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RESUMO

A presente tese de doutorado esté dividida em quatro capitulos. O primeiro
capitulo € uma introducéo onde séo justificados cada um dos capitulos seguintes, se
aborda a oftalmologia de animais selvagens e a oftalmologia comparada, e discute-
se 0 uso de animais em experimentacdo. As espécies estudadas na presente tese
sao identificadas, caracterizadas e apresentadas.

O segundo capitulo trata de um artigo publicado no periddico Veterinary
Ophthalmology onde sdo comparados trés diferentes métodos de mensuracao da
fracdo aquosa do filme lacrimal. O animal modelo utilizado nesta pesquisa foi 0
sagui-de-tufo-preto. Dois dos métodos utilizados no experimento sdo tradicionais e o
terceiro € uma nova proposta, util na mensuracéo lacrimal de animais com olhos de
pequenas dimensdes onde 0os métodos convencionais impdem modificacdes que
resultam na impossibilidade de comparacao dos resultados obtidos. O método
proposto faculta a sua aplicacdo em qualquer localidade, pois utiliza material
padronizado e disponivel no comércio internacional (pontas de papel endodéntico
padronizadas). O método proposto € inovador e apresenta potencial de
aplicabilidade em diversas espécies de interesse em oftalmologia veterinaria e em
espécies como o camundongo, que dispde de linhagens utilizadas como modelo
experimental para olhos secos nas quais até o0 momento néo era possivel mensurar
a fracdo aquosa do filme lacrimal de maneira eficiente e que permitisse a analise
comparativa entre individuos e outras espécies.

O terceiro capitulo trata de artigo submetido ao periédico Veterinary
Ophthalmology. No artigo séo estabelecidos valores de referéncia do comprimento
horizontal da fenda palpebral em cinco espécies animais de pequeno porte sendo
duas aves, dois roedores e um réptil. E utilizado o método das pontas de papel
endodontico padronizado para a mensuracéo da fragcdo aquosa do filme lacrimal e
sao estabelecidos os valores de referéncia para as cinco espécies.

O quarto capitulo descreve o aparato ocular de trés espécies de primatas
neotropicais, o sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata), 0 mico-de-cheiro (Saimiri
sciureus) e o macaco-da-noite (Aotus azarae infulatus). Aborda os valores de
referéncia das medidas oftalmicas anatémicas e fisioldgicas, gerando informacdes
Uteis para o oftalmologista de animais selvagens. E proposto um indice inovador,
composto pela razao entre o diametro da cornea e o comprimento axial do bulbo
ocular que esta relacionado com o habito de vida da espécie quanto as atividades
diurnas ou noturnas.

Palavras-chave: Oftalmologia. Animais selvagens. Primatas. Teste lacrimal da ponta
de papel. Ultrassonografia. Atividade diurna e noturna.



ABSTRACT

This doctoral thesis is divided into four chapters. The first chapter is an
introduction which brings a justification for each of the following chapters covering
compared ophthalmology investigations using wild and laboratory animals. Each of
the several species studied in this thesis are identified, characterized and presented
in this chapter before each experiment.

The second chapter refers to an article already published in the Veterinary
Ophthalmology journal. In this investigation three different techniques of measuring
the aqueous fraction of the tear film are compared. The animal model used in this
study was the black-tufted marmoset. Two of the methods used in the experiment are
traditional and the third one is a new original proposal, a technique useful to measure
tear production in animals with small eyes. The proposed method can be applied and
is available in any global location, because it uses materials available in international
trade (standardized endodontic paper points). The proposed method is innovative
and has potential applicability in several species of interest in veterinary
ophthalmology and also in laboratory species such as mice. Mice have been used as
experimental models for dry eye. Until then, using the old techniques, it was not
possible to efficiently measure the aqueous fraction of the lacrimal film and make
comparisons among individuals and other species.

The third chapter refers to a paper that has been submitted for publication in
the Veterinary Ophthalmology journal. The investigation establishes reference values
of the horizontal length of the palpebral fissure in five species of small wild and
laboratory animals, being two birds, two rodents and one reptile. The standardized
endodontic paper point method was used to measure the aqueous fraction of the tear
film and later reference values for the five species were established.

The fourth chapter describes selected biometric parameters of the eye of three
different species of neotropical primates, the black-tufted marmoset (Callithrix
penicillata), the squirrel monkey (Saimiri sciureus) and the owl monkey (Aotus azarae
infulatus). The normal ranges of anatomical and physiological ophthalmic parameters
of such species are discussed, producing useful panel of information for the wildlife
ophthalmologist. A novel ocular morphology index is proposed consisting of the ratio
of corneal diameter and axial ocular length is established for these species,
connecting activity pattern (diurnal x nocturnal) with particular eye shapes and
dimensions.

Keywords: Ophthalmology. Nonhuman Primates. Standardized endodontic absorbent
paper point tear test. Ultrasonography. Diurnal and nocturnal animals.
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1 INTRODUCAO

O grande mundo dos vertebrados é composto por aproximadamente 47.668
espécies distribuidas entre os grupos nao filogenéticos chamados comumente de
peixes (24.587 spp.), anfibios (4.310 spp.), répteis (5.971 spp.), aves (8.750 spp.) e
mamiferos (4.050 spp.) (POUGH, HEISER e MCFARLAND, 1999). Se imaginarmos
que esta é apenas uma parte da diversidade de oportunidades que a oftalmologia
comparada tem como desafio de estudo, podemos ter ideia da magnitude do
esforco. Naturalmente, neste breve raciocinio estamos excluindo o enorme mundo
dos invertebrados que também é objeto de interesse da oftalmologia comparada.

De modo geral a literatura cientifica € escassa no que tange a animais
selvagens e suas caracteristicas médicas. Esta caréncia de dados e informacdes
basicas € responsavel pela dificuldade nos avancgos clinicos e cirdrgicos por nao
haver informacgfes suficientes para o estabelecimento de padrfes analiticos e de
valores de referéncia.

A oftalmologia tornou-se uma especialidade médica bastante relevante no
manejo sanitario de animais selvagens e exoéticos. Nos ultimos tempos, os bulbos
oculares de algumas espécies de animais exéticos e de laboratorio se mostraram
interessantes modelos experimentais para a compreensao do funcionamento da
visdo e também para o estudo de doencas genéricas que possam acometer o olho
humano. Por conta da expansao do mercado licito de fauna exética, da melhoria dos
cuidados médicos destinados a espécies ameacadas de extingdo, nos zooldgicos e
da popularizacdo de animais selvagens como animais de estimacao, tornou-se uma
real necessidade na atual pratica veterinaria, profissionais capazes e habeis em
examinar, diagnosticar e tratar especificamente os olhos dos animais exoticos e
selvagens (MONTIANI-FERREIRA, 2007).

Com excecdo das aves e dos répteis cujos olhos apresentam certas
particularidades anatdmicas e fisioldgicas, as doencas oftadlmicas nos mamiferos
exoéticos sdo muito similares aquelas observadas em seus parentes domésticos.
Contudo, mesmo ao se considerarem estas duas classes impares (aves e répteis), o
bulbo do olho de todos os animais selvagens, de maneira geral, ainda apresenta
muito mais semelhancas do que diferencas. Assim sendo, os olhos de quaisquer

vertebrados apresentam as mesmas estruturas fundamentais, que consistem de trés
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camadas concéntricas (tunica fibrosa: cérnea e esclera, tunica média ou Uvea e a
tunica neural ou retina) e o cristalino (MONTIANI-FERREIRA, 2007).

Para a pratica da oftalmologia de animais selvagens, além de um
conhecimento especifico adequado quanto a anatomia, biologia, fisiologia,
comportamento e nutricdo, o dominio do manejo, da contencéo e da anestesia das
espécies de interesse é fundamental.

A caréncia de literatura no que tange a valores de referéncia dos parametros
basicos de diferentes espécies de animais selvagens, dos exames oftalmicos
padrdes tais como: a fracdo aquosa do filme lacrimal, as medidas oculares aferidas
com paguimetro convencional, com ultrassonografia nos modos A e B, a espessura
da cornea, a pressdo intraocular, a sensibilidade da superficie da coérnea,
correspondem a uma lacuna que prejudica severamente a qualidade dos
procedimentos clinicos e cirdrgicos da oftalmologia dos animais selvagens.

A pesquisa oftalmoldgica em animais selvagens também tem uma vertente
cientificamente interessante no sentido de produzir conhecimento que pode ser util
para o entendimento dos processos evolutivos. O conhecimento detalhado do
aparelho visual, incluida sua anatomia, fisiologia e histologia, consistem numa
grande ferramenta, que pode ser utilizada para o esclarecimento dos intrincados
processos evolutivos das espécies animais.

O aprofundamento do conhecimento oftalmolégico de animais selvagens
também podera render a identificacdo de modelos experimentais para o estudo de
doencas oculares de seres humanos.

Alguns parametros basicos como a mensuracdo da fracdo aquosa do filme
lacrimal sdo de dificil avaliacdo, especialmente em animais de pequeno porte
(particularmente nos pequenos mamiferos e aves passeriformes), devido a
reduzidas dimens6es do comprimento horizontal da fenda palpebral quando € menor
ou igual a largura da fita padrdo do teste lacrimal de Schirmer, que mede cinco
milimetros. Para contornar esta dificuldade, as técnicas tradicionais como o teste
lacrimal de Schirmer tém sido modificadas de diversas formas, disto resulta a
producdo de resultados n&o comparaveis, decorrentes de protocolos néo
padronizados.

Portanto o estabelecimento dos valores de referéncia dos bulbos oculares e
dos parametros fisioldgicos é fundamental para o embasamento da oftalmologia

destas espécies ndo convencionais.
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Os roedores sdo amplamente utilizados como animais de experimentacao
cientifica, entretanto, os seres humanos e os roedores compartilharam ancestrais
comuns ha longinquos 75 milhdes de anos, ao passo que nos separamos dos
demais Primatas ha apenas 40 milhdes de anos. Somos, portanto muito mais
préximos dos demais primatas do que dos roedores. Esta proximidade e semelhanca
sdo importantes e até fundamentais em pesquisas onde se exige uma estreita
relacdo genética (SASAKI et al.,, 2009). Os primatas, portanto sdo modelos
experimentais interessantes para a pesquisa médica.

O Brasil detém a posicdo de campedo mundial de diversidade em primatas,
totalizando 107 espécies (CHIARELLO, 2008). Apesar disto, investimentos limitados
tém sido feitos na pesquisa deste grupo animal de grande importancia, seja pela
riqueza de espécies, seja pela proximidade filogenética com o homem e pelo
consequente compartilhamento de doencas.

Existem apenas trés centros de primatologia no Brasil: o Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro, ligado a FEEMA, o Centro Nacional de Primatas
(CENP) ligado ao Instituto Evaldo Chagas em Ananindeua, Pard e o Centro de
Primatologia da Universidade de Brasilia (UnB). O CENP € o Unico dos trés, dotado
de estrutura para pesquisa cientifica voltada especificamente para biomedicina,
sendo que os primatas séo utilizados como modelos experimentais para pesquisas
médicas de interesse humano. O Centro de Primatologia do Rio de Janeiro é voltado
a conservacdo de espécies ameacadas, historicamente tem passado por graves
dificuldades financeiras. Apresenta um quadro funcional insuficiente e caréncia de
recursos, sobrevive unicamente em fungao dos esforgos, entusiasmo e dedicagéo do
grande primatologo, Dr. Alcides Picinatti. O Centro da UnB é institucional, ligado ao
IBAMA tendo poucos recursos e estrutura minima.

Uma caracteristica marcante da familia Callitrichidae é a presenca de
ornamentos de cabeca como tufos, cristas, jubas e bigodes, que aparecem em
varias espécies; possuem garras nos membros toracicos e pélvicos, que as auxiliam
ao escalar os troncos das arvores, bem como o forrageamento de insetos e
pequenos vertebrados. Essa familia € conhecida por possuir as menores espécies
de primatas com pesos que variam de 100g (Cebuella pigmea) a cerca de 600g
(género Leontopithecus). Possuem cauda longa, por vezes maior que o0 comprimento
do corpo e ndo preénsil. O género Callithrix se distingue dos Saguinus e

Leontopithecus por possuir mandibula e dentes diferenciados e especializados que
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perfuram troncos de arvores em busca de exsudatos, latex ou goma das arvores.
Porém a formula dentaria dos trés géneros é a mesma: | 2/2, C1/1, P3/3, M2/2 = 32
(VERONA e PISSINATTI, 2006).

O sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) € um pequeno primata do Novo
Mundo que, devido a suas caracteristicas de pequeno tamanho, e disponibilidade
biolégica unica (MANSFIELD, 2003), tem atraido consideravel atencdo como um
animal com potencial utilidade na pesquisa biomédica especialmente nas areas
como neurociéncia, pesquisas com células tronco, toxicologia, imunidade e doencas
autoimunes, além da biologia reprodutiva. Os saguis tém uma gestacao
relativamente curta (x144 dias), atingem a maturidade sexual aos 12-18 meses, e as
fémeas tém 40-80 partos durante a sua vida. Assim, a aplicacdo de técnicas
transgénicas para saguis podem ser viaveis, o que facilitara o estudo de doencas
humanas. Contrastando com isto, os primatas do Velho Mundo, mais comumente
utilizados, tais como o macaco-rhesus (Macaca mulatta) e o macaco-cynomolgus
(Macaca fascicularis), cujas fémeas atingem a maturidade sexual apenas com cerca
de trés anos e tém menor descendéncia (x10 filhotes) ao longo da vida. Desta
maneira, apesar dos saguis serem filogeneticamente mais distantes dos seres
humanos do que os primatas do Velho Mundo, o seu potencial como modelos
transgénicos para doencas humanas tem um significado muito valioso (SASAKI et
al., 2009).

O mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) é também um primata de porte pequeno e
hébitos sociais que se presta ao uso como animal de experimentacao sendo a maior
populagdo mantida no Centro Nacional de Primatas (Dr. José Muniz — inf. pessoal).

O macaco-da-noite (Aotus azarae infulatus) foi utilizado na pesquisa
apresentada nesta tese. O género Aotus € amplamente utilizado como animal
modelo para pesquisa médica, em infectologia e neurologia. Especialmente em
oftalmologia ele tem um particular interesse por apresentar habito noturno, sendo o
anico género de primata neotropical noturno (LEDUC, et al., 1983).

A visdo nos primatas difere dos demais mamiferos por apresentarem olhos
grandes em relacdo ao tamanho do corpo. Os antropoides apresentam coOrneas
pequenas proporcionalmente ao tamanho dos olhos. Isto se explica pelo fato de que
0S primatas ancestrais eram originalmente noturnos e de forma adaptativa
desenvolveram grande acuidade visual e amplificaram o tamanho do bulbo ocular.

Com a mudanca de habitos a que foram impostos por motivos adaptativos tornando-
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se diurnos, reduziram o tamanho da cérnea, aumentando a distancia nodal posterior
e melhorando a resolucao visual (CALLUM e KIRK, 2007).

Segundo KOBAYASHI e KOSHIMA (1997), O olho humano apresenta
caracteristicas unicas. O contraste de cores entre a pupila (negra) e a iris (clara)
circundada pela esclera branca devido a transparéncia da conjuntiva, somado a uma
grande largura da fenda horizontal palpebral resulta em facil identificacdo do
direcionamento do olhar. Os autores propuseram a teoria do olho cooperativo. A
hipétese justifica a importancia social na identificacdo de perigos potenciais,
dispensando a vocalizacdo ou meneios de cabeca e valorizando a mimica visual.
Por sua vez os olhos de todos os demais primatas, do Novo ou Velho Mundo
apresentam a coloracdo da esclera ou da conjuntiva escura, reduzindo o contraste
de tons entre as pupilas, a iris e 0 entorno, dificultando desta maneira a avaliacdo do
direcionamento do olhar.

