.0 (RetVetCorp, Inc., Missouri, USA) e a analise

estatistica comparando as respostas obtidas no ERG foi realizada pelo ttest,

considerando valores de P< 0,05 como significativos, usando o programa Statview

(SAS Institute Inc. Copyright ® 1992-1998).

3.4 Resultados

N&ao foram observadas diferencas significativas nas amplitudes e nos tempos

implicitos (p>0,05) das ondas “a” ou “b” ap6s 30 dias de suplementagcdo com

clorofila por via oral nesta dosagem (Tabela 3.1 e 3.2)

Tabela 3.1- Valores médios das amplitudes de ondas “a” e “b” com desvio padréao

(DP) antes e apds suplementacgao dietética com clorofila (p>0,05).

Antes Apos
Média da Média da Média da Média da
Intensidade do  amplitude da amplitude da amplitude da amplitude da
flash onda “a@” (uVv onda “b” (uv onda “a” (uVv onda “b” (uVv
(mcd.s/m?) +DP) +DP) +DP) +DP)
Escotdpico 3.000 86,8 + 29,29 204,48 + 68,4 + 15,39 211,62 + 86,43
169,43
10.000 131+32,24 196,84 90,6 + 18,53 217,88 +
101,05 102,76
Fotdpico 3.000 9,2+2,17 64,4 +27,70 914,90 60,18 £ 36,35
10.000 14,6 £5,41 80,24+ 54,12 15,4 £ 4,45 99,8 + 68,08
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Também nao foram observadas diferencas significativas nas freqiéncias
respiratéria e cardiaca, temperatura retal, pressdo arterial média, pressao arterial

sistélica e diastdlica e saturagao de oxigénio parcial na hemoglobina.

Tabela 3.2- Valores médios do tempo implicito de ondas “a” e “b’ com desvio padrao

(DP) antes e apds suplementacgao dietética com clorofila

Antes Apos
Média do Média do Média do Média do
Intensidade do tempo tempo tempo tempo
flash implicito da implicito da implicito da implicito da
(mcd.s/m?) onda “a” (mseg onda “b” (mseg onda “a” (mseg onda “b” (mseg
+DP) +DP) +DP) +DP)

Escotdpico 3.000 12,92 +0,40 24,38 £ 0,87 13,7+0,76 28,48 £1,75
10.000 11,7+0,61 16,9 £7,15 12,24 +0,78 33,94 +£7,95
Fotdpico 3.000 10,38 + 1,27 23,52 £0,87 11,34+ 1,42 25,96 £ 4,83
10.000 15,94+ 12,90 25,26 +1,82 12,32+0,71 27,84 £ 2,61

3.5 Discussao

Como mencionado anteriormente, um estudo com ratos demonstrou
que apos fazer injecao intravenosa de clorina €6, a ERG destes animais apresentou
aumento na amplitude da onda “b” apds estimulo com luz vermelha. Com a
suplementag¢ao com clorina €6, a resposta a luz vermelha como a azul, a amplitude
das ondas “b” do ERG dobrou (Washington et al, 2007), fato que nao foi observado
no presente estudo, podendo este fato ser explicado por nao ter sido utilizada a

injegédo intravenosa de um derivado da clorofila e sim suplementagdo oral com
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clorofila. Possivelmente ndo ocorreu metabolismo da clorofila em clorina €6 no
organismo dos caes. Sabe-se que o derivado da clorofila utilizado pelos peixes do
mar profundo para enxergar a luz vermelha pode ser sintetizada pelos préprios
animais ou entao ser obtida pela dieta por meio da ingestdo de bactérias formadoras
de clorofila tais como a Chlorobium chlorophylls 660 e a Chlorobium chlorophylls

650, sendo o segundo microorganismo a opg¢ao mais plausivel (Douglas, 2000).