SILVEIRA et al., (2004), propuseram a classificacdo dos primatas quanto a
caracteristicas visuais em trés grupos, sendo o primeiro composto pelos animais que
apresentam uma pequena razao entre bastonetes e cones, sdo diurnos e possuem
olhos pequenos, 0 segundo grupo composto por animais que apresentam olhos
médios a grandes, sdo diurnos e tem uma grande raz&o entre bastonetes e cones e
0 terceiro grupo é composto por animais noturnos com olhos grande e uma grande
razdo entre bastonetes e cones.

A fauna de primatas do Novo Mundo apresenta muitas curiosidades quanto a
aspectos do aparelho visual. Os bugios (Alouatta spp.) sdo um caso especial. Para
discutirmos estas particularidades, vamos rever o caso dos primatas do Velho
Mundo, onde os seres humanos se incluem. Segundo JACOBS e NATHANS (2009),
0 gene responsavel pela producdo da Opsina S, que propicia a visdo de
comprimentos de onda curtos (azul) localiza-se no cromossomo sete que nao €
sexual, os genes das Opsinas M e L — responsaveis pelos comprimentos de onda
longos (verde e vermelho), se encontram em ambos o0s cromossomos X, isto
determina que tanto os machos como as fémeas no caso dos primatas do Velho
Mundo apresentem visdo tricromata. No caso dos primatas do Novo Mundo, o gene
responsavel pela visdo do comprimento de onda azul encontra-se também no
cromossoma sete, ndo sexual. Entretanto, em cada um dos cromossomos sexuais X
apenas um dos genes (M ou L) responsaveis pelas opsinas: verde ou vermelha

estara presente, determinando que somente as fémeas possam ser dicromatas
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quando em ambos 0s cromossomos X se encontrar a mesma opsina; ou tricromatas
quando em cada um dos cromossomos X encontre-se uma opsina diferente. No
caso dos machos sempre serédo apenas dicromatas, pois Como possuem apenas um
cromossomo X, isto propicia a oportunidade de apenas uma opsina que somada a
opsina do cromossomo sete redunda na opcdo Unica de dicromia. Entretanto, no
caso dos bugios, em ambos os cromossomos X encontram-se as opsinas M e L,
responsaveis pelos comprimentos de onda verde e vermelho, o que determina que
0s dois sexos sejam tricromatas, de maneira assemelhada ao que ocorre com 0s
primatas do Velho Mundo (JACOBS et al., 1996). O mico-da-noite (Aotus spp.) que é
0 Unico primata sul americano noturno, apresenta uma caracteristica ainda mais
curiosa, ambos ndo apresentam o0 gene para opsina S no cromossomo sete e em
ambos 0s cromossomos X estad presente um Unico gene para a mesma opsina.
Desta forma em ambos 0s sexos a espécie apresenta visdo monocromatica. Estas
caracteristicas particulares dota de grande interesse cientifico o estudo do bulbo
ocular destas espécies, particularmente a espécie noturna.

Canério-da-terra (Sicalis flaveola), ave da ordem passeriforme, muito
conhecida distribuida por todo o Brasil extra-amazonico, comumente utilizada como
animal de estimacdo (SICK, 1986). Apresenta dimorfismo sexual sendo que os
machos apresentam cor amarela vivo e pileo alaranjado, o dorso com estrias negras;
as fémeas apresentam cores menos intensas. Reproduzem bem em cativeiro e
existem diversas linhagens selecionadas que apresentam cores e variacfes
diferentes da forma selvagem.

Curio (Sporophila angolensis), ave passeriforme canora, muito apreciada para
torneios de canto, tradicional no Brasil e extremamente valorizada. E atualmente o
passaro mais cobicado do pais. Sofre grande pressdo de caca e embora comum foi
extremamente cacado (SICK, 2008). Esta incluida em diversas listas estaduais
brasileiras de espécies ameacadas de extingdo. Quanto a lista nacional, € um caso
anico, esteve relacionado nela e foi retirado devido ao sucesso obtido pelos
criadores amadoristas e pela sequente valorizacdo dos animais selecionados
produzidos em cativeiro e a desvalorizacdo dos animais de vida livre para este uso
(LANGE, 1978).

Quanto aos camundongos (Mus musculus) linhagem Swiss Webster e ratos

(Rattus norvegicus) linhagem Wistar, sdo espécies domésticas, amplamente
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utilizadas na experimentacdo animal, existem muitas linhagens de modelos
experimentais para diversas doencas de seres humanos.

A tartaruga-de-orelha-vermelha (Trachemys scripta elegans) é nativa dos
Estados Unidos da América, e a tartaruga mais comum em cativeiro
(KIRCHGESSNER e MITCHELL, 2009) foi o unico representante dos répteis
avaliados nos estudos que seguem. Pertence a ordem Testudina, é exoética, criada
comercialmente nos Estados Unidos da América e vendida internacionalmente como
animal de estimacao. Chega ilegalmente ao Brasil, curiosamente trata-se de tréafico
que transita em direcdo incomum, pois o maior volume do trafico de animais sai da

Ameérica do Sul para a América do Norte e Europa.
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2 MENSURACAO DA PRODUGCAO LACRIMAL EM SAGUI-DE-TUFO-PRETO
(Callithrix penicillata) UTILIZANDO TRES DIFERENTES METODOS: TESTE
LACRIMAL DE SCHIRMER | MODIFICADO, TESTE LACRIMAL DO FENOL
VERMELHO E TESTE LACRIMAL DA PONTA DE PAPEL ABSORVENTE
ENDODONTICO PADRONIZADO

Measurement of tear production in black-tufted marmosets (Callithrix
penicillata) using three different methods: modified Schirmer’s |, phenol red
thread and standardized endodontic absorbent paper points

2.1 RESUMO

Objetivo: Mensurar a produgdo lacrimal de saguis-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata), adultos higidos.

Método: Um total de 19 animais foi avaliado quanto a producédo lacrimal pelos
métodos de Schirmer | modificado, do fenol vermelho e da ponta de papel
absorvente endodoéntico padronizada e os resultados obtidos foram comparados
quanto a eficiéncia e praticidade.

Resultados: Schirmer | modificado, média -0,46 + 3,41 mm/min.; fenol vermelho,
média 13,27 + 5,41 mm/15 seg.; ponta de papel endodbntico padronizada n°® 30,
meédia 9,32 £ 3,09 mm/min.; abertura horizontal da rima ou margem palpebral, média
7,83 £ 0,72 mm. E proposta uma alternativa pratica de mensuracdo da fracéo
aguosa do filme lacrimal em saguis por meio do uso de pontas de papel absorvente
endodontico padronizada.

Palavras chave: Primata, saguis-de-tufo-preto (Callithrix penicillata), teste lacrimal de
Schirmer, teste lacrimal do fenol vermelho, ponta de papel absorvente endoddntico
padronizada.

2.2 ABSTRACT

Objective: To report normal tear production of healthy adult black-tufted marmosets and
propose a novel alternative for the measurement of the aqueous portion of tear
production in animals with small eyes.

Animal studied: Black-tufted marmosets (Callithrix penicillata).

Procedures: Tear production of 19 animals was evaluated by the following methods:
modified Schirmer’s I, phenol red thread and the novel use of standardized endodontic
absorbent paper points. These methods and results were compared. Additionally, blink
frequency and palpebral fissure length were measured.

Results: Modified Schirmer’s test I, mean = -0.46 + 3.41 mm/min; Phenol red thread,
mean = 13.27 + 5.41 mm/15 s.; Standardized endodontic paper points, size 30, mean =
9.32 £ 3.09 mm/min; Mean palpebral fissure length = 7.83 £ 0.72 mm. Blink frequency,
mean = 20.27 £ 5.92/5 min.

Conclusions: Normal parameters for blink frequency, palpebral fissure length and tear
production measurement are presented. The palpebral fissure of black-tufted marmoset
is very small and tear production is one of the lowest reported for all animal species. A
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novel and practical alternative for tear production measurement using standardized
endodontic absorbent paper points is presented and is indicated for animals with small
eyes.

Key-words: Black-tufted marmosets (Callithrix penicillata). Endodontic absorbent paper
points. Phenol red tear test. Primate. Schirmer’s tear test.

2.3 INTRODUCAO

De maneira geral, os olhos dos primatas ndo humanos sdo muito semelhantes aos
dos seres humanos. Primatas tém sido utilizados ao longo dos anos como modelos
experimentais para estudos oftalmolégicos (BENIRSCHKE e RICHART, 1960; JAAX et
al.,, 1984; GIRARD et al., 2011). Historicamente, os estudos comparativos em
oftalmologia experimental utilizaram inicialmente primatas do Velho Mundo, no entanto,
seu alto custo, e baixa fecundidade associada a seu grande tamanho e dificuldades de
manuseio tém limitado o seu uso. A escolha, atualmente recai sobre os pequenos
primatas do Novo Mundo, especialmente os géneros Callithrix e Saguinus, devido ao
seu pequeno tamanho, baixo custo, facilidade de manuseio e prolificidade sendo
capazes de produzir até quatro filhotes por ano (HAMPTON-JUNIOR et al., 1966;
EPPLE, 1970). No entanto, os primatas do Velho Mundo, em especial do género
Macaca, ainda sdo amplamente utilizados em pesquisas oftadlmicas comparativas
(GIRARD et al., 2011). Saguis do género Callithrix ndo estdo em risco de extincao,
reproduzem bem em cativeiro e sdo uma alternativa menos dispendiosa como modelos
animais para doencas oculares humanas. Embora haja uma grande diferenca de
tamanho, saguis e seres humanos séo filogeneticamente préximos (EPPLE, 1970). O
Brasil detém a maior diversidade mundial em primatas, com um total de 133 espécies
(CHIARELLO et al., 2008). O sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata), e o sagui-de-
tufo-branco (Callithrix jacchus) ocorrem originalmente na Regido Nordeste do Brasil, do
nordeste ao norte do Rio Sao Francisco e leste do Rio Parnaiba (AURICCHIO e
GRANSTASU, 1995). Entretanto, ambas as espécies foram artificialmente introduzidos
em diversas regibes do Brasil e atualmente podem ser encontradas em quase todo
pais. Esta fauna invasora representa perigo, pois competem por alimento com a fauna
indigena e é considerada uma ameaca ao equilibrio ecolégico (RYLANDS e
BERNARDES, 1991; PRYMACK e RODRIGUES, 2001).
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Diversos estudos tém sido desenvolvidos visando o estabelecimento dos valores
fisioloégicos de referéncia em primatas tais como o macaco-rhesus (Macaca mulatta)
(CLEARY e RYAN, 1979), o macaco-prego (Cebus apella) (MONTIANI-FERREIRA et
al., 2008), e o mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) (MAITCHOUK e BEUERMAN, 2000).
No entanto, estudos para o estabelecimento de valores de referéncia da producéo
lacrimal s&o escassos para a maioria dos pequenos primatas; isto pode ser justificado
devido as pequenas dimensfes dos seus olhos e a consequente dificuldade para
efetuar as mensuragdes (BARABINO et al., 2004). A produgao lacrimal pode ser
medida de varias formas, o teste lacrimal de Schirmer | (TLSI) € o mais comumente
usado em seres humanos (STRUBBE e GELLAT, 1999). Animais domeésticos tais
como cades e gatos (SERRUYA et al.,, 2009), cavalos (MARTS, et al., 1977),
porquinhos-da-india (TROST et al., 2001), furdes (MONTIANI-FERREIRA, MATTOS et
al., 2006), chinchilas (LIMA et al., 2010). Animais selvagens como capivaras e macaco-
prego (MONTIANI-FERREIRA, MATTOS e RUSS, 2006; MONTIANI-FERREIRA et al.,
2008) entre outros. Outro método utilizado é o teste lacrimal do vermelho de fenol
(TLVF). Os valores de referéncia para este teste foram descritos em seres humanos
(HIDA et al., 2005), cdes (BROWN et al., 1996), porquinhos-da-india (TROST et al.,
2001), e especialmente em pequenos animais que apresentam reduzido comprimento
da fenda palpebral horizontal como os psitaciformes (SAKAMOTO et al., 1993).

Para melhorar a eficiéncia e a precisdo dos diagnosticos oftalmicos em espécies de
animais ndo domésticos, € essencial compreender a sua fisiologia normal e as
caracteristicas oculares. Ndo h&d nenhuma informagéo sobre a producéo lacrimal em
saguis (Callithrix sp.) e a literatura que aborda parametros oftalmicos em primatas do
Novo Mundo é limitada. No entanto, a medicéo, da fracdo aquosa do filme lacrimal em
todos os tipos de pacientes € um importante parametro clinico para diagnosticar as
doencas em diferentes condicbes, tais como lacrimejamento excessivo ou a
ceratoconjuntivite seca (BARABINO et al., 2004). Assim, este estudo visa estabelecer
valores de referéncia para a producgéo lacrimal em saguis-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata), utilizando dois métodos bem conhecidos, o teste lacrimal do vermelho de
fenol (TLFV), o teste lacrimal de Schirmer | modificado (TLSIm) e propde um método
inovador para medir a produgé&o lacrimal em animais com olhos muito pequenos, como
0s saguis. Além disso, estabelece valores de referéncia para o comprimento horizontal
da fenda palpebral e a frequéncia de piscadas, pois estes parametros afetam

diretamente a producao e a manutencéo do filme lacrimal.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade — ICMBIO e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

Os saguis-de-tufo-preto (C. penicillata), utilizados no experimento, totalizaram 19
animais, eram adultos jovens sexualmente maduros, (12 fémeas e sete machos) foram
capturados no Parque Barigui, em Curitiba, Parana, Brasil (25°25”40" Sul; 49°16”23’
Oeste), por meio de armadilhas, captura manual e redes. Os saguis Parque Barigui
sd0 animais invasores e a sua remocédo é parte de um programa de restauracédo da
vida selvagem desenvolvido pela Universidade Federal do Parana em parceria com a
Prefeitura Municipal de Curitiba. Todos os procedimentos que envolveram a utilizacao
dos animais vivos foram conduzidos de acordo com as normas para uso de animais
em pesquisas oftalmolégicas da ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Reasearch. Todos os saguis foram identificados com um transponder
(AnimalTag; Korth, RFID, Sao Paulo, Brasil) implantado e que podia ser reconhecido
pelo scanner apropriado.

Antes do experimento foi realizado exame fisico para exclusdo de animais que
apresentassem sinais de doenca ocular e/ou sistémica e avaliagdo hematologica,
bioquimica sérica, coproparasitologica, radiografica e ultrassonografica (ocular e
abdominal), com o objetivo de amostrar somente animais higidos. A realizacdo dos
testes oftdlmicos foi executada por diferentes avaliadores, porém, para evitar uma
discrepéancia inter-observadores, sempre 0 mesmo avaliador realizou um determinado
teste, e fez a avaliacdo de todos 0s animais, na mesma ocasiao.

A sequéncia de procedimentos realizados no estudo foi como se segue: (1) a
medicdo do comprimento horizontal da fenda palpebral, utilizando um paquimetro, (2)
mensuracao da frequéncia de piscadas, (3) TLSIm; (4) TLFV, e (5) teste lacrimal da
ponta de papel (TLPP).

Para a realizacdo dos exames oftdlmicos os saguis foram contidos manualmente
de modo gentil. A contengdo do animal foi praticada com a mao esquerda protegida
por uma luva de couro, enquanto a mao direita do examinador estava livre para
realizar os testes. O animal ficava com 0os membros toracicos pressionados contra o
corpo, enquanto os membros pélvicos permaneciam livres. O examinador, mantinha

em repouso a mao enluvada que segurava 0 sagui, apoiada em uma superficie da
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mesa, e assim a mantinha por cerca de 2 min antes de comecar a executar os testes.
Esse tempo de espera foi importante para reduzir a interferéncia provocada pelo
estresse sendo que os animais ficavam visivelmente mais calmos. Apenas um teste foi
realizado a cada dia para reduzir o estresse e evitar potenciais interferéncias entre
ensaios.

Os animais foram alojados no biotério do Hospital Veterindrio da Universidade
Federal do Parana. Apds o experimento, todos os individuos foram esterilizados
cirurgicamente e transferidos para o Zoo de Curitiba onde permaneceram mantidos

como animais do acervo expositivo.