Outro fator alternativo que pode também ter influenciado a ndo observacao
de aumento de ondas no ERG no presente experimento foi a dose empregada que
foi de 1,23 gramas diarias de clorofila, sendo que em ratos foi utilizada 2,0
gramas/Kg de um metabdlito da mesma. Adicionalmente, como os pesos dos
animais variaram a dose total por animal em mg/kg também variou. Por fim, muito
embora a dose em mg/Kg tenha sido menor, nao foi realizado qualquer célculo que
levasse em consideracdo o metabolismo dos cées frente ao metabolismo dos ratos,

tais como formulas de extrapolagdo alométrica.

Embora uma melhora na funcdo néao tenha sido observada, nao foi possivel
descartar a possibilidade de incorporacdao de um derivado da clorofila na retina
nesta investigacao. No estudo anteriormente citado realizado em ratos
(Washington, 2007) as retinas foram dissecadas e o derivado da clorofila foi
localizado por meio de espectometria fluorescente. Na presente pesquisa este
procedimento ndo foi realizado, uma vez que os animais ndo sofreram eutanasia,
sendo que tais informacdes poderiam ser muito Uteis para identificar se o derivado
da clorofila também pode ser encontrado na retina de mamiferos maiores e mais
complexos, como cades. Em um préximo estudo estas informagdes poderiam ser
investigadas para melhor elucidar o papel da clorofila e seus derivados na

sensibilidade da retina a luz vermelha.
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Peixes dos mares profundos, devido a pouca penetragdo de luz solar, sdo
capazes de emitir a bioluminescéncia e identificar a luz. Embora a amplitude de
ondas maxima emitida de forma bioluminescente seja muito parecida com a
amplitude de ondas que chega ao fundo do mar (460 a 490 nm), existem excecgdes,
Malacosteus sp, Aristostomias sp e Pachystomias sp sao peixes que podem emitir
bioluminescéncia azul e vermelha (700 nm) em uma freqUéncia diferente dos
demais peixes. Um experimento conduzido com retinas seccionadas de
Malacousteus niger mostrou que existem somente dois pigmentos visuais nestas
retinas, que absorvem comprimentos de onda de 542 e 517 nm. Outros pigmentos
foram encontrados que mostram pico incomum de 667 nm, que é muito préximo a
bioluminescéncia vermelha do M. Niger. Segundo o autor, isso pode ocorrer devido
ao aumento da sensibilidade que ocorre quando dois pigmentos visuais conhecidos
que sao insensiveis a luz vermelha sao conjugados a um pigmento
fotosensibilizador, como, possivelmente, um derivado da clorofila encontrado nas

bactérias Chlorobium chlorophylls 660 e 650 (Douglas et al, 1999).

A possibilidade da suplementacdo com derivados da clorofila melhorar e
visdo noturna no espectro vermelho em mamiferos maiores e filogeneticamente
mais complexos tais como caes e seres humanos, é certamente empolgante, uma
vez que este espectro de luz ndo sensibilizada pelos bastbes. Este potencial achado
poderia ser aplicado posteriormente melhorar a eficiéncia do trabalho de pessoas
que exergam suas fungdes em baixa luminosidade tais como guardides noturnos,
mergulhadores, soldados e até mesmo astronautas. Nao podemos esquecer que
esta melhoria na visdo em baixas condi¢des de luminosidade ja foi demonstrada em
ratos e salamandras (Washington et al, 2007), sendo, portanto uma questdo de

tempo para esta realidade ser alcancada em seres humanos.
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Em cées a suplementacao oral ndo demonstrou qualquer alteracao no ERG,
nas condi¢des desta investigacao, fato que pode estar associado tanto ao método
de suplementacdo que foi utilizado quanto ao desenho experimental empregado.
Todavia, seguramente novos estudos poderiam ser realizados com cades e a
suplementacdo neste caso deveria ser feita por via intravenosa com o mesmo
composto utilizado por Washington et al (2007), a clorina €6, com doses
individualmente calculadas por métodos que levem em consideracao as diferentes

taxas metabodlicas dos animais.
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4. USO DA LUTEINA EM ANIMAIS E PESSOAS

Resumo

A degeneracdo macular relacionada a idade e catarata nuclear senil sdo as
principais causas de cegueira irreversivel e reversivel, respectivamente, em
pessoas sendo que tais doencas estdo relacionadas ao estresse oxidativo. As
espécies reativas de oxigénio formadas neste processo podem ser combatidas com
substancias antioxidantes, como os carotendides. A luteina € um carotendide, néo
convertido em vitamina A, encontrado em vegetais folhosos verde escuros e em
algumas frutas. Estudos mostram que a luteina, presente na macula e retina de
seres humanos, é capaz de prevenir e tratar doencas degenerativas oculares como
as citadas anteriormente. Em cdes e gatos o uso deste carotendide demonstrou
estimular o sistema imune aumentando muitas respostas imunoldgicas apds

desafios.

PALAVRAS-CHAVE: carotenoide, antioxidante, imunidade
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4.1 The use of lutein dietary supplementation in animals and human beings

Abstract

Age related macular degeneration and senile nuclear cataracts are important
causes of blindness in human beings, and both these illnesses are associated to
oxidative stress. The reactive species of oxigen made in these processes can be
annulated by antioxidants like carotenoids. Lutein is a carotenoid, found in dark
green vegetables and in some fruits. Some studies show that lutein, which are
present in the human macula and in the retina, can help treating and preventing
some degenerative illnesses, like senile nuclear cataracts and age related macular
degeneration. In dogs and cats the use of this carotenoid was shown to stimulate the

imune system, increasing the imunologic answers after challenges.

Key words: carotenoid, antioxidant, imunity

4.2 Introducao

A nutricdo possui um grande efeito na imunidade e saude dos animais. O
grupo de vitaminas composto por vitamina E, vitamina C e carotendides possuem
atividades antioxidantes potentes contra espécies altamente reativas como o radical
anion superoxido (Oy), radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H20,) e
oxigénio singlete (O.), que sao continuamente produzidos pelo metabolismo

aerdbico celular.
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A luteina, assim como a zeaxantina, € um carotendide mais polar que a
maioria dos carotendides devido ao fato de possuir grupos hidroxilas no anel ciclico
com duplas ligacbes conjugadas que agem como antioxidantes. Este carotendide
nao pode ser convertido em vitamina A e sua presenca nos tecidos animais é devido
a ingestao de plantas, uma vez que nao é sintetizado nos tecidos animais (Khachik
et al.,1997) A luteina pode ser encontradas em vegetais verdes como espinafre e a
couve e também em algumas frutas, como o abacate. No plasma de pessoas, 0s
principais carotendides encontrados sdao os P-carotenos, junto com o licopeno. A
luteina é encontrada em vegetais com folhas verde-escuro como couve e espinafre,
e varios estudos mostram que a concentracado deste carotendide é superior do que
a de B-caroteno (Castenmiller, 1999) embora outros estudos afirmem o oposto

(Chopra,2000).

Pesquisas mostram que os carotendides, observados no plasma de seres
humanos, ndo sao encontrados no plasma de canideos domésticos. Outros estudos
relatam existir pequena quantidade de B-caroteno no sangue de caes (Chew, 2000).
Na macula da retina de seres humanos encontra-se somente luteina e zeaxantina
em exclusao de outros carotendides, e € o local onde se encontra a maior proporgao
destes compostos (Schmitz et al., 1993). A luteina é transportada no sangue por
lipoproteinas, principalmente pelo HDL. Evidéncias sugerem que a luteina chega até
a retina, onde tem principal sitio de agao, carregada pelo HDL. Recentes estudos
mostram que algumas espécies de HDL que contém apolipoproteina E carream
luteina e zeaxantina para a retina (Jonhson et al., 2008). Esta revisdo teve por
finalidade relatar o uso da luteina em animais e em pessoas, demonstrando sua

importancia para a medicina e para a medicina veterinaria.
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4.3 Desenvolvimento

4.3.1 Prevencéo do desenvolvimento de catarata e degeneragcdao macular

A luteina, bem como a zeaxantina, pode reduzir o risco e retardar o
desenvolvimento de duas doencas oculares em seres humanos: catarata e
degeneracdo macular. Estas doencas ocorrem porque o estresse oxidativo € alto
devido a alta intensidade de luz e também devido a alto metabolismo que a retina
possui. As propriedades antioxidativas da luteina retardam tal estresse, pois
diminuem a quantidade de oxigénio que penetra nas membranas (Young et

al.,2001).