FIGURA 1 — DISPOSITIVOS UTILIZADOS NA MENSURACAO DA FRACAO AQUOSA DO FILME
LACRIMAL EM SAGUIS (Callithrix penicillata). A — PONTA DE PAPEL ABSORVENTE
ENDODONTICO PADRONIZADO. B — FIO DE BARBANTE DO TESTE LACRIMAL DO FENOL
VERMELHO. C - FITA DO TESTE LACRIMAL DE SCHIRMER | MODIFICADO

Teste lacrimal de Schirmer | modificado

Foi utilizado o teste lacrimal de Schirmer (Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil). Devido
ao pequeno comprimento horizontal da fenda palpebral dos saguis, as tiras de papel
absorvente foram cortadas longitudinalmente a metade (reduzindo a largura de 5 para
2,5 mm) (FIGURA 1), criando uma versdao modificada do TLSI (TLSIm) como
anteriormente descrito (SILVA e GALERA, 2004) para uso em caes neonatos de ragas
pequenas. Quando a marca de umidade na fita atingiu apenas a por¢ao arredondada
anterior ao entalhe inferior a marca zero, considerou-se resultado negativo (TROST et
al., 2001). Para a utilizagdo do Teste de Schirmer | modificado, o sagui foi contido

manualmente por um auxiliar enquanto o operador com uma pin¢a romba tencionava a
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palpebra inferior e inseria a fita de Schirmer modificada no férnice conjuntival (FIGURA
2A).

Teste lacrimal do fenol vermelho

Os fios do TLFV (Zone-Quick®; Menicon Inc., Clovis, CA, EUA) sédo impregnados
com vermelho de fenol, um indicador de pH, que muda de amarelo para vermelho
quando absorve a lagrima que é ligeiramente alcalina. O procedimento foi realizado de
forma semelhante ao TLSIm, com o0s saguis manualmente contidos, enquanto o
operador gentilmente utilizava uma pinga de Adson-Brown para puxar para baixo a
pélpebra inferior e inserir o fio do TLFV no fornice conjuntival com outra pequena pinca
(FIGURA 2B). O fio foi removido apos 15 segundos. Devido ao limite de profundidade
do férnice conjuntival ser reduzido nestes animais, ndo foi possivel instalar a por¢céo
dobrada de 3 mm. O fio padréo foi cortado ao meio, permitindo o uso de um unico fio
para ambos os olhos de um mesmo animal, inserindo-se a ponta do fio sem a dobra no
férnice conjuntival. Todo o comprimento da porcao vermelha do fio, incluindo a por¢éo

proximal foi medido e registado em milimetros.

Teste lacrimal com ponta de papel absorvente endoddntico padronizado

Pontas de papel absorvente endodontico padronizado (Roeko Color tamanho 30;
Langenau, Alemanha) foram utilizadas neste estudo. Estas pontas de papel séo
amplamente utilizadas em odontologia para procedimentos endoddnticos, devido a sua
alta capacidade de absorcdo. Apenas um avaliador foi necesséario para medir a
producao lacrimal com as pontas de papel. O sagui foi contido manualmente com uma
mao e a ponta de papel foi inserida no férnice conjuntival com a outra mao. A ponta de
papel foi mantida no férnice conjuntival por um periodo de um minuto (FIGURA 2C),
apos o que foi removida e a parte umedecida foi medida com o auxilio de uma régua
graduada (FIGURA 3).

Comprimento horizontal da fenda palpebral

O comprimento horizontal da fenda palpebral foi medido utilizando um paquimetro
de aco inoxidavel com um display LCD e uma precisédo de = 0,02 mm (Neiko
Ferramentas; Klamath Falls, OR, EUA). Os animais foram manualmente contidos para

medir a largura da fenda palpebral de ambos os olhos.
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Frequéncia de piscar dos olhos

A frequéncia de piscar dos olhos foi medida com os animais contidos manualmente
de modo gentil, reduzindo o estresse. A mensuracao foi efetuada por um periodo de 5
min, sendo avaliado o numero total de piscadas no periodo. A contagem foi realizada

com o auxilio de um contador mecéanico.

Analise estatistica

Andlises estatisticas descritivas e teste de normalidade de Shapiro-Wilk foram
efetuados para a interpretacdo dos dados. O teste t ndo pareado foi utilizado para
comparar dados obtidos nos olhos direitos e esquerdos e em machos e fémeas. Os
valores de p <0,05 foram considerados significativos. Foi utilizado o programa de

analises estatisticas, descritiva e inferencial IMP (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA).

FIGURA 2 — TESTES OFTALMICOS REALIZADOS EM SAGUIS-DO-TUFO-PRETO (Callithrix
penicillata) PARA MENSURAGCAO DA FRACAO AQUOSA DO FILME LACRIMAL. A: TESTE
LACRIMAL DE SCHIRMER | MODIFICADO. B: TESTE LACRIMAL DO FENOL VERMELHO. C:
TESTE LACRIMAL DA PONTA DE PAPEL ABSORVENTE ENDODONTICO PADRONIZADO



27

Y TSy - Y TY T YR I T T

FIGURA 3 — FOTOGRAFIA REPRESENTATIVA DA FORMA UTILIZADA PARA
MENSURAR A ABSORCAO DA FRACAO AQUOSA DA LAGRIMA NO TESTE
LACRIMAL DA PONTA DE PAPEL ABSORVENTE ENDODONTICO
PADRONIZADO. A PORCAO UMEDECIDA DA PONTA DE PAPEL SE TORNA
FLEXIVEL COM A UMIDADE DA LAGRIMA, E QUANDO COMPRIMIDA SE DOBRA
NO PONTO EXTREMO DE UMEDECIMENTO, PROPICIANDO A LEITURA DA
PORCAO UMEDECIDA EM UMA REGUA COM ESCALA MILIMETRICA

2.5 RESULTADOS

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk demonstrou que os erros dos dados
foram distribuidos de modo normal. A estatistica descritiva referente aos dados de
comprimento horizontal da fenda palpebral, frequéncia de piscadas e dos testes de
producao lacrimal (TLSIm, TLFV e TLPP) estdo resumidos na TABELA 1.
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Teste lacrimal de Schirmer | modificado

O teste lacrimal de Schirmer | modificado apresentou uma amplitude de 12 mm. Os
valores variaram entre -5 a 7 mm/min (média -0,46 + 3,41 mm/min). O coeficiente de
variacao foi de -7,35.

A média dos olhos direitos foi de -0,29 = 3,53 mm/min. para os olhos esquerdos foi
-0,63 + 3,33 mm/min. De acordo com o género, os resultados médios para o teste
foram -0,35 + 3,56 mm/min. para fémeas e -0,75 = 3,08 mm/min. para machos. Nao
houve diferenca significativa entre machos e fémeas com relacdo aos valores médios
do teste (P=0,66) ou entre direito e esquerdo (P = 0,66).

Teste lacrimal de fenol vermelho

O teste lacrimal do fenol vermelho apresentou uma amplitude de 20 mm. Os
valores variaram de quatro a 24 mm/15 segundos (média 13,27 * 5,41 mm/15
segundos). O coeficiente de variacao foi 0,41.

O valor médio do olho direito foi 13,40 + 4,95 mm/15 segundos e do esquerdo foi
13,12 £ 5,94 mm/15 segundos. De acordo com o género, os valores médios foram
13,30 + 5,96 mm /15 segundos para fémeas e 13,21 * 4,35 mm/15 s para machos.
N&o houve diferenca significativa entre machos e fémeas (P = 0,96) ou entre os olhos

direitos e os esquerdos (P = 0,88).

Teste lacrimal da ponta de papel absorvente endoddntico padronizado

O teste lacrimal da ponta de papel apresentou uma amplitude de 19 mm. Os
valores variaram de trés a 22 mm / min (médio 9,32 + 3,09 mm / min). O coeficiente de
variacéo foi de 0,33 mm / min. O valor médio dos olhos direitos foi de 10 + 3,72 mm /
min e dos esquerdos foi 9,67 + 3,58 mm / min. De acordo com o género, a valores
médios foram de 9,64 + 2,98 mm / min para o feminino e 10,21 + 4,73 milimetros /
minutos para os machos. Ndo houve diferenca significativa entre machos e fémeas (P

= 0,63) ou entre olhos direitos e esquerdos (P = 0,77).

Comprimento horizontal da fenda palpebral

O comprimento horizontal da fenda palpebral apesentou uma amplitude de 2,98
mm, isto &, variou 6,66-9,64 mm, com média de 7,83 + 0,72 mm.

O valor médio nos olhos direitos foi 7,88 £ 0,71 mm e nos olhos esquerdos foi

7,77 £ 0,74 mm. De acordo com o sexo, 0s valores médios foram 7,74 + 0,73 mm, para
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fémeas e 7,79 + 0,72 mm para machos. Nao houve diferencas significativas entre

machos e fémeas (P = 0,43) ou entre olhos direitos e olhos esquerdos (P = 0,56).

Frequéncia de piscadas

A frequéncia de piscadas apresentou uma amplitude 17. Os valores variaram de
13 a 30 com uma média de 20,27 + 5,92 /5 min.

De acordo com o género, os valores médios foram 21,2 + 6,54 /5 min. para
fémeas e 19,5 + 5,86 /5 min. para machos. Nao houve diferencas significativas entre
0s machos e as fémeas (P = 0,66).

TABELA 1 — RESULTADOS OBTIDOS EM TRES TESTES DISTINTOS UTILIZADOS PARA A

MENSURACAO DA PORCAO AQUOSA DA LAGRIMA DE SAGUIS-DE-TUFO-PRETO (Callithrix
penicillata)

Parémetros Média Mediana DesvPad* CV**
Teste lacrimal de Schirmer | modificado (mm/min.) -0,46 -1 3,41 -7,35
Teste lacrimal do Fenol Vermelho (mm/15 seg.) 13,27 13 541 0,41
Teste lacrimal da ponta de papel (mm/min.) 9,32 9 3,09 0,33
Comprimento horizontal da fenda pélpebra 7,83 7,77 0,72 0,09
Frequéncia de piscadas em 5 minutos 20,27 22 5,92 0,29

*DesvPad = Desvio padrdo
**CV = coeficiente de variacéo

2.6 DISCUSSAO

N&o ha disponibilidade valores de referéncia publicados que estabelecam os
valores da fase aquosa da lagrima em saguis. No entanto, a literatura descreve o0s
valores para outros primatas tais como macaco-rhesus (M. mulatta), média 15,1 mm /
min. (6-24 mm /min.) (CLEARY e RYAN, 1979), para macaco-prego (C. apella) 14,9 +
51 mm /min. (MONTIANI-FERREIRA et al.,, 2008), para mico-de-cheiro (Saimiri
sciureus) 16,9 = 1,2 mm / 5 min. (MAITCHOUK e BEUERMAN, 2000), e para seres
humanos 10,30 £ 11,55 mm / 5 min. (STRUBBE e GELLAT, 1999). Resultados
descritos na literatura para estes primatas mostraram valores mais elevados que o0s
encontrados em saguis neste estudo. Os primatas relatados, no entanto, sdo maiores
do que saguis e tem uma fenda palpebral muito mais ampla (> 5 mm), o que permite
que o TLSI padrdo a seja executado. Nos saguis 0 exame para ser executado

necessita de modificacdes e foi efetuado com tiras cortadas.
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Diversas técnicas tém sido utilizadas para mensurar a producdo lacrimal em
espécies com olhos pequenos (HOLDT et al., 2006). FUJIHARA et al. (2001)
utilizaram tiras do TLSIm de um milimetro de largura por um minuto em ratos,
enquanto HOFFMAN et al. (1984) utilizaram tiras de 0,5 milimetros de largura por dois
minutos. Os resultados obtidos por estes autores sé@o baixos (cerca de 2 mm). No
entanto, estes valores ndo sdo comparaveis com 0s obtidos para a espécie estudada
em nossa investigacdo, porque os métodos diferem de forma significativa. O
porquinho-da-india (Cavia porcellus), embora filogeneticamente distante do sagui,
apresentou valores muito baixos (0,36 = 1,09 mm/min.) (TROST et al.,, 2001). No
entanto, este valor foi obtido usando tiras padrdo de cinco milimetros de largura do
teste de Schirmer. O porquinho-da-india apresenta algumas particularidades
especificas, tais como uma baixa frequéncia média de piscada (3,24/10 min.), em
comparacao com outros animais. No entanto, a sua producéo de lagrima foi maior que
a encontrada nos saguis, embora nestes a frequéncia média de piscar os olhos seja
consideravelmente maior (40,54/10 min.). Vale ressaltar que foi impossivel medir a
frequéncia de piscadas com os animais livres na gaiola. Saguis sdo naturalmente
agitados e movem-se constantemente e até mesmo tentam se esconder,
particularmente ao serem observados por alguém de fora da gaiola. Esta dificuldade foi
superada por meio da avaliagcdo da frequéncia de piscadas contendo gentilmente os
animais. Com o andamento do experimento, 0s animais tornaram-se cada vez mais
adaptados aos procedimentos de imobilizacédo fisica, pois foi sempre realizada em um
ambiente tranquilo, com a mesma pessoa realizando a restricdo fisica, os testes
clinicos, e as observacfes sobre cada animal. O procedimento tornou-se uma "rotina"
e 0S animais tornaram-se mais calmos, tolerando a maioria dos procedimentos, com
uma unica excec¢do, o TLSIm (discutido mais abaixo). Assim, 0s animais estavam
aparentemente muito calmos e relaxados nos procedimentos de contencdo para a
contagem de piscadas. Acreditamos que a aquisicdo dos dados foi minimamente
perturbada pela contencéo fisica.

A profundidade do foérnice ndo foi mensurada nos saguis estudados ou nos
porquinhos-da-india (TROST et al., 2001). No entanto, a nossa impressao subjetiva é
de que o fornice conjuntival dos saguis € menor do que o dos porquinhos-da-india. E
possivel imaginar que fornices mais profundos acumulem mais lagrima do que
superficiais, de modo que isso pode explicar parcialmente os valores mais baixos

encontrados nos saguis. Além disso, a influéncia da profundidade do férnice



31

conjuntival no TLSI ainda néo foi investigada. Assim, estudos adicionais poderiam ser
realizados para responder a esta questao no futuro. Identificamos que mesmo com o
comprimento horizontal da fenda palpebral de 7,83 milimetros, observado nos saguis-
de-tufo-preto, o TLSI padréo, usando o modelo comercial de tiras com 5 milimetros de
largura, ndo é possivel realizar porque a palpebra é constituida por tecido de pouca
elasticidade, exigindo a reducédo da fita para a metade da largura. Mesmo com a
modificacdo reduzindo a largura da fira do TLSIm, a insercéo da tira fornice conjuntival
foi ainda dificil.

Também se questiona a precisdo do teste pela falta de padronizacao, pois a tira
do TLSIm é produzida artesanalmente ndo sendo portanto possivel a padronizacéo.
Outro fator de dificuldade foi a necessidade de realizar o teste com duas pessoas, uma
pessoa para conter o animal e outra para realizar o teste, pois ha necessidade puxar a
palpebra para facilitar a insercao da tira dentro fornice conjuntival.

No TLSIm, consideramos importante medir precisamente e avaliar os valores de
producgéo lacrimal inferiores a linha graduada zero, levando-se em conta os valores
negativos, pois caso 0os mesmos tivessem sido considerados zero, o valor médio
obtido para o TLSIm teria sido registrado com valor superior ao encontrado, fato ja
evidenciado por TROST et al., (2001). E importante também salientar que, devido ao
pequeno tamanho dos olhos dos saguis, durante o procedimento da insercéo da tira
modificada no férnice conjuntival ndo foi possivel evitar tocar a superficie da cérnea, o
gue pode ter causado irritacdo e possivelmente algum artefato ampliando a producéo
lacrimal.