A luteina e o pB-caroteno eliminam radicais peréxidos e demonstram
propriedades antioxidantes em testes realizados in vitro (Sujak,1999). Devido as
propriedades antioxidantes anteriormente citadas, a luteina, assim como outros
carotendides, diminui o risco de doencgas cardiacas. A luteina pode diminuir a
adesao de moléculas na superficie do endotélio da carétida de seres humanos, bem
como diminuir a adesao de mondcitos in vitro em modelo de artéria (Martin et

al.,2001. Dwyer et al.,2001).

Os radicais livres - moléculas independentes com dois ou mais elétrons
pareados nos orbitais externos, sao produzidos durante os processos metabdlicos e
atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas reagdes bioquimicas.
O fato de ter elétrons livres nos orbitais externos faz com esta molécula seja
altamente reativa e possua agao oxidante As organelas citoplasmaticas, onde

ocorre a maioria das reacdes bioquimicas, produzem alta quantidade de radicais
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livres quando metabolizam oxigénio, nitrogénio e cloro. Os radicais livres quando
produzidos em excesso podem causar danos celulares que levam a varias doencas
e para prevenir o organismo da acao deletéria desses sdo utilizadas moléculas
antioxidantes. Os antioxidantes conhecidos sdo a vitamina C, a glutationa, o acido
arico e os carotendides. Dentro os radicais livres o radical hidroxila € o mais reativo

na inducao de lesdes nas células (Shami e Moreira, 2004).

A luteina é um carotendide capaz de dissipar a energia dos radicais
livres e sequestrar o oxigénio singlete, protegendo assim as membranas protéicas,
moléculas de lipidios, proteinas de baixa densidade, proteinas e o DNA celular dos
ataques dos radicais livres como no caso da degeneracdo macular ligada a idade.
Segundo Dagnelie et al.(2000) este pigmento protege os fotorreceptores foveais ao
filtrar a luz azul prejudicial a méacula, reduzindo em 40% a incidéncia da luz danosa
a retina.O principio da protecdo conferida pela luteina contra reacdes de
fotossensibilizacdo baseia-se num mecanismo de transferéncia de energia, que
devolve o oxigénio singlete ao seu estado basal. O retorno da luteina triplete ao seu
estado original, pela dissipacdo de energia na forma de calor, torna possivel a

reacdo com outro oxigénio singlete.

As reacdes em cadeia dos radicais peroxidos podem ser interrompidas pelos
carotendides através de trés possiveis mecanismos: por transferéncia de elétrons,
doacéao de hidrogénio ou por adicao. Sob uma tensdo adequada de oxigénio o curso

das reacdes se completa.

4.3.2 Estimulo da imunidade em cdes e gatos

A luteina pode ser adicionada na dieta estimulando assim a resposta

humoral e mediada por células. Um estudo realizado com caes mostrou aumentou
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da concentracao da luteina plasmatica apds 12 semanas de suplementacao. Houve
aumento também na proliferacdo de linfocitos e na porcentagem de células que
expressam CD5, CD4, CD8 bem como a expressao de complexos MHC de classe |l.
Nos caes submetidos a desafio vacinal houve aumento da producéo de IgG e nao
em nada afetou a producéao de IgM ou IL-2 . Também houve aumento na resposta
de hipersensibilidade tardia ap6s 6 e 12 semanas de suplementagdo com luteina a

20 mg por dia (Kim et al.,2000).

Felinos suplementados com luteina na dieta mostraram aumento na
concentracdo da luteina plasmatica. A concentracdo de IgG aumentou
significativamente até 8 semanas em gatos suplementados com 1mg e até 12
semanas em gatos que ingeriram 10 mg diariamente. Assim como foi mostrado em
caes, a hipersensibilidade tardia aumentou até 6 semanas apds o tratamento porem
nao persistiu ate 12 semanas. Houve proliferacdo de linfécitos e aumento nas
células que expressam CD4 e CD21, mas neste estudo nao foi mostrado alteracao
na contagem de IL-2 (Kim et al.,2000). Em um estudo realizado por Hughes et al.
(2000) a luteina ndo demonstrou poder de aumentar o numero de mondcitos,

enquanto o B-caroteno apresentou tal resultado.