O TLVF é usado em situacbes em que a producdo lacrimal € reduzida ou em
animais com baixa producao basal de lagrima, tais como o porquinho-da-india (TROST
et al., 2001), é adequado por ser relativamente facil e conveniente e ter um tempo de
avaliacdo mais curto. Apesar da conveniéncia relatada para realizar o teste em outros
animais, em nosso estudo foram evidenciadas algumas dificuldades. Houve
necessidade de duas pessoas para conter adequadamente o sagui e introduzir a ponta
do fio no fornice conjuntival, e também de utilizar-se uma pinga para tencionar a
palpebra inferior enquanto como outra pinca se insere o fio. Devido ao pequeno
tamanho das palpebras destes animais, e a flexibilidade relativa do fio, a execugéo do
procedimento foi um desafio.

As pontas de papel absorventes endodénticas padronizadas (American National

Standards Institute e American Dental Association ANSI/ADA Especificacdo n. 73) sado
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confeccionadas com papel de Manila (Musa textillis) ou bananeira. Estas pontas de
papel sdo disponiveis comercialmente e sao regularmente utilizadas em odontologia,
principalmente para procedimentos endodonticos, por causa das suas propriedades
altamente absorventes para promover a secagem apos irrigacdo do canal pulpar, o
transporte de medicamentos como antissépticos e desinfetantes (WIGGS e
LOBPRISE, 1997), e até mesmo na coleta de amostras para cultura microbiolégica
(HARTROTH et al.,, 1999), sdo disponibilizados pelos fabricantes em embalagens
estéreis. As pontas de papel tém uma forma conica e varias marcas sao disponiveis no
comércio. O comprimento padrdo das pontas de papel é de 28 mm. As pontas de
papel endodénticas sédo disponiveis em dimensdes de 0,15 até 0,80 mm de diametro,
em intervalos que variam em 0,05 mm. As pontas de papel absorvente padronizado
Roeko Color numero 30 apresentam a extremidade medindo 0,3 mm de diametro e
foram escolhidas devido a apresentar o melhor desempenho observado em um estudo
anterior entre doze marcas similares quanto a capacidade de absor¢do (PUMAROLA-
SUNE et al., 1998). A avaliacéo da producéo lacrimal utilizando as pontas de papel foi
uma alternativa pratica, mesmo sem o auxilio de uma segunda pessoa para manipular
as palpebras. A ponta de papel apresenta certa rigidez, quando comparada com a fita
do TLSI, isto permitiu que uma Unica pessoa fosse capaz de conter o paciente com
facilidade, e instalar a ponta de papel no férnice conjuntival sem tocar outras estruturas
e ainda efetuar a leitura do resultado do teste. A espessura da ponta de papel é
compativel com o comprimento horizontal da fenda palpebral nesta espécie e
provavelmente em muitas outras espécies de pequenos animais selvagens ou
exoticos. Embora a ponta do papel ndo seja graduada, foi facil mensurar, pois a porcéo
umedecida se torna flexivel e se dobra no ponto extremo quando pressionada contra
uma superficie dura (FIGURA 3), tal como uma régua, permitindo a leitura em
milimetros. Além disso, dados obtidos com TLPP apresentaram menor variacao
(desvio padrédo e coeficiente de variacdo) (TABELA 1), quanto comparados com 0O
TLSIm e o TLFV.

Este estudo fornece valores de referéncia para a producgdo lacrimal em saguis
obtidos a partir dos testes convencionais lacrimais TLSIm e TLFV. Além disso, fornece
informacédo anatdmica e fisiologica sobre a frequéncia de piscadas e comprimento
horizontal da fenda palpebral. Acreditamos que a informacdo € valiosa para
pesquisadores e clinicos, especialmente para diagnosticar subtis alteracdes

patolégicas do filme lacrimal na espécie. O TLPP é potencialmente aplicavel em



33

pequenos mamiferos, particularmente nos selvagens e nos animais de estimacéo néo
convencionais com olhos pequenos, como rato, camundongo, hamster, gerbilo, ourico,
sugar glider ou petauro-do-acucar, porquinhos-da-india e também para pequenas
aves, anfibios e répteis. Pelo menos em saguis, o TLPP certamente provou ser mais
pratico do que o0s outros testes convencionais. Possivelmente no futuro, quando
guando as pontas de papel sejam produzidas comercialmente para esta finalidade, a
adicdo do vermelho de fenol poderia tornar este teste ainda mais pratico e amigével.
Entretanto, para consolidar o uso veterinario em geral, maiores estudos do TLPP seréo

necessarios para o estabelecimento de valores de referéncia em outras espécies.
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3 VALORES DE REFERENCIA DA FRACAO AQUOSA DO FILME LACRIMAL,
MENSURADOS PELO TESTE LACRIMAL DA PONTA DE PAPEL (TLPP), EM
ANIMAIS SELVAGENS E DE LABORATORIO

Reference values for the production of the aqueous fraction of the tear film
measured by the standardized endodontic absorbent paper point test in
different exotic and laboratory animal species

3.1 RESUMO

Foi mensurada a por¢cdo aquosa do filme lacrimal e o comprimento horizontal da
fenda palpebral (CHFP) nos animais selvagens canario-da-terra (Sicalis flaveola),
curio (Sporophila angolensis), tartaruga-de-orelha-vermelha (Trachemys scripta
elegans), e nos animais de laboratério rato Wistar (Rattus norvegicus) e
camundongo Swiss Webster (Mus musculus). Estas espécies possuem olhos
pequenos tornando dificil o uso do teste lacrimal de Schirmer. Foi efetuada a
mensuracao da fracdo aquosa do filme lacrimal usando pontas de papel absorvente
endodéntico padronizado (TLPP). Os animais foram submetidos a contencdo
manual. Os seguintes resultados foram obtidos: canarios-da-terra (n=42), CHFP
(4,46 £ 0,09 mm) e TLPP (5,10 £ 0,26 mm), curiés (n=38), CHFP (4,77 £ 0,05 mm) e
TLPP (4,11 £ 0,34 mm), tartarugas-de-orelha-vermelha (n=56), CHFP (8,59 + 0,08
mm) e TLPP (8,79 = 0,38 mm), ratos (n=60), CHFP (6,45 £ 0,09 mm) e TLPP (6,18 +
2,06 mm), camundongos (n=22), CHFP (3,59 £ 0,27 mm) e TLPP (4,39 + 1,45 mm).

Palavras-chave: Sicalis flaveola. Sporophila angolensis. Trachemys scripta elegans.
Rattus norvegicus. Mus musculus. Teste lacrimal da ponta de papel.

3.2 ABSTRACT

The aqueous fraction of the tear and the horizontal palpebral fissure length (HPFL)
were measured in exotic and laboratory animals, specifically saffron finches (Sicalis
flaveola), chestnut-bellied seed-finches (Sporophila angolensis), red-eared sliders
(Trachemys scripta elegans), rats (Rattus norvegicus) and mice (Mus musculus).
These species possess small eyes making it difficult to perform the typical Schirmer
tear test. Measurement of the aqueous fraction of the tear was performed using the
standardized endodontic absorbent paper point tear test (PPTT), accomplished with
manual restraint by a single operator. The following results were obtained: Saffron
finches (n = 42) HPFL (4.46 = 0.09 mm) and PPTT (5.10 £ 0.26 mm); Chestnut-
bellied seed-finches (n = 38) HPFL (4.77 £ 0.05 mm) and PPTT (4.11 £ 0.34 mm);
Red-eared sliders (n = 56) HPFL (8.59 + 0.08 mm) and PPTT (8.79 + 0.38 mm); Rats
(n = 60) HPFL (6.45 + 0.09 mm) and PTT (6.18 + 2.06 mm); Mice (n = 22) HPFL
(3.59 £ 0.27 mm) and PPTT (4.39 + 1.45 mm).
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Keywords: Sicalis flaveola. Sporophila angolensis. Trachemys scripta elegans.
Rattus norvegicus. Mus musculus. Standardized endodontic absorbent paper points
tear test.

3.3 INTRODUCAO

A fracdo aquosa da lagrima é um importante parametro fisiolégico que
compreende o exame oftalmico das espécies animais. S80 escassas as fontes
bibliograficas de valores de referéncia dos parametros fisioloégicos oculares em
animais selvagens apesar da grande a diversidade de espécies. Portanto é
importante o estabelecimento de valores de referéncia para os testes rotineiramente
utiizados em animais domésticos (MONTIANI-FERREIRA, 2001; MONTIANI-
FERREIRA, 2007). Em muitas espécies o reduzido tamanho do bulbo ocular nédo
permite o uso das técnicas convencionais de mensuracdo da fracdo aquosa da
lagrima, existem técnicas alternativas, porém ndo ha valores de referéncia
padronizados. Isto € verdadeiro até mesmo para espécies bem conhecidas como os
roedores de laboratorio tal qual o camundongo (BARABINO et al., 2004). O teste
lacrimal de Schirmer (TLS), originalmente desenvolvido para uso em seres humanos
(SCHIRMER, 1903; STRUBBE e GELATT, 1999), é também o método mais utilizado
para mensuracdo da fracdo aquosa lacrimal em animais (MARTS et al., 1977,
KASWAN, 1989; TROST et al., 2001). O TLS utiliza uma fita padronizada de papel
absorvente com a largura de 0,5 cm. Em seres humanos a leitura do TLS
originalmente foi originalmente padronizada em cinco minutos. Visando a reducéo do
desconforto e ganhar tempo, NELSON (1982), propds reduzir o tempo de avaliagao
de cinco minutos para um minuto. Em animais, o tempo também foi reduzido para
um minuto, visando facilitar o manejo e diminuir o estresse (STRUBBE e GELATT,
1999). O TLS néo é aplicavel em animais muito pequenos nos quais o comprimento
horizontal da fenda palpebral (CHFP), apresenta dimensdes préximas ou inferiores a
largura padronizada da fita (0,5 cm). Visando contornar estas dificuldades, técnicas
alternativas tém sido propostas por diversos autores, entre estas, o corte longitudinal
da fita de Schirmer em diferentes larguras e também a redugdo do tempo de
exposicdo (FUJIHARA et al., 2001; HOFFMAN et al. 1988; MONTIANI-FERREIRA,
2001; MONTIANI-FERREIRA, 2007). Estas variagcdes de métodos impossibilitam a
comparacao dos resultados (BARABINO et al., 2004). Alternativa possivel é o teste

lacrimal do fenol vermelho, método comercial que utiliza um fio de algodao embebido
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em fenol vermelho que em contato com a lagrima naturalmente alcalina muda da cor
amarela para a vermelha, sinalizando a extensdo do fio banhada pela fase aquosa
da lagrima. Usualmente é utilizado com o auxilio de uma pinga para tencionar a
palpebra inferior e inserir o fio no férnice conjuntival por um periodo de quinze
segundos. Apesar da falta de valores de referéncia disponiveis, o teste do vermelho
de fenol pode ser utilizado em animais experimentais modelos de olho seco, tais
como camundongos e ratos, pois as dimensdes reduzidas da espessura do fio de
algodao, quando comparado com a fita de papel do teste de Schirmer permite a
aplicacdo em animais com olhos pequenos (BARABINO, 2004). O TLPP utiliza
cones ou pontas de papéis estéreis, originalmente desenvolvidos para endodontia.
S&o cones padronizados com diametro distal de 0,30 mm (PUMAROLA-SUNE et al.,
1998); que permitem a insercédo no férnice palpebral mesmo nas menores espécies
animais de interesse do oftalmologista veterinario. Foi inicialmente proposto por
LANGE et al., (2012), como alternativa para contornar as dificuldades encontradas
na mensuracdo da fragdo aquosa da lagrima em saguis-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata). O presente artigo estabelece valores de referéncia do TLPP para as
aves, curio — Sporophila angolensis e canéario-da-terra — Sicalis flaveola; para o réptil
tartaruga-de-orelha-vermelha — Trachemys scripta elegans; para os animais de
laboratério, camundongo — Mus musculus e rato — Rattus norvegicus; assim como

define o CHFP para estas espécies.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento aqui relatado foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais — CEUA do Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR.

As mensuracgdes lacrimais foram efetuadas em recintos fechados sem
aguecimento, a temperatura ambiente e a umidade relativa do ar foram aferidas por
meio de um termo-higrémetro digital (Mod. 30.5000.02, TFA Technology HK Ltda.
Hong Kong/China). A umidade relativa do ar foi mantida em 78% e a temperatura
ambiente a 20,9° C para canarios-da-terra; 81% de umidade e 19,5° C para curiés;
82% de umidade e 19,8° C para as tartarugas-de-orelhas-vermelhas; 90% de
umidade e 20° C para ratos e 86% de umidade e 18,2° C para camundongos.

Os canarios-da-terra (Sicalis flaveola), os curidos (Sporophila angolensis)

assim como as tartarugas-de-orelha-vermelha (Trachemys scripta elegans), foram
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disponibilizados pelo CETAS — Centro de Triagem de Animais Selvagens da
PUC/IBAMA, localizado em Tijucas do Sul/PR. Os ratos (Rattus norvegicus)
linhagem Wistar, e os camundongos (Mus musculus) linhagem Swiss Webster,
foram disponibilizados pelo Zoologico de Curitiba. Aspectos gerais dos animais
avaliados podem ser observados na FIGURA 1. O numero de animais avaliados for:
canarios-da-terra (N=21) sendo dez machos, sete fémeas e quatro indeterminados;
curidos (N=19), dez machos e nove fémeas; tartaruga-de-orelha-vermelha (N=28),
dez machos e oito fémeas; ratos (N=30), somente fémeas; e camundongos (N=22),
dezenove machos e trés fémeas.

Para a mensuracdo do CHFP, foi utilizado um paquimetro digital de aco
inoxidavel com visor LCD (PD-150, 0-150mm, precisdo: 0,01lmm, Vonder,
Curitiba/PR, Brasil).

Visando a mensuracdo da fracdo aquosa da lagrima o método proposto por
LANGE et al. (2012) foi adotado. Foi utilizada apenas contensédo fisica para
imobilizar o animal, uma ponta de papel absorvente padronizada foi inserida o
férnice conjuntival da palpebra inferior do olho direito e apds 20 segundos outra
ponta de papel foi inserida no férnice do olho esquerdo. Ambas as pontas foram
retiradas apds permanecerem por um minuto no respectivo férnice conjuntival. A
porcdo umedecida foi mensurada por meio de uma régua com escala milimétrica. O
comprimento da por¢cdo umedecida da ponta de papel pode ser facilmente
identificado pela mudanca de cor e ou pela flexdo que sofre ao ser pressionado
contra uma superficie rigida promovendo a dobra no ponto extremo de
umedecimento (LANGE, 2012).

A ponta de papel absorvente utilizada foi (Roeko Color N° 30, Langenau,
Germany) (FIGURA 2), com extremidade de 0.30 mm de diametro. Esta marca
especifica foi escolhida, pois um teste comparativo com outras doze marcas
demonstrou melhor qualidade de absorcdo e menor desvio padréo, indicando a
melhor padronizagdo e controle de qualidade durante a producéo industrial
(PUMAROLA-SUNE et al., 1998).
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FIGURA 1 — IMAGENS ILUSTRATIVAS DAS ESPECIES AVALIADAS NO EXPERIMENTO,
(A) CANARIO-DA-TERRA (SICALIS FLAVEOLA) d; (B) CURIO — (Sporophila angolensis) &
(FOTO CEDIDA POR ZIG KOCH); (C) TARTARUGA-DE-ORELHA-VERMELHA (Trachemys
scripta ELEGANS); (D) RATO (Rattus norvegicus); (E) CAMUNDONGO (Mus musculus).

Os canarios-da-terra, assim como os curiés, foram retirados das gaiolas onde
estavam alojados por meio de captura manual, e com cuidado foram contidos
manualmente para o procedimento do TLPP. Um unico operador, utilizando uma das
mAaos manteve a ave imobilizada enquanto com a outra méo inseria a ponta de papel
no fornice conjuntival de cada um dos olhos.

O manejo das tartarugas-de-orelha-vermelha foi executado da seguinte
maneira: os animais foram retirados do tanque d’dgua onde se encontravam
alojados no CETAS, duas horas antes da mensuracdo. Ao serem retirados da agua
foram secados com toalhas e instalados em uma caixa de plastico onde
permaneceram fora da agua até o momento do teste lacrimal. Para a mensuracao do
TLPP e do CHFP foram contidos manualmente e a cabeca foi cuidadosamente
imobilizada. Os animais foram manipulados gentilmente, tomando cuidado para que
nao houvesse desconforto excessivo ou compressao exagerada.