Trés estudos conduzidos por Chew et al, (2000) mostraram que apds
administracdo oral de B-caroteno o pico plasmatico deste antioxidante foi entre 12 e
24 horas, sendo a meia-vida entre 12 e 30 horas. Apds o sétimo dia de alimentacao
com [-caroteno, observou acumulo de 40 a 52% deste nas mitocondrias de
leucécitos com pequenas quantias nos microssomos, citosol e nucleo. Gatos
domésticos podem absorver o B-caroteno através da membrana intestinal e entao

transferir para leucécitos periféricos sanguineos e suas organelas.
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Estudos semelhantes realizados por Chew et al, (2000) com caes da racga
beagle demonstrou aumento de neutréfilos e linfocitos em caes suplementados com
B-caroteno. Os caes também mostraram capacidade de absorver o beta caroteno e

transferi-lo para citosol, mitocdndrias e nucleo de linfocitos e neutrofilos.

O B-caroteno aumenta o numero de células T helper e aumenta a expressao
de receptores de IL-2 em células natural killer (Alexander et al, 1989). O B-caroteno

também aumenta a proliferacédo e inducao de células T citotéxicas em ratos (Seifter,

1982).

4.3.3 Prevenc&o de doencas tumorais

A luteina é um carotendide encontrado no plasma de seres humanos e de
alguns animais e possui propriedades capaz de modular a imunidade e prevenir e
tratar algumas doencas: tumores mamarios tiveram crescimento interrompido em
ratos tratados com luteina (Chew et al., 1996). Também em ratos foi observado
prevencdo da peroxidacdo lipidica (Stahl et al.,, 1996). Park et al.,(1998)
demonstraram que ratos suplementados com 0,02% de luteina tiveram diminuicdo
na freqiéncia de tumores mamarios, bem como no crescimento e laténcia dos

mesmaos.

Carotendides como a-caroteno, B-caroteno e luteina, mas nao o licopeno,
estdo associados com a diminui¢do dos riscos de canceres do epitélio, como da
cavidade oral, faringe, laringe, pulmao, esbéfago, estbmago, pancreas e cérvix. O
licopeno mostrou associacao com a diminuigéo do cancer de prostata (Giovanucci et

al.,1995).
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Os carotendides diminuem o risco de surgimento de cancer devido ao fato de
removerem radicais livres, sendo antimutagénicos e proporcionando melhora no
sistema imune. Sllatery et al., mostraram que pacientes que possuiam cancer de

co6lon melhoraram com luteina.

4.3.4 Degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI)

A degeneracao macular relacionada a idade (DMRI) é a causa mais comum
de cegueira em pessoas idosas de paises desenvolvidos. Nesta doenca ocorre um

desequilibrio de mediadores angiogénicos, peptideos, citocinas e proteinas.

Muitos sdo os tratamentos propostos para a DMRI como: fotocoagulacédo a
laser, translocagcdo macular, cirurgia submacular, protrombose mediada por
indocianina. O primeiro agente terapéutico aprovado pelo FDA é o aptamero
pegaptanib sodio (Macugen®), que inativa a isoforma fundamental para a
angiogénese intra-ocular: VEGF165. Também existem outros inativadores de VEGF
como ranibizumab RhuFab V2 (Lucentis®) e bevacizumab (Avastin®) (Rodrigues et

al., 2006).

Estudos sugerem que esta doenca esta relacionada a espécies reativas de
oxigénio e que carotendides como a luteina e a zeaxantina protegem a macula de
seres humanos de danos oxidativos (Ward et al., 2008). Muitos estudos
epidemiologicos demostram a relacao inversamente proporcional que existe entre o
consumo de uma dieta rica em antioxidantes- vitamina C e vitamina E, e o

desenvolvimento da catarata nuclear (Leske, 1991). Olhos autopsiados que
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apresentavam degeneracdo macular continham 30% menos luteina que olhos

normais (Landrum et al, 1996).