Para o procedimento do TLPP e mensuracdo do CHFP nos ratos, uma
contencdo manual cuidadosa foi efetuada, segurando dorsalmente o animal pela
regiao cervical com os dedos indicador e polegar, apoiando com a mesma mao e 0s
demais dedos o corpo do animal, evitando assim o acesso dos membros toracicos
do rato aos seus olhos, impedindo desta maneira que 0s animais retirassem com a

mao a ponta de papel.
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Os camundongos foram cuidadosamente contidos pelas orelhas, ambas
mantidas entre os dedos: indicador e polegar de uma das maos do operador,
enquanto com a outra se procedia a colocacdo das pontas de papel nos fornices
conjuntivais e a mensuracao do CPFH.

Aspectos da mensuracao lacrimal com o TLPP das espécies avaliadas podem ser

vistos na FIGURA 2.

Papier/Paper
gﬁiﬁm Spitzen

Top color| (ISO) P3¢«
REF 344596 = 26 mm 200 St./pe.

FIGURA 2 — (A) ASPECTO DA EMBALAGEM COMERCIAL DOS CONES OU PONTAS DE
PAPEL MARCA ROEKO COLOR DA SERIE 15 A 40, SENDO QUE FORAM RETIRADOS OS
CONES DAS DEMAIS NUMERACOES E ADICIONADOS EM TODOS OS
COMPARTIMENTOS, AS PONTAS DE PAPEL NUMERO 30; TESTE LACRIMAL DA PONTA
DE PAPEL (TLPP) REALIZADO EM AMBOS OS OLHOS SIMULTANEAMENTE: (B)
TARTARUGA-DE-ORELHA-VERMELHA (Trachemys scripta elegans), (C) CAMUNDONGO
(Mus musculus) (D) CANARIO-DA-TERRA (Sicalis flaveola) — INDIVIDUO IMATURO.
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Analise estatistica

Os dados obtidos na presente estudo foram submetidos a andlise estatistica
descritiva. Inicialmente foi efetuado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Apés
este procedimento, os testes-t ndo pareados foram aplicados para comparar a
diferenca significativa entre dois grupos independentes quanto aos valores
numéricos continuos do TLPP em centimetros. Os valores de P <0,05 foram
considerados significativos. Foi utilizado o programa JMP (SAS Institute, Inc.,

Cary NC, USA) para as andlises estatisticas: descritiva e inferencial.

3.5 RESULTADOS

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk demonstrou que os dados
apresentaram distribuicdo normal de erros. A estatistica descritiva do CHFP e da

mensuracao da fracdo aquosa da lagrima (TLPP) estdo resumidas na TABELA 1.

TABELA 1 — RESULTADOS MEDIOS E DESVIOS PADRAO, OBTIDOS NA MENSURACAO DA
FRACAO AQUOSA DA LAGRIMA PELO TESTE LACRIMAL DAS PONTAS DE PAPEL (TLPP),
VALORES DE 95% DE INTERVALO DE CONFIANCA, COMPRIMENTO HORIZONTAL DA FENDA
PALPEBRAL (CHFP); PESO CORPORAL; UMIDADE RELATIVA DO AR E TEMPERATURA
AMBIENTE OBTIDOS EM CANARIO-DA-TERRA (Sicalis flaveola), CURIO (Sporophila angolensis),
TARTARUGA-DE-ORELHA-VERMELHA (Trachemys scripta elegans), RATO (Rattus norvegicus)
linhagem Wistar E CAMUNDONGO (Mus musculus) linhagem Swiss Webster.

. TLPP 95% intervalo CHFP Umid. Temp.

Especie (mm/min)  deconfianga  (mm/min.) Peso (g) rel. ar amb.
(mm/min.) (%) (C)

Sicalis flaveola 510£026 459-561 446000 20004010 78 20,09
Sporophila angolensis ~ 4,11+0,34 344-478  477:+005  14,00%0,10 81 19,50
Trachemyss. elegans ~ 8,79+038 805-953  850+008 gp350+20168 80 19,30
Rattus norvegicus 6184206 214-1022 6454009 151,20 + 68,89 90 22,00
Mus musculus 439+145 155-723 3591027  3045+569 78 19,50

Para todas as espécies avaliadas, ndo foram encontradas diferencas
significativas comparando os resultados obtidos para o TLPP e o CHFP entre

machos e fémeas ou entre os olhos direitos e esquerdos (P> 0,05).
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3.6 DISCUSSAO

O TLPP foi possivel e facilmente executado em todas as espécies, mesmo as
com menores dimensdes oculares como 0os camundongos e 0s canarios-da-terra.
Tanto nas aves testadas quanto nos répteis e mamiferos, o procedimento de
contencdo e de insercdo das pontas de papel no férnice conjuntival das palpebras
inferiores pdde ser praticado por um Unico operador. Adicionalmente, o
procedimento de mensuracdo da fracdo aquosa da lagrima pelo método do TLPP
implicou em curto periodo de contencédo e imobilizacdo e minimo desconforto para
todas as espécies avaliadas, ndo sendo observadas reacdes adversas atribuiveis ao
estresse.

Foi possivel aplicar o TLPP em ambos os olhos simultaneamente, utilizando
uma defasagem de tempo de 15 a 30 segundos entre a insercdo da ponta de papel
em um férnice conjuntival e no contralateral. Esta pratica permitiu a reducdo do
tempo de contencdo necesséaria para a avaliacdo bilateral e consequentemente a
diminuicao do tempo total de contenc¢éo reduzindo assim o estresse.

Dentre as cinco espécies de animais avaliados pelo TLPP as aves ofereceram
maior facilidade de manejo. A terceira palpebra, muito mével, ndo promoveu a
movimentacdo das pontas de papel inseridas no fornice palpebral. Por outro lado,
nas aves a fita do TLSI é frequentemente retirada do férnice conjuntival pelo
movimento da terceira palpebra. Apesar das tartarugas-de-orelha-vermelha,
necessitarem de contencédo adequada para a exposicéo e imobilizacao da cabeca, o
uso do TLPP foi muito pratico. Os camundongos foram os animais mais dificeis de
manejar e de proceder a mensuracao lacrimal pelo método do TLPP. A contencéo
ofereceu dificuldades, decorrente do pequeno tamanho corporal e da grande
agilidade. Na maior parte das vezes os camundongos reagiram agressivamente
tentando morder os dedos do operador. Os membros toracicos necessitaram ser
imobilizados, pois em caso contrario os animais imediatamente retiravam as pontas
de papel inseridas nos seus fornices palpebrais, utilizando as méos com muita
eficiéncia e habilidade. No caso dos ratos, sugere-se a mensuragao individual de
cada olho, pois embora a contencédo néo tenha oferecido dificuldades, quando se
mensuravam simultaneamente os dois olhos pelo TLPP, frequentemente os animais

agitavam a cabeca provocando a saida das pontas de papel dos fornices.
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N&do houve qualquer intercorréncia na aplicacdo do TLPP nas espécies
avaliadas, todos 0os animais submetidos aos procedimentos retornaram aos recintos
de origem sem apresentar sinais de estresse ou distlrbios oculares como secrecao
ou blefaroespasmo.

Os resultados obtidos para o TLPP nas cinco espécies avaliadas neste artigo,
nao permitem comparacdes com o0s poucos valores de referéncia disponibilizados na
literatura, devido as diferencas intrinsecas aos métodos. Para canarios-da-terra,
curibs e tartarugas-de-orelha-vermelha, ndo foram encontrados dados de
mensuracao da fracdo aquosa da lagrima na bibliografia.

Quanto a praticidade, a execucdo da mensuracdo da fracdo aquosa da
lagrima por meio do TLPP demonstrou-se altamente viavel, principalmente em aves,
onde a interferéncia do animal foi praticamente nula. Quanto ao réptil avaliado, o
resultado também foi favoravel, embora exija do operador maior habilidade na
contencdo. Quanto aos ratos, o procedimento foi executado com menor dificuldade
do que nos camundongos, foi possivel a contencao e a mensuracao lacrimal, por um
anico operador. Embora os camundongos oferecam maior dificuldade, estes também
puderam ser executados com um treinamento prévio na contencdo de modo a
adquirir familiaridade com o método.

O presente experimento demonstrou que o TLPP caracteriza-se como um
método padronizado de mensuracdo da fracdo aquosa da lagrima e pode ser
utiizado em animais com olhos pequenos (CHFP < 5 mm), e permite futuras
comparacdes com os dados disponibilizados aqui.

Mais experimentos e o estabelecimento de valores de referéncia para novas
espécies permitirdo, a identificacdo de individuos que desviem destes parametros e

a comparacao da producdo fisioldgica da fracdo aquosa da lagrima entre espécies.
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4 BIOMETRIA OCULAR DE TRES PRIMATAS NEOTROPICAIS: SAGUI-DE-
TUFO-PRETO (Callithrix penicillata), MICO-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus) E
MACACO-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus)

Ocular biometry of three neotropical primates: black-tufted marmoset
(Callithrix penicillata), squirrel monkey (Saimiri sciureus) and owl monkey
(Aotus azarae infulatus)

4.1 RESUMO

Objetivo: estabelecer valores de referéncia para medidas oftdlmicas anatébmicas e
fisiolégicas nas trés espécies de primatas neotropicais, sagui-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata), mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) e macaco-da-noite (Aotus azarae
infulatus), relacionar as medidas obtidas com os respectivos habitos.

Material e métodos: foram aferidas medidas por meio de contencdo manual,
utilizando paquimetro convencional, tonémetro de rebote, sistema ultrassonografia
modo B, estesibmetro de Cochet-Bonnet, paquimetro ultrassdnico de cornea,
termbmetro, balanca e fitas do teste lacrimal de Schirmer. Foram avaliados 24
macacos-da-noite e 24 micos-de-cheiro disponibilizados pelo Centro Nacional de
Primatas — Ananindeua — Pard; e 19 saguis-de-tufo-preto, capturados no Parque
Barigui — Curitiba — Parana.

Resultados: foram estabelecidos valores de referéncia das principais medidas
oculares, biométricas, ultrassonograficas e fisioldgicas e foi estabelecido um indice
correlacionando o didametro da cérnea com o didmetro axial do bulbo ocular que
permite caracterizar o habito de vida da espécie, relacionado a atividade diurna ou
noturna.

Discussdo: Foi possivel estabelecer valores de referéncia para medidas oftdlmicas
em pequenos primatas selvagens submetendo-os somente a contengdo manual,
algumas medidas oftalmicas permitiram estabelecer inferéncias anatdbmicas aos
hébitos diurnos ou noturnos das espécies.

Palavras-chave: Oftalmologia. Biometria. Primatas ndo humanos. Ultrassonografia.
Valores de referéncia.

4.2 ABSTRACT

Objective: To establish reference values for anatomical and physiological ophthalmic
measures in three species of neotropical primates, the black-tufted marmoset
(Callithrix penicillata), the squirrel monkey (Saimiri sciureus) and the owl monkey
(Aotus azarae infulatus), relating measurements with their habits.

Material and methods: measurements were taken using manual restraint, using
conventional caliper, rebound tonometer, B-mode ultrasound system, Cochet-Bonnet
esthesiometer, ultrasonic corneal pachymetry, thermometer, balance and Schirmer
tear test paper strips. We evaluated 24 squirrel monkeys and 24 owl monkeys
provided by the National Primate Center (Centro Nacional de Primatas — CENP),
Ananindeua-Para, and 19 black-tufted marmosets, captured in Barigui Park, Curitiba-
Parana.
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Results: We established reference values for the main ocular, biometric, ultrasound
and physiological measures and also an index correlating the diameter of the cornea
with the axial length of the eye, which allows the characterization of the life habits of
the species, related to the animal activity during the day or night.

Discussion: It was possible to establish reference values for ophthalmic measures in
small wild primates using only manual restraint. Some ophthalmic measures allowed
that anatomical inferences about diurnal or nocturnal habits of species were made.
Keywords: ophthalmology, biometrics, nonhuman primates, ultrasound, reference
values.

Keywords: Ophthalmology. Biometrics. Nonhuman primates. Ultrasound system.
Reference values.

4.3 INTRODUCAO

Os valores de referéncia de medidas oftalmicas, incluidas a biometria e dados
fisiologicos, para diferentes espécies de animais selvagens, particularmente os sul-
americanos, sdo escassos na literatura (MONTIANI-FERREIRA, 2001; MONTIANI-
FERREIRA, 2006). Dentre estes, os primatas, sdo particularmente carentes em
valores de referéncia. Os primatas ndo humanos compreendem um importante grupo
zoologico devido a proximidade filogenética com o homem (SASAKI et al., 2009),
sendo o Brasil o pais do mundo com o maior niumero de espécies (CHIARELO et al.,
2008). Desta forma, os primatas brasileiros representam um contingente animal de
especial interesse na pesquisa médica. Os primatas neotropicais por seu tamanho
pequeno, quando comparados com as espécies do Velho Mundo — historicamente
utilizadas como animais de experimentacdo, apresentam reduzidos custos de
reproducdo e manutencdo em cativeiro, sendo uma alternativa economicamente
mais interessante como modelo de experimentacédo biomédica (SASAKI et al., 2009).
Os primatas do Velho Mundo, especialmente os grandes simios, principalmente por
razBes sentimentais sdo cada vez mais evitados nas experimentagfes cientificas
(HAMPTON-JUNIOR et al., 1966; EPPLE, 1970).

Uma etapa importante no uso destes novos animais, 0s primatas neotropicais,
como modelos biomédicos € o estabelecimento dos valores de referéncia da
avaliacdo oftalmica utilizados na rotina médica de animais domésticos (MONTIANI-
FERREIRA, 2001; MONTIANI-FERREIRA, 2006).

No Brasil existem alguns centros de pesquisa que mantém cole¢fes de

primatas cativos, e albergam populacdes numericamente suficientes para o
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estabelecimento de valores de referéncia, entre estes se destaca o Centro Nacional
de Primatas (CENP).

Populacdes de primatas impropriamente introduzidas em ambientes urbanos
ou naturais, sdo indesejadas e frequentes no Brasil. Estes contingentes
populacionais, ao serem manejados também constituem boas oportunidades para a
tomada de medidas oculares.

A opcéo pelas trés espécies aqui avaliadas justifica-se por serem cada uma
delas representante de um dos trés grupos da Ordem dos Primatas, segundo a
classificacdo proposta por SILVEIRA (2004), no que se refere a razdo entre a
densidade de bastonetes e de cones na retina. O sagui-de-tufo-preto representa o
grupo dos primatas diurnos de olhos pequenos que apresenta uma pequena razao
entre a densidade de bastonetes e cones; 0 mico-de-cheiro representa os primatas
diurnos de olhos médios a grandes que apresenta uma grande razdo entre
bastonetes e cones, 0 macaco-da-noite representa os primatas noturnos de olhos
grandes que apresentam uma razdo muito grande entre a densidade de bastonetes
e de cones (SILVEIRA, 2004).

KIRK (2004) relata que dada a grande atencdo que a pesquisa tem dedicado
ao estudo da adaptacéo funcional e das caracteristicas evolutivas do sistema visual
dos primatas, é surpreendente que poucos autores tem se dedicado a considerar a
relacdo morfolégica com os habitos de vida diurnos ou noturnos.

ROSS e KIRK, (2007) discutem a evolucédo visual dos primatas, analisando o
tamanho e a forma do olho, concluem que estes acumularam dois passos evolutivos.
No primeiro passo, o ancestral sendo um predador noturno, desenvolveu um olho
grande com uma grande cérnea para aperfeicoar a captacdo luminosa caracteristica
da visdo escotdpica. No segundo passo quando mudou de habitos tornando-se
diurno, ampliou o didametro axial aumentando a acuidade tipica da visao fotopica.