A luteina e a zeaxantina sdo os Unicos carotendides que estdo concentrados
na macula e nas lentes do olho humano. A densidade do pigmento macular esta
diretamente associada com a acuidade visual e inversamente associada com a
densidade das lentes. A densidade do pigmento macular pode ser aumentada pela
ingestdo de vegetais contendo luteina, como o espinafre, e também pela
suplementacao desta. A baixa densidade do pigmento é um fator de risco para o
desenvolvimento da degeneracado, pois permite um maior dano causado pela luz
azul (Larson et al., 2009). A densidade do pigmento macular também pode ser
aumentada com suplementacdo dietética de luteina por 80 dias (Landrum et al.,
1996). Também Johnson et al., 2008 observaram aumento na densidade do
pigmento macular apés suplementacdo de luteina com acido docosahexaendico
durante 4 meses. A luteina aumenta a densidade ecentricamente enquanto que o
acido docosahexaenoico aumenta no centro. Em suplementagdes feitas por 140
dias observou-se aumento entre 21 e 39% na densidade do pigmento macular, que
correspondeu a 30 a 40% menos danos na retina resultante da luz azul,
aumentando a absorbancia de luz em 1,13 £ 0,12 unidades de miliabsorbancia/ dia

(Landrun et al., 1997)

A luteina e a zeaxantina possuem a capacidade de se ligar aos radicais
hidroxila e superéxido, protegendo as células epiteliais da lente contra a
peroxidagao lipidica induzida por raios ultravioleta. A quantidadade de carotendides
presente na retina e na lente sdo reflexo da densidade 6tica destes carotendides na

macula ocular (Moeller et al., 2008).
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A alta ingestao de luteina e zeaxantina esta relacionada com um menor risco
de desenvolver degeneracdo macular. Também diminui em 19% em homens e 22%

em mulheres o risco de desenvolver catarata (Seddon et al., 1994).

Em diabéticos as concentracbes séricas de luteina/zeaxantina e licopeno e
as concentragdes de luteina e zeaxantina na retina ficam diminuidas ( Em adultos
jovens a retinopatia relacionada a diabetes é a causa mais comum de cegueira. A
hiperglicemia aumenta o estresse oxidativo gerando espécies reativas de oxigénio
na retina. Pessoas e animais diabéticos possuem maior concentracdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) na retina e no vitreo sendo este aumento
relacionado com a retinopatia diabética. Em diabéticos também observa-se
elevados niveis de moléculas de adesdao ICAM — 1, bem como outros fatores

inflamatérios (Kowluru et al, 2008).

Um estudo desenvolvido pelo AREDS (Age-Related Eye Disease Study)
mostrou que a combinagéo de vitamina C 500 mg, vitamina E 400Ul, beta caroteno
15 mg, 6xido de zinco 80 mg e 6xido cuprico diminuiu o risco da progressao da

DMRI em 25% e diminuiu o risco de diminui¢do da visdo em 27% (Cho et al., 2001)

4.3.5 Catarata relacionada a idade em seres humanos

A catarata relacionada a idade € um disturbio que ocorre no cristalino, sendo
mais comum conforme aumenta a idade. O cristalino possui um centro com baixa
exposi¢do ao oxigénio, sendo exposto ao estresse ambiental e também ao estresse

do préprio olho em si. Os mecanismos que iniciam a formacao deste tipo de catarata
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sdo desconhecidos, muito embora estudos indiguem que cada tipo de catarata

tenha uma patofisiologia propria (Andley et al, 2000)

Uma das principais causas da catarata nuclear senil é o estresse oxidativo,
que ocorre quando danos e mudancas ocorrem no cristalino do olho devido a
oxidagao. As principais espécies reativas de oxigénio sao: radical &nion superdxido
(O2) , H20- e radical hidroxila (OH"). Também ocorre formacao de oxigénio singlete,
devido a fotoxidacdo. O anion superéxido é formado na mitocéndria, durante a
cadeia transportadora de elétrons ou durante o processo de inflamacao. Este radical
liga-se a proteinas causando perda de funcao bioldgica. O radical hidroxila pode
reagir com lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos . O perdxido de
hidrogénio tem a habilidade de atravessar membranas e danificar células, sendo
considerado como a espécie reativa mais comum e mais prejudicial para os

sistemas bioldgicos, inclusive para o cristalino (Eagle e Spencer, 1997)