A disponibilidade de valores de referéncia para testes oftalmicos, bem como
das medidas anatbmicas e fisiol6gicas oculares seriam 0s primeiros passos para
uma adequada avaliacdo oftalmica dos diferentes primatas ndo humanos, facultando
o discernimento entre o normal e o patolégico. Tais valores de referéncia sao
curiosamente escassos na literatura, particularmente para primatas neotropicais. O
presente estudo se propde a estabelecer valores de referéncia das principais

medidas anatébmicas oculares, da presséao intraocular e da fase aquosa do filme
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lacrimal para as trés espécies de primatas neotropicais: sagui-de-tufo-preto, mico-

de-cheiro e macaco-da-noite.

4.4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade — ICMBio. Foi também aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais de Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

Todos os procedimentos que envolveram a utilizacdo dos primatas foram
conduzidos de acordo com as “Normas para uso de animais em pesquisas
oftalmolégicas” da ARVO (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Reasearch).

Previamente ao experimento, visando excluir 0s animais que porventura
apresentassem doenca ocular e/ou sistémica, realizou-se exame fisico, avaliagdo
hematoldgica, bioquimica sérica, coproparasitaria, ectoparasitaria, radiogréfica
esquelética, toracica e abdominal laterolateral e anteroposterior além de exame
ultrassonografico ocular e abdominal.

Visando utilizar apenas individuos saudaveis, cujos parametros hematoldgicos e
bioguimicos ndo destoassem dos valores de referéncia, todos os individuos foram
avaliados, as coletas das amostras de sangue foram efetuadas através de puncéo da
veia femoral.

A sequéncia de realizacdo dos procedimentos no estudo incluiu a identificacdo da
espécie, 0 sexo, a idade, o peso e o0 escore corporal. Foi efetuada avaliacdo da
cavidade oral visando descartar do experimento animais que apresentassem
alteracdes. Foi efetuada inspecdo ocular, avaliando-se as estruturas do segmento
anterior com auxilio de um transiluminador.

Os procedimentos de tomada de dados foram efetuados em horario diurno, em
ambiente climatizado, para a manipulagédo dos animais foram utilizados equipamento
de protecdo individual, tais como avental, luvas, méscara, toca e roupas de uso
exclusivo.

Para a realizacdo dos testes oftalmicos, os primatas foram contidos manualmente
de maneira cuidadosa, atendendo para que ndo houvesse desconforto excessivo ou
compressao exagerada.

Animais experimentais
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Sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata)

Os saguis-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) utilizados no experimento foram
capturados no Parque Barigui — Curitiba, Parana, Brasil (25°25"40’sul, 49°16°23 'oeste),
utilizando-se diferentes métodos, sendo principalmente cevas-armadilhas e captura
manual. Foram mensurados 19 animais adultos (12 fémeas e sete machos). Para
identificacdo individual, foi implantado em cada sagui um microchip (AnimalTag, Korth,
RFID, S&o Paulo, Brasil) que podia ser reconhecido com um scanner apropriado.

Os saguis do Parque Barigui sdo invasores e a retirada destes animais do Parque
fez parte de um programa de restauracdo da fauna desenvolvido pela Prefeitura
Municipal de Curitiba em parceira com o Hospital Veterinario da Universidade Federal
do Parané.

Os animais capturados foram mantidos em recintos individuais medindo um metro
de altura, meio metro de largura e meio metro de profundidade, sendo possivel sua
divisdo por uma porta tipo guilhotina em dois compartimentos de modo a facilitar o
manejo nos procedimentos de higiene e captura. Estas instalacbes compdem um
biotério situado no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana.

A alimentacao utilizada durante a permanéncia dos saguis-de-tufo-preto no biotério
do Hospital Veterinario da UFPR foi constituida por frutas da estacdo sendo que
bananas compunham o cardapio diario, polvilhadas com goma arabica em po; queijo
tipo “petit suisse”, porgbes de salsichas e larvas de insetos (Tenerio molitor),
oferecidos em dias alternados, constituindo a fonte proteica.

Apos a realizagdo da investigacdo, todos os animais, tanto machos como fémeas
foram esterilizados cirurgicamente e entregues aos cuidados do Zooldgico de Curitiba
sendo alojados em recintos expositivos ou retornaram aos locais de origem onde foram

capturados.

Macaco-da-noite (Aotus azarae infulatus)

Os macacos-da-noite (Aotus a. infulatus) utilizados na pesquisa pertenciam ao
acervo do Centro Nacional de Primatas (CENP) localizado em Ananindeua -
Para/Brasil (1°21'59”sul, 48°22°20”oeste), com o qual a UFPR mantem cooperagéo.
Todos os animais do plantel do CENP foram identificados por meio de tatuagem e
microchip (AVID, California, EUA). Foram avaliados 24 macacos-da-noite adultos

sendo 12 machos e 12 fémeas.
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Os macacos-da-noite apresentam comportamento monogamico e foram alojados
em um galpdo construido em alvenaria, com area prépria para o0 manejo dos animais;
area para limpeza de utensilios; banheiro para tratadores e sala de depdsito de
materiais de limpeza. O galpdo esta disposto no sentido norte/sul e tem as laterais
abertas, protegidas por telas metalicas tipo mosquiteiro, para impedir a entrada de
artropodes e promover a entrada de luz solar e a aeracdo do ambiente interno. Os
recintos em seu interior estdo dispostos em baterias, criando corredores de circulagéo
(impo - central) e de recolhimentos de dejetos (sujos - laterais). Os recintos
distribuidos no interior do galpdo medem 1,20 metros de largura, 3,85 metros de
comprimento e 2,40 metros de altura, estdo dispostos em duas baterias de 26 recintos.
No interior de cada recinto ha quatro poleiros transversais de cinco cm de didmetro e
plataformas de madeira nas laterais e no fundo, em trés niveis, para viabilizar o banho
de sol. H4 também uma caixa ninho de metal e piso telado, fixada na parte frontal do
recinto, utilizada para abrigo e contencdo. A dieta € baseada em produtos
hortifrutigranjeiros, racédo peletizada especifica para primatas neotropicais (Megazoo
P25, Vale Verde, Sdo Paulo - Brasil), leite de vaca industrializado, fornecido duas
vezes por semana, ovo cozido uma vez por semana e larvas de besouro (tenébrio-
gigante: Zophobas morio) trés vezes por semana. A alimentacdo é oferecida em
bandeja de inox, fixada na parte frontal do recinto, agua e leite sao oferecidos em

bebedouros do tipo mamadeira de meio litro.

Mico-de-cheiro (Saimiri sciureus)

Os micos-de-cheiro (Saimiri sciureus), utilizados na pesquisa pertenciam ao acervo
do Centro Nacional de Primatas (CENP) localizado em Ananindeua — Para/Brasil, com
o qual a UFPR mantem cooperacdo. Todos os animais do plantel do CENP foram
identificados por meio de tatuagem e microchip (AVID, Califérnia, EUA). Foram
avaliados 24 micos-de-cheiro adultos sendo 13 machos e 11 fémeas.

Os micos-de-cheiro, sendo poligamicos sao alojados em 24 recintos de 2,30 metros
de largura, 3,85 metros de comprimento e 2,55 metros de altura, conjugados em duas
partes, possuindo uma portinhola central que da passagem aos animais. Tal
disposicédo facilita o manejo e possibilita maior seguranca aos tratadores. Cada
conjunto de recinto duplo abriga um grupo reprodutivo composto por um macho adulto
e 10 fémeas. Cada recinto possui quatro poleiros transversais e plataforma de ripas de

madeira.
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A dieta é baseada em produtos hortifrutigranjeiros, racao peletizada especifica para
primatas neotropicais (Megazoo P25, Vale Verde, Sao Paulo - Brasil), leite
industrializado de vaca, fornecido duas vezes por semana, ovo cozido uma vez por
semana e larvas de besouro (tenébrio-gigante: Zophobas morio) trés vezes por
semana. Os animais foram submetidos a identificacdo da espécie e do sexo, e a leitura
do transponder por meio de scanner, foi obtida a idade dos individuos consultando os
registros do plantel.

Biometria

Para a tomada das medidas oculares: distancia entre os cantos nasais (DCN),
distancia entre os cantos temporais (DCT), distancia inter-pupilar (DIP), comprimento
horizontal da fenda palpebral (CHFP), diametro da cornea (DC), foi utilizado um
paquimetro digital de aco inoxidavel com visor LCD (PD-150, 0-150 mm, acuracia: 0.01
mm; Vonder, Curitiba, PR, Brasil). Os animais foram contidos manualmente sendo
mensurada a abertura horizontal da fenda palpebral, o didametro da cérnea (limbo a
limbo) de ambos os olhos a distancia entre as pupilas, a distancia entre os cantos
nasais e a distancia entre os cantos temporais.

Para a afericdo do peso foi utilizada uma balanca eletronica digital de mesa
(Filizola BPS, 15 kg, preciséo 5 g, S&o Paulo, Brasil). Foi efetuada a tara da balanca
com o peso da caixa de transporte vazia, ap0s o que a caixa foi pesada novamente
desta feita com o animal no seu interior, obtendo-se assim o peso do animal.

A temperatura retal foi obtida por meio de um termometro digital (DeltaTrak -
40°C a 150°C, precisao de 0,5°C).

A temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar foram obtidas por meio
de um termo-higrometro digital (Mod 30.5000.02, TFA Technology HK Limited. Hong
Kong, China).

Para a mensuracao da pressao intraocular (P1O) foi utilizado um tonémetro de
rebote (TonoVet, Kruuse, Langskov, Dinamarca), foram efetuadas trés medidas de
cada um dos olhos dos animais (Figura 1).

Para mensuracao da espessura central da cornea (ECC), foi utilizado o aparelho
portatil de paquimetria ultrassénica (PalmScan, Micro Medical Devices, California,
EUA) (Figura 1).
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Para a mensuracao da sensibilidade da superficie da cornea (EST) foi utilizado
um estesiometro de Cochet-Bonnet (Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, France)
(FIGURA 1).

Para a ecobiometria ocular ultrassénica foram avaliados: 1) comprimento axial
da camara anterior (CA); 2) espessura medial da lente (EL); 3) comprimento axial da
camara vitrea (CV) e, 4) diametro axial do bulbo ocular (DABO). Para os micos-de-
cheiro e macacos-da noite, foi utilizado um sistema de ultrassonografia modo-B
(MyLab 30 Vet Gold, Esaote, Genova, Italia) com um transdutor linear com frequéncia
de 12 MHz. Para os saguis-de-tufo-preto foi utilizado outro sistema de ultrassonografia
de mono-B (Sonix OP, Ultrasonix, Columbia, Canada), com transdutor linear de
frequéncia de 14 MHz.

As imagens e mensuracfes foram obtidas a partir de sonogramas do plano
dorsal. Antes do procedimento, visando a reducdo do desconforto, a cornea foi
anestesiada com colirio de cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina 0,1%.
O exame ultrassonografico foi realizado pela técnica transcorneana, porém em
algumas excecdes, 0s animais ndo permitiram a manobra, sendo realizada a técnica
transpalpebral com o auxilio de gel acustico. Em todos os casos s6 foram mensuradas
as imagens consideradas adequadas para discernir o limite de todas as estruturas
oculares. Foram aferidas as dimensdes entre a cornea e a capsula anterior da lente, a
qgual corresponde a camara anterior; entre a capsula anterior e posterior da lente a qual
corresponde a espessura da lente; entre a capsula posterior da lente e o disco 6ptico,
a qual correspondente a camara vitrea; e o comprimento axial do olho que
corresponde a medida entre a cérnea e o disco Optico. Todas as mensuracdes
efetuadas mediante ultrassonografia foram praticadas por um Unico operador para

evitar as variacdes entre observadores.

Teste lacrimal de Schirmer

Doencas oculares podem perturbar a producéo lacrimal, sdo identificadas por
sinais como epifora e olho seco, o teste lacrimal de Schirmer é o método classico para
a mensuracao da fragcdo aquosa da lagrima, é utilizado no homem e em uma variedade
de espécies animais (BARABINO et al., 2004).
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Teste lacrimal de Schirmer |

Para micos-de-cheiro (Saimiri sciureus), e macacos-da-noite (Aotus a.
infulatus), foi efetuado o teste lacrimal de Schirmer | (TLSI) (Ophthalmos, S&o Paulo,
SP, Brasil), utilizando a fita convencional, com um tempo de leitura de um minuto
(FIGURA 1). Foram avaliados 24 macacos-da-noite sendo 12 machos e 12 fémeas

(48 olhos) e 24 micos-de-cheiro sendo 13 machos e 11 fémeas (48 olhos).

Teste lacrimal de Schirmer | modificado

Para os saguis-de-tufo-preto (Callithrix penicillata), foram utilizandas fitas de
papel absorvente do Teste Lacrimal de Schirmer (Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil),
cortadas longitudinalmente pela metade. Quando a marca de umidade na fita atingiu
apenas a porc¢ao arredondada anterior ao entalhe, inferior a marca zero, considerou-
se resultado negativo (TROST et al., 2001). Os animais foram contidos manualmente
por um auxiliar enquanto o operador tencionava gentilmente a palpebra inferior com
pinga de Adson Brown romba para facilitar a inser¢ao da fita de Schirmer modificada
no fornice conjuntival. Foram avaliados 19 saguis-de-tufo-preto sendo 12 fémeas e

07 machos.

Analise estatistica

Os dados obtidos na pesquisa foram submetidos a analise estatistica
descritiva. Inicialmente foi efetuado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Apos
este procedimento, os testes-t ndo pareados foram aplicados visando a comparacao
entre os dados obtidos para machos e fémeas, olhos direitos e esquerdos avaliando
se eram diferencas significativas entre os grupos independentes quanto aos valores
numeéricos continuos. Os valores de P <0,05 foram considerados significativos. Foi
utilizado o programa JMP (SAS Institute, Inc., Cary NC, USA) para as analises

estatisticas: descritiva e inferencial.
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FIGURA 1 — ASPECTO DA MENSURACAO DA FASE AQUOSA DO FILME LACRIMAL POR MEIO
DO TESTE LACRIMAL DE SCHIRMER | EM MICO-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus) (A); MACACO-DA-
NOITE (Aotus azarae infulatus), NO MOMENTO DA MENSURAQAO DA ESPESSURA CENTRAL DA
CORNEA UTILIZANDO UM APARELHO PORTATIL DE PAQUIMETRIA ULTRASSONICA (B);
SAGUI-DE-TUFO-PRETO (Callithrix penicillata) SENDO SUBMETIDO A MENSURACAO DA
PRESSAO INTRAOCULAR POR MEIO DE UM TONOMETRO DE REBOTE (C); SAGUI-DE-TUFO-
PRETO (Callithrix penicillata) DURANTE A AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DA SUPERFICIE DA
CORNEA COM O USO DE ESTESIOMETRO DE COCHET-BONNET (D); MACACO-DA-NOITE
(Aotus azarae infulatus), NO MOMENTO DA AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DO BULBO
OCULAR, COM UM TRANSDUTOR LINEAR (E); ASPECTO ULTRASSONOGRAFICO DA IMAGEM
OBTIDA EM PLANO DORSAL POR MEIO DA ULTRASSONOGRAFIA DO BULBO OCULAR DO
MACACO-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus)
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4.5 RESULTADOS

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk demonstrou que os dados

apresentaram distribuicdo normal de erros. Os dados obtidos na estatistica

descritiva dos diversos parametros avaliados sédo apresentados nas tabelas que

seguem.

TABELA 1 — RESULTADOS OBTIDOS NA TOMADA DE MEDIDAS OFTALMICAS (MEDIA E
DESVIO PADRAO), EM MICOS-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus), MACACOS-DA-NOITE (Aotus
azarae infulatus) E SAGUIS-DE-TUFO-PRETO (Callithrix penicillata) POR MEIO DE UM
PAQUIMETRO DIGITAL. (DCN) DISTANCIA ENTRE OS CANTOS NASAIS; (DCT) DISTANCIA
ENTRE OS CANTOS TEMPORAIS; (DIP) DISTANCIA INTER-PUPILAR; (CHFP) COMPRIMENTO
HORIZONTAL DA FENDA PALPEBRAL; E (DC) DIAMETRO DA CORNEA DE LIMBO A LIMBO.