Para reparar os danos oriundos da oxidacao, as lentes possuem sistemas
enzimaticos, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalases, além de
sistemas nao enzimaticos como as vitaminas E e C, glutationa e carotendides. Tais
sistemas anteriormente citados podem destruir proteinas defeituosas e também
reparar os acidos nucléicos. A enzima tioltransferase tem o poder de manter as
lentes reduzidas por clivar pontes dissulfeto formadas na oxidacao das proteinas do
cristalino. Entre os antioxidantes moleculares a glutationa € a mais importante
(GSH) e também se encontra em abundancia nas lentes, porém conforme a idade
de uma pessoa vai avangando a sintese de GSH declina e predispde ao surgimento
de danos oriundos do estresse oxidativo. Um cristalino com catarata relacionada a

idade possui deplecéao de 60% de sua GSH (Andley et al, 2000).
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Muitas sdo as evidéncias que relacionam este tipo de catarata com a

oxidacao. A seguir serao discutidas algumas destas evidéncias.

1) Danos as proteinas do cristalino.
Em lentes jovens nado sdo observados sinais de oxidacdo nas proteinas
citosolicas ou de membrana, enquanto que em lentes com mais idade sao
observado sinais de oxidacao nas proteinas de membrana.

2) Danos aos mecanismos de defesa
Observa-se perda de 60% de glutationa em lentes de pessoas acima de 70
anos de idade.

3) Danos as membranas.
Ocorre oxidagdo das membranas lipidicas em lentes com catarata. Nestas
pode-se observar aumento de esfingomielina e diminuigcdo da fosfatidilcolina
que aumenta a rigidez das membranas. Tais mudancas, entre outras, podem
influenciar e alterar a funcdo de algumas enzimas que estdo associadas a
membrana plasmatica como a Na’K* ATPase e Ca®*ATPase (Eagle e

Spencer, 1997)

Um estudo conduzido por Moeller et al.(2008) mostrou que mulheres entre 50
e 79 anos que consumiram uma dieta com luteina e zeaxantina durante 7 anos
mostrou prevaléncia 23% menor no desenvolvimento de catarata nuclear. Entre
estas mulheres as que consumiram uma quantidade maior da mistura dos
carotendides luteina e zeaxantina obtiveram 32% menos chances de desenvolver
catarata nuclear. Este estudo mostra que dietas ricas em luteina e zeaxantina
apresentam moderado decréscimo na prevaléncia do desenvolvimento da catarata

nuclear. A catarata nuclear é o tipo de catarata mais comum entre americanos
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idosos e também a causa mais comum de procedimentos cirdrgicos realizados

devido as cataratas.

4.4 Conclusoes

A luteina € um carotendide encontrado na natureza em frutas e verduras com
alto poder antioxidante. Por se ligar a radicais livres no olho de ser humano previne
duas das principais causas de cegueira no mundo: catarata nuclear senil e
degeneracao macular relacionada a idade. Em caes e gatos observa-se aumento na
resposta imune. Alimentos industrializados adicionados de luteina estdo a venda no
mercado com a promessa de reduzir ou prevenir o surgimento de cataratas, porém
nada ha descrito sobre seu uso em doencas oculares destes animais. Inicialmente
cabe aqui ressaltar que a degeneracdo macular n&o ocorrer em pequenos animais.
Além disso, muitos veterinarios prescrevem a luteina no combate a atrofia de retina
progressiva, uma doenca de cunho genético com etiologia completamente diferente
da degeneracao macular. Portanto, estudos oftalmicos com animais devem ser
feitos para verificar se a luteina também tem poder de prevenir e tratar quaisquer