Espécie DCN (mm) DCT (mm) DIP (mm) CHFP (mm) DC (mm)
Callithrix penicillata 7,75+ 0,90 22,71 +£5,50 1285+0,79 7,83+0,72  N&omensurado
Saimiri sciureus 6,52 £ 0,56 26,21 +1,44 16,64 +£1,06 10,56+ 1,03 8,11+ 0,54
Aotus a. infulatus 10,42 + 0,85 38,98+ 1,61 24,13+1,17 1461+116 13,40+0,76

TABELA 2 — MEDIDAS OFTALMICAS (MEDIA E DESVIO PADRAO), EM MICO-DE-CHEIRO (Saimiri
sciureus), MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus), E SAGUIS-DE-TUFO-PRETO (Callithrix
penicillata), AFERIDAS POR MEIO DE ULTRASSONOGRAFIA MODO B. COMPRIMENTO AXIAL
DA CAMARA ANTERIOR (CA), ESPESSURA MEDIAL DA LENTE (EL), COMPRIMENTO AXIAL DA
CAMARA VITREA (CV), DIAMETRO AXIAL DO BULBO OCULAR (DABO).

Espécie CA (mm) EL (mm) CV (mm) DABO (mm)
Callithrix penicillata 1,58+0,18 2,05+0,22 7,01+0,44 10,63+0,43
Saimiri sciureus 254+0,19 245+022 9,14+0,35 14,23+0,33
Aotus a. infulatus 4,19+0,27 475+0,28 9,89+0,48 18,85+0,58

TABELA 3 — MEDIDAS OFTALMICAS (MEDIA E DESVIO PADRAO), OBTIDAS EM MICOS-DE-
CHEIRO (Saimiri sciureus), (N=24); MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus) (N=24), E
SAGUIS-DE-TUFO-PRETO (Callithrix penicillata) DA SENSIBILIDADE DA SUPERFICIE DA
CORNEA MENSURADA POR MEIO DO ESTESIOMETRO DE COCHET-BONNET (EST),
ESPESSURA CENTRAL DA CORNEA (ECC) MENSURADA UTILIZADO UM APARELHO PORTATIL
DE PAQUIMETRIA ULTRASSONICA, FRACAO AQUOSA DA LAGRIMA AVALIADA PELO TESTE
LACRIMAL DE SCHIRMER | (TLSI) E TESTE LACRIMAL DE SCHIRMER | MODIFICADO (TLSIM),
PRESSAO INTRAOCULAR (PI0) MEDIDA PELO TONOMETRO DE REBOTE TONOVET.

Espécie EST (mm) ECC (mm) TLS P10 (mm/hg)
Callithrix penicillata 578+0,44 0,33+0,03 -0,46+3,41* 12,73+2,29
Saimiri sciureus 477 +0,99 0,43+0,06 4,67 + 2,75* 9,22+2,21
Aotus a. infulatus 265+0,60 0,44+0,04 2,09 + 2,32*% 13,72 + 5,65

*Teste Lacrimal de Schirmer .

**Teste Lacrimal de Schirmer | modificado.
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TABELA 4 — MEDIDAS OFTALMICAS (MEDIA E DESVIO PADRAO), DE MICO-DE-CHEIRO (Saimiri
sciureus) (N=24), MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus) (N=24), E SAGUIS-DE-TUFO-
PRETO (Callithrix penicillata) IDENTIFICANDO O PESO CORPORAL, A IDADE, A TEMPERATURA
RETAL, A TEMPERATURA AMBIENTE E A UMIDADE RELATIVA DO AR.

Espécie Peso (g) Idade (dias) Tem. Retal (°C) Tem. Amb. (°C) URA (%)
Callithrix penicillata 291,82 + 93,58 Néo disponivel 39,00 £ 1,15 18,47 £ 1,23 51,09 £ 11,96
Saimiri sciureus 754,79 + 14,.63 2654,08 + 1283.69 39,84 + 0.46 25,55 + 0,53 49,46 + 2,62
Aotus a. infulatus 1046,75 * 154,26 3557 +1101.88 38,02 £ 6.61 25,38+ 5,10 48,52 £ 9,91

Para todas as medidas obtidas, ndo foram encontradas diferencas
significativas comparando os resultados obtidos entre machos e fémeas ou entre os
olhos direitos e esquerdos (P > 0,05).

KIRK (2004), visando a comparacdo entre bulbos oculares de diferentes
espécies de mamiferos estipulou um indice constituido pela razéo entre a média dos
didmetros maximo e minimo da cérnea dividido pela média entre os diametros
méaximo e minimo do equador do bulbo ocular. O referido autor estudou bulbos
oculares fixados.

Visando avaliar a relacdo entre o tamanho da cérnea e o didametro axial do
bulbo ocular do macaco-da-noite e do mico-de-cheiro, estabelecemos um indice
semelhante ao proposto por KIRK (2004), porém ao invés de utilizar o diametro
equatorial do bulbo ocular, utilizamos o diametro axial. Os valores dos indices
obtidos para cada uma das espécies sao significativamente diferentes entre si (P
<0,0001) e sao apresentados na TABELA 5 e na FIGURA 2.

TABELA 5 — OS VALORES OBTIDOS NA MENSURACAO DOS DIAMETROS DAS CORNEAS DE
LIMBO A LIMBO, FORAM DIVIDIDOS PELO DIAMETRO AXIAL DO BULBO OCULAR, OBTENDO-
SE O INDICE: DIAMETRO DA CORNEA/DIAMETRO AXIAL DO BULBO OCULAR (DC+DABO), A
MEDIA DESTES VALORES E O0OS RESPECTIVOS DESVIOS PADRAO SAO AQUI
APRESENTADOS. DC: DIAMETRO DA CORNEA, MENSURADO COM PAQUIMETRO DIGITAL E
DABO: DIAMETRO AXIAL DO OLHO, MENSURADO POR ULTRASSONOGRAFIA MODO B.

Espécie DC+DABO
Saimiri sciureus 0,57 £ 0,04
Aotus a. infulatus 0,71 +£0,04




60

DC = DABO
~

]
+
65 1 _é_ 8
o o —$— i
——
8

Indice:

Aotus a. infulatus Saimiri sciureus

Espécies de primatas avaliadas

FIGURA 2 — GRAFICO DO TIPO “BOX PLOTS” DEMONSTRANDO OS QUARTIS DOS INDICES
OBTIDOS DIVIDINDO O DIAMETRO DA CORNEA PELO COMPRIMENTO AXIAL DO BULBO
OCULAR EM MICOS-DE-CHEIRO (Saimiri sciureus), ANIMAL DE HABITO DIURNO E EM
MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarae infulatus), DE HABITO NOTURNO

4.6 DISCUSSAO

As medidas oculares aqui disponibilizadas preenchem parcialmente uma
lacuna de informagdes quanto aos valores de referéncia da biometria ocular das trés
espécies de primatas abordadas. Muito embora algumas destas medidas ja
estivessem disponibilizadas na literatura cientifica (KIRK, 2004; ROSS e KIRK,
2006), estas haviam seguido métodos de tomadas de dados diversos dos aqui
aplicados, amostraram um pequeno namero de individuos ou referiam-se a espécies
ou subespécies diferentes ou ndo identificadas.

Verificou-se que o0 exame ultrassonografico ocular € uma modalidade
diagnéstica eficiente para a obtencdo da biometria ocular, pois apesar de ser um
método recente na avaliacdo das estruturas oculares, atualmente estd mais
difundido na rotina clinica oftalmoldgica, possui custo relativamente acessivel, boa
repetitividade, além de ter sido possivel sua realizacdo sem a necessidade de
anestesia geral nas espécies estudadas. Outro fato interessante é que além de
permitir a obtencdo de medidas possibilita a verificagdo de caracteristicas
anatomicas e a avaliagdo de possiveis anormalidades que poderiam vir a interferir
na idoneidade do estudo. Ressalta-se o fato da necessidade de um aparelho de alta
resolucdo associado a transdutores de alta frequéncia, acima de 10 MHz para a

realizacdo deste tipo de estudo e avaliagdo adequada das estruturas oculares
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(GONZALES et al., 2001), principalmente por esses primatas apresentarem bulbos
oculares pequenos quando comparados a outros mamiferos.

As mensuragdes obtidas por meio de exame ultrassonografico ocular modo-B
podem ser consideradas fidedignas segundo COTTRILL el al.,, (1989), porém
guando comparadas a outros dados de referéncia da literatura deve ser tomado o
cuidado de analisar mensuragdes também obtidas por esta técnica, pois alguns
autores encontraram pequenas divergéncias entre medidas coletadas por meio do
modo-A e do modo, devido a artefatos de velocidade e refracdo (HAMIDZADA,
1999). Em alguns estudos foi percebido que geralmente as diferencas entre os dois
modos de coleta de dados s&o mais evidentes em estruturas com maior
profundidade como a espessura da lente, cAmara vitrea e comprimento axial do
olho, quando comparados a espessura da cornea e camara anterior (HAMIDZADA,
1999) enquanto outros ndo demonstraram diferencas estatisticamente significantes
(COTTRIIL et al., 1989). BOROFFKA et al.,, (2006) demonstraram que erros de
repetitividade entre observadores e em um mesmo observador ndo proporcionam a
ocorréncia de resultados discrepantes quando o modo-B é utilizado como ferramenta
para coleta de dados de biometria ocular.

No presente experimento, apesar de terem disso utilizados aparelhos
diferentes n&o houve diferenca na obtencédo das imagens, pois ambos séo de alta
resolucdo e possuem transdutores de alta frequéncia, sendo indicados para
mensuracdes de estruturas superficiais, como os olhos.

O estesiometro de Cochet-Bonnet afere o maior comprimento da haste de
ndilon que provoca nocicepcdo ao tocar a superficie da cérnea. A sensibilidade é
inversamente proporcional a magnitude da medida em milimetros. Desta forma, o
comprimento da haste caracteriza a sensibilidade corneana. Quanto maior o
comprimento menor sera a pressdo aplicada sobre a cérnea. A pequena
sensibilidade apresentada pelo macaco-da-noite chama a atencdo, quando
comparada ao mico-de-cheiro e ao sagui-de-tufo-preto: 2,65 mm; 4,77 mm e 5,78
mm respectivamente. A selecdo natural de uma cérnea ampla, adaptada para a vida
noturna, observada no macaco-da-noite, parece ter reduzido a concentragdo de
terminacdes nervosas distribuidas na sua superficie. Esta hipotese é corroborada
pela maior sensibilidade observada em sagui-de-tufo-preto sendo esta a espécie
entre as trés avaliadas que apresenta o menor diametro da cérnea, embora no

presente experimento nesta espécie ndo tenha sido aferido o diametro da cornea,
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ROSS e KIRK (2006), relatam 5,9 mm para Callithrix jacchus e 5,6 mm para
Callithrix sp. que sédo espécies muito proximas de C. penicillata e que aprestaram
outras medidas semelhantes. Porém, é potencialmente mais dificil a aplicacdo
correta do método de avaliacdo da sensibilidade por meio do estesibmetro de
Cochet-Bonnet nos olhos pequenos. Isto se deve ao fato de que nos animais com
olhos pequenos é maior a possibilidade de que durante o procedimento de
mensuracdo da sensibilidade da cérnea, a haste de néilon toque a margem da
palpebra e os cilios promovendo resposta muitas vezes indevida e, em alguns
casos, falsa leitura.

A espessura central da cérnea € semelhante em duas espécies: macaco-da-
noite e o mico-de-cheiro (0,44 mm e 0,43 mm respectivamente). Um valor bastante
menor foi encontrado para o sagui-de-tufo-preto (0,33 mm). Portanto, a ampliacao da
superficie da cérnea na adaptacdo a vida noturna, no caso do macaco-da-noite,
parece néo ter interferido sobre a espessura da mesma.

A pressao intraocular observada nos micos-de-cheiro (9,22 mm/Hg) foi
bastante inferior a observada nos saguis-de-tufo-preto e nos micos-de-cheiro (12,73
mm/Hg e 13,72 mm/Hg respectivamente), esta observacdo carece de mais
investigacao para que possa ser buscada a justificativa para o caso dos saguis-de-
tufo-preto. Valores de referéncia da pressao intraocular de diferentes espécies de
primatas ndo humanos nédo esta disponivel na literatura, embora seja mensurada
comparativamente em experimentos que utilizam primatas como modelos,
especialmente em estudos de glaucoma, onde se avaliam grupos com e sem
determinados tratamentos terapéuticos (CAMRAS e BITO, 1981; SCHUBERT et al.,
1985; MACDONALD et al., 1991).

Quanto ao teste lacrimal, o0 método utilizado para o sagui-de-tufo-preto foi
diverso do adotado para as duas outras espécies 0 que determina a impossibilidade
de comparacdo entre os resultados. Porém, ao compararem-se 0s resultados
obtidos para o mico-de-cheiro e 0 macaco-da-noite, respectivamente: 4,67 mm e
2,09 mm chama atencdo a pequena producdo lacrimal observada na espécie
noturna. O fato de a mensuracdo ter sido praticada em horario diurno pode ter
influenciado este resultado aparentemente pequeno. Recomenda-se que novas
mensuragdes sejam praticadas em horario noturno, atendendo a esta caracteristica

comportamental da espécie para dirimir o fato.
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Com vistas ao diametro da cornea e o diametro axial do bulbo ocular dos trés
primatas, ROSS e KIRK (2006), mensurando olhos fixados, obtiveram as seguintes
medidas: para macacos-da-noite (Aotus sp.), média de dois exemplares, diametro da
cornea: 13,4 mm e comprimento axial do bulbo: 20,0 mm; no presente estudo
encontramos 13,4 mm e 18,85 mm respectivamente. Para micos-de-cheiro os
autores citados encontraram para cinco exemplares de Saimiri boliviensis 7,6 mm e
14,5 mm, para apenas trés exemplares de Saimiri sp. 8,1 mm e 15,3 mm, para
apenas quatro exemplares de Saimiri sciureus 7,8 mm e 15,5 mm; no presente
estudo encontramos 8,11 mm e 14,23 mm respectivamente. Considerando os saguis
os citados autores encontraram para seis exemplares de Callithrix jacchus 5,9 mm e
11,3 mm para dois exemplares de Callithrix sp. 5,6 mm e 11,5 mm; no nosso
levantamento, encontramos para o diametro axial do bulbo ocular 10,63 mm e nao
obtivemos a medida do diametro da coérnea. As medidas aqui apresentadas foram
efetuadas em animais vivos e com métodos diferentes do utilizado pelos autores
citados. As mensuragdes presentes nesta investigacao foram realizadas por meio de
paquimetro para a cérnea e por meio de ultrassonografia de modo B para o eixo
axial, o nimero de amostragem do presente estudo foi em macacos-da-noite e
micos-de-cheiro de 48 olhos, e em saguis 38 olhos. Considerando estas diferencas
de desenho experimental, pode-se afirmar que os resultados aqui obtidos sdo mais
fidedignos e, ndo obstante, muito similares. O numero de animais amostrados no
nosso experimento foi amplamente superior e a mensuracao de bulbos oculares de
animais vivos torna as medidas mais correlacionadas com a fisiologia ocular
preservada, sem ter sido alterada pelos procedimentos de enucleacéo, fixacédo e
estocagem. Por outro lado a similaridade das medidas obtidas nos dois métodos
valida a mensuracdo de olhos fixados como método para o estabelecimento de
valores de referéncia.

Segundo KIRK (2004), estudos comparativos da morfologia ocular de
mamiferos demonstram que o tamanho relativo da cérnea tem correlacdo com a
ecologia visual. Espécies noturnas tendem a apresentar cOrneas relativamente
grandes, adaptadas para ampliar a capacidade visual noturna. Ao contrario, as
espécies diurnas, tendem a apresentar corneas proporcionalmente pequenas, pois
sua morfologia esta direcionada a ampliacdo da acuidade visual. Quanto aos
primatas, embora as evidéncias gerais corroborem com a mesma teoria, diversas

hipoteses propdem que os antropoides e os Iémures apresentem variacdes deste
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modelo. KIRK (2004) encontrou evidencias de que os primatas se comportam da
mesma maneira que os demais mamiferos. O autor trabalhou com bulbos oculares
fixados, originarios de diversas colecdes, fez medidas das coérneas e dos diametros
na linha do equador e estabeleceu um indice dividindo a medida da cérnea pela
medida do bulbo e verificou que os indices maiores correspondem a animais de
hébitos noturnos.

No presente estudo, foi efetuado um indice assemelhado, dividindo a medida
da cérnea obtida em animais vivos, mensurada diretamente com paquimetro pela
medida do comprimento axial do bulbo ocular, obtida por ultrassonografia. Os
resultados aqui obtidos para macaco-da-noite 0,71 e para mico-de-cheiro 0,57 foram
muito semelhantes aos encontrados por KIRK (2004) 0,70 e 0,51 respectivamente
para as mesmas espécies. Chama atencdo o fato de que embora os resultados
comparativos dos indices sejam assemelhados, na presente pesquisa foi medido o
comprimento axial do bulbo ocular e no trabalho de KIRK (2004) foi medida a largura
ou diametro no equador do bulbo ocular. O comprimento axial, segundo Nnosso
entender, tem mais relevancia por ser a medida axial com valor Optico no
funcionamento do bulbo ocular e também por ser uma informacdo acessivel por
meio da ultrassonografia sendo que a mensuracao do equador ndo é acessivel por
intermédio do ultrassom, ficando o uso do indice proposto restrito a animais mortos
ou a casos de enucleacdo. As medidas efetuadas no presente estudo foram obtidas
unicamente em animais vivos submetidos a contencdo manual, no artigo citado
foram avaliados olhos de cadaveres. KIRK (2004) estudou uma grande colecdo de
olhos de diversas espécies, trabalhou com dois olhos de macacos-da-noite e dez
olhos de mico-de-cheiro, no presente experimento foram aferidos ambos os olhos de
24 individuos de cada uma das espécies. Vale lembrar que o indice concebido, por
se tratar de uma razdo entre medidas, ndo tem uma unidade especifica. Quanto
mais semelhantes forem entre si forem as duas medidas; o didmetro da cornea, e o
comprimento axial do bulbo ocular, maior sera o indice (mais préoximo do valor um).
Quanto maior proporcionalmente for o eixo nodal do aparelho ocular, menor sera o
indice. O referido indice ndo foi aplicado para o sagui-de-tufo-preto, pois nesta
espécie ndo foi efetuada a mensuracdo do diametro da cornea, futuras pesquisas
poderao suprir esta deficiéncia.

Quanto a temperatura retal, para o sagui e o mico-de-cheiro: 39,0° C e 39,84°

C; respectivamente, foram muito proximas, ja para 0 macaco-da-noite foi observada
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uma temperatura menor (38,02° C). A temperatura menor, observada no mico-da-
noite, pode estar relacionada a baixa taxa metabdlica. Ainda, a mensuracdo da
temperatura retal foi efetuada em periodo diurno, como se trata de espécie de habito
noturno, a taxa metabolica pode estar reduzida neste periodo, implicando em menor
temperatura retal.

O presente artigo ampliou o conhecimento oftalmico no que se refere a
valores de referéncia para as trés espécies investigadas e estabeleceu um indice
gue potencialmente permitem que outras espécies sejam classificadas quanto a
aspectos biométricos oculares associando-0s aos seus habitos circadianos. Novas

pesquisas necessitam ser efetuadas para esclarecer as hip6teses aqui lancadas.
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Obfative: To report normal tear prodection ﬂr]jﬂh]j}' adult black-mfed marmosers
and propose a novel alternative foor the memsurement of the MJUAHIE PoMion of war
production in aimals with anall eves.

Anmal studied: Black-nufted marmosers (Calltbrix peniallard).

Pruedurs: Tear production of 19 animals was evaluated by the following meduods:

modified Schirmer's 1, phenol red dhread and the novel use of standardized
endodaontic absorbem paper points. These methods and resulis were compared.

Additiomlly, blink frequency and palpebral fissure length were mexsured.
Readre: Modified Schinner's west L mpean = —0446 = 341 mofmirg Phenol red dwesd

mean = 1327 + 541 15 5.5 Sandardized endodomtic paper poims, size 30,

mean = 937 + 309 nun/ming Mean palpebral fissure length = 7.83 + 0.72 mo. Blink
frequency, mean = 20.27 + 5.92/5 min

Comeligsions: Normal pammeters for blink frequency, palpehml fisere length and wear
production mesurement are presented. The palpebral fissure of blck-mfed
muarmaset is very small and tear prodection is one of the lowest reported for all
aninal species. A novel and practical altermative for vear production measurement
wsing standardized endodomic absorbent paper poinis is presemed and is indicared for

animals with somll eyes.

Key Words: black-tufied marmosets (Callitbrix pemicllara), endodontic absorbem
paper poims, phenal red tear vest, primate, Schirmer's tear vest

INTRODUCTION

In general, the eye budb of nonhuwman prima tes is very simi-
lar to that of huiman '|:t|:|:r|g': Primates have Deen wed 1:-1.'E:r
the years as El.'_|u:n:|11.u1t.l] msbels for ophithabnic stsglies ™
Histoncally, comparatve ophthalmic expenmental shudies
indtially wsed Old Wierld primates however, their high cost,
lovw 'i:-:.'l.l:ruL'it'l_l,' amociabed with ther llrg\e sire amwl g\urlu:l:]
hamadling difficul tes have limited their use. The choice then
fell an the Mew Workl primates, such = those m the genera
Callabree and Sagumus, because of their small dxe, low cost,
ease of ]'l.lmﬂ:ing armd ]m:q]:iﬁ-: matirre with the .l]::i]ii}' L) -
dhece up o four offspring per yur.“ MWevertheles, Cld
World primates, partadarly macagques, ane sall widely used
in ophthalmi comparative msearch.” Marmosets of the
penus Calbtbrrr are not at nsk 1:-'F1:r|:im'|:i1:u1. n:]m:qhmu well
in captvity amad represent a less expensive ahemative bo be

& M2 Amenican Caollege of Verrnary Ophdhalmalogiss

wienl 2% amimal musdels o human ooular disesses. Al
although there is a distnet size difference, mamasets and
human beings are phvlogenencally dose.® Brazil has the
wnrlal's gn:ltl:-:t murtieral 1|.'i1.1:r-::i1."|.' 1:-'F]I:I'.i:|'l'Ll'tE'L with @ bl of
133 species. * The black-tufred marmoset F..nfhhr_pern‘.ﬁ'a-
fa amil white-tufted mamoset Callidrix paccher were origi-
nally distoluted mainly throeghout Braels Morthesst
Heg.iqm. froam the northess to the morth of the of te S350
Francison River and to the east of Pamaila River.” In recent
vears, however, both species were artifically introsduced mebo
other Brzilian reglons amd currently can be found in the
ke -L'll:l'l.n'l'h'l!.'. These ammak um‘l.]n:tl: fowr fammd wath imﬁgﬂ:—
i amall mammal -:l;uﬂ.:le-: and are comsadersd a threat o
the ecokgrical balance.

Several studies have collectsd nommal physological oph-
thalmic ]:.:r.lrn-l:‘tlﬂ'.-: mn ]n'.i:rlutr.-: such s the rheas rm:u'll:e}-
{Macaca mudarea),™ capuchin monkey {(Cobur apella),"" and
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sopuirrel monlkey (Samun soarew). However, tear produc-
tom stdbies o establish referene e vahees have ot been odone
for mast small primates, which may be due to the small size
of their eyes and the consequent difficulty to soquire soo-
rabe mezamrements

Tear production can e messrrad in several ways, Schir-
mer's tear test [ (STTT) & the most commonly uwsed test in
harman .lﬂlﬂ-TIt:H.,H domestc animals swch s -:|.-|:-‘|_-_'e-:,"" cate ™
hunrses, ™ t:uinu ]:-it_':-:,"" femets,"™ chinchillas.'™ and even
wild animals like capuchin monkeys" and capybarss, ™
amomng others. Another test used to mesaere tear production
is the ]:-'||i=nr|:-'| el ootton thread tear test {F’RT} Mioriral
resuhs for this test have been described in lnoman ]:-Eint:'r;.“'
-:lq:-t_'.-:.“ guine p ii_':-:."" and specifically for amimals with small
pralpetoral fssures awch as Pittmcd formes

T immjrove the soowmcy of ophthalimde dagpmoses in o -
dlomes e e-:]n-u-:ie:, it 1% esgsental to e rstmmd their mommal
physelogical eoular charsctenstics. There is no mfomation
on tear produection in marmosets (Callithrir spb and dee lit-
erahene omn 1:-]:-1.'ﬂ|.a]:||i-: Jraramesters i ew Wiorld ]:-ri:ll.:te:i
15 certminly lmmited. Yet, messurement of the ESEE T fra-
tom of the lacrimal production m esch patent is an imgsor-
tant clineal perameter to disgnose  different  disese
oomditons, such e excess lacrmmation or beratoe amfunctv -
% sdeea’’ Thus, this stily aims o establish normal 1:-]:-'I|-
thalmic parameters for tear prochection in marmosets
(Callmbroe o) wming two well-lnown tests, phenol red
thread (FRT) and modified Schirmer's tear test T (mSTTT)
m-:l]:-n:-]n:ﬂe:i am D b ve mret bl b messne bear ]:-m-cll.l.-:-
ton in ammals with very small eves, awch s mamosets.
Addditionally, palpelsral fimere length and blink frequency
were evahmted in ths r:j:-e-:ii:i, Isemse these [ T ters
-:lir-a':l']g.' affect the mesmurement of lenmal ]:-m-cll.l.-:tinl:-n sl

e-:]:-re.:-cl. oo thee tear film, re-:]:-er_'l:i'l.u'l'g.'.

MATERIALS AND METHODS

Ths sty was apprroved by the Chico Mendes Instinete for
Biliveraty Conservation = ICMBIO through the authari-
vt of activites and by the Eduies Comamittee on Animal
Use froan the Sector of Agnadteral Scences, Faderal Un-
ve ity of Praramd.

The andmals used in the expenment, a ool of 19 young,
senmally matere, sdults (12 females and seven males) black-
tufted mamosets (0 penicdlasa), were captured at Bariga
Park in Cuntila, Parand, Brae] 2 52 5740 saeth; 407162 3
wesit), Iy the wse of traps and manal capriure with cateh nets.
Barigud Park mammosets are nonmdigenous ammals and
their remavalis part of 2 wildlife restoration program devel-
wped by the Faderal University of Parana in parmeship with
the Curinba City Hall. All proceduress imvolving the uwse of
live andmals were conducted in soordance with the ARVD
statement for the Use of Amimals in Ophthabmic and Vidon
Research, Each marmaset was klentified with an implanted
h’.ﬂH]H:-Tb:lEr{:‘l.ni:lll.i]T.it; Euorth, RFID, 580 Paulo, Braxl)

w]lidl l'.'d:lLI..IlZI. ]JIE rH'.'d:lt:J'l I:-':E(I. .IZI"«' 'I‘JIE .i]:-]:-n:-]:-ri.:te S ATNTET .

Before beginning the shuly, complete physical and oph-
thalmic exsminabons were camied ot o exclude all am-
mak showing signs of eve andfor systemic disesses,
Bamlne dam dmclubed ]he1|ut1:-h:-ﬁ-:a] evalyrton, serom
chemistry profile, presence of endo- and ectoparasites, s
well 2= rahiopraphic amnd uhbrsmonographic evahatons, Thi-
ferent evaluators performed the varkns ophthalmic tests
horwever, to avodd interolsener discrepancy, sach evahmator
ahways perfrmed the mme type of test in all animals during
thee sty

The sequence of procedures carried out in the study was
s follows (1) Mesiwrement of the palpeliml fizume legth
wang a caliper; (#) Eve blink frequency, (i) mSTTE
iy PET; {v) Stambardized endodontic aleorbent paper
ot tear test (FPTTL

The mannosets were _tfﬂ'lt}l.' et e 1||.l|:n|.u'|]'g.' by CarTy
out the ophthalmic st A leather gove provected the left
hand for restrant of the animal, and the right hand of the
excarminer was free o perform the tests. The animal was held
with his thorace Bnls presed st his ody, while the
pelvic limls were free to move. The examiner then woukl
rest his gloved hamd holding the andmal on 2 whle arface
amd wait foer approcdmately 2 min before startng to perform
the tesits with his right hand. During that tme, the animals
would become visbly calmer. Only one teit was perfonmed
each day to reduce stres on the andmaks and o avedd poten-
tial imvterferenss among tests.

The animals were housed i the ammal faaliy at the
Federal University of Param Vetennary Hespital. They
were surgically stenlized after this study and transfernsd
t Coritila Zoo to become permanent members of the
ol e s,

Mudified Sclirmer’s rar tost 1

The test was ]:-erﬁ:-nllu-cl I.I."iiil'lt:' STT sterile Jrapeer r;tri]:ﬁ
{'l.-.lj:-'h'r]l.ﬂul:-r;, 530 Paulo, Braml) 'l.-.l'l.l."int:' s thie small ]:u]]:-e-
boral fimsure of the marmosets, the abeodent pajeer r;tri]:ﬁ
wieed were ant lengthwise o half freducing the widdy of
5-2.5 mm) (Fig. 1}, creating a masdified version of 5TTI
(mST TT) as prreviowsly wsed andd reported”® in neonatal dogs

Figore 1. Maenalgedin the measarement of e aqueoes fracion of
the earfilm in black-pafred manmosers (Gl i genicdleg). &) Soan-
hard e emcdoed e 2 beerrhen o peajper pucing; (h) Phenal red dhread;

(2} Sehirmier's nesr soip corin half lergvanise.

& Hi2 Amenican College of Vernnary Ophobalmologizs, Farersarry (pldbalsalgy, 1 -7
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Figure 2. Images of the 1es5 heing perfo rmed on hlack-a fied marmose s (Calll dote pen ol @) 1o measure the aqueoas fracgon of the ear film.

(2) Madi fied Schirmer’s test L Nate that the width of half of 2 S chi rmer’s estsonip ocoup e almo st the entire palpehrd fisare There 15l mmuied space
10 et the arip and this makes the procedure difficalt in this speces. () Phanal redthread mstheing parfarmed. Note the calorchange where the
thread wis mastenad. () Sundardized endodontic atwarbent paper po it secured y msentad in dhe conpanceival famie, which was performed by andy

ane persan and withow dhe we of any mstaments for eyelid man ipalation.

Figure 3. Representaove phovagraph demo nsrrating how the atsorp-
won of fie agueons fraction of e tarwis masared in fie stand ard ed
endadan ge ahso rhent paper poin . The end portion of $he paper pain
madstened with sarsbecames flexhle and bendswhen compressed

agai et a hard swrfce allowingraadingand merpreanon of hewstn
millimesrs.

of small breeds. Because of the low tear production in most
of the eyes the very first graded line (mm) of the tear stnp
was often not reached, so the distance from this first line (or
notch level - at the other half of the paper strip) to the point
where the strip was montened was messured. These values
receivedd a negative sign. Values above the first line receved
2 positive sign. The messuring methodology employed in
the study was previously presented by Trost er al.’

The mSTTI was perdformed with the marmoset manually
restrained by an assistant while the operator gently pulled
the lower eyelid with Adson-Brown blunt forceps to facili-
tate the insertion of the mSTT strip into the conjunctival

® 2012 Amenican Callege of Vernnary Ophdaimalogiss, Verersaary Opbabalalogy, 1-7

fomix (Fig. 2). The paper strip was removed from the eye
after 1 minand measured.

FPhenol red cotton thread texr test

The PRT was performed uwsing threads impregnated with
phenol red, 2 pH indicator, {Zome-Quick™; Menicon Inc.,
Clovs, CA, USA) that change from yellow to red when
they absorh dightdy allaline tears. The procedure was
arned out similady to the mSTTL