doencas oculares em cées e gatos.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O uso da eletrorretinografia em animais no Brasil ainda é recente e
necessita de muitos estudos. No que diz respeito a anestesia para este
procedimento, muitos s&o os protocolos que podem ser utilizados, contudo o estudo
com anestesia peribulbar em caes mostrou que esta técnica pode ser utilizada para
se obter uma excelente centralizagcdo do globo ocular sem abolir a resposta
eletrorretinogréfica, tornando-se entdao muito util para oftalmologistas e anestesistas,
que podem escolher por opdes mais seguras de anestesia geral sem interferir no
exame eletrorretinografico. Neste experimento observou-se um interessante
aumento na amplitude de onda “a”, sendo, no entanto necessarios para estudos

para elucidar o mecanismo fisioldgico que fez com que este evento acontecesse.

O uso da clorofila, neste estudo, ndo demonstrou alteragdes significativas nas
respostas eletrorretinograficas. A nao modificacdo pode ser devido ao desenho
experimental e doses utilizadas. No entanto, sabemos que ratos e salamandras tém
sua visdo melhorada no escuro, em especial por conseguirem enxergar a luz
vermelha — que nao sensibiliza os bastées de mamiferos. De fato novos estudos
Sa30 necessarios para que possamos avaliar se esta condicao também é valida para

mamiferos superiores.

O uso da luteina é comprovadamente eficaz em seres humanos para
combater e tratar doencas degenerativas oculares. Em animais, poucos sao os

estudos com este componente, sendo estes voltados para a resposta imune. Na
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oftalmologia veterinaria ndo existem estudos utilizando a luteina, muito embora
produtos comerciais estejam sendo vendidos com a promessa de melhora nas
condigbes de esclerose nuclear do cristalino em cées. Fazem-se necessarios
estudos que avaliem se a luteina possui os mesmo beneficios quando utilizada em

caes e gatos.
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6. ANEXOS
Veterinary Ophtalmology (2010) 13,6, 407- 423

Abstracts: 41%' Annual Metting of the American College of Veterinary
Ophtalmologists, San Diego, CA, USA. October 6-9, 2010

ABSTRACT NO.: 038

The effects of lidocaine peribulbar block on dog scotopic
ERGs

M Bacellar, T Charello, L Bevilacqua and F Montiani-Ferreira
Medicina Veterindria, UFPR, PR, Brazil

Purpose: To investigate possible ERG response changes after lidocaine peribulbar anesthesia.
Methods: Eleven German Shepherd dogs (eight males and three females with a mean age of
3 years) were used. Acepromazine (0.05 mg/kg I'V) was used as pre-medication. Anesthesia was
induced with tiletamine/zolazepan (5 mg/kg IM) associated with diazepam (0.5 mg/kg IM).
Elet.tl’!ll’etil‘lugfdﬂlh (ERGs) (HMsERG; Ret‘TetftJr[! Inc., MO, USA) were performed after a
ZU min dark adaption. Flash intensities for scotopic ERG dl‘ld]} .c.ct] were: 3000 and 10 000 med.s/

*. After the first ERG pmtuu:l peribulbar blocks u&lng 2% lidocaine were performed, under
renl light illumination, ualng the double trans- LtJnJunLtn al injection teLhnlL{ue (with a 25 mm,
25 needle). Mean injection volumes used were 4.73 mL in the superior point and 4.43 mL in
the lower point. The same ERG protocol was repeated 20 min after the first ERG protocol and
8 min after the peribulbar block. Qtatihtiulanal} ses were performed using a t-test. Results: The
following changes were observ f:Ll An increase of the mean a-wave amplitude with intensities
of 3000 and 10 000 med.s/m? (from 80.9 = 235 to 1422 =+ 744 uV and 115.2 = 30.7 to
148.7 £ 32.7 uV, respectively), a decrease of the mean a-wave implicit time (from 13 £ 0.6 to
11.8 = 1.1 mseg and 11.6 = 0.5 to 10.6 = 0.7 mseg) and an 1nLre.1~.e of the mean b-wave implicit
time (from 17.4 = 7 to 24.4 = 3.4 mseg) with a 10 000 mcd. s/m°. Conclusions: Peribulbar
block with lidocaine caused an unexpected increase in a-wave ERG responses.
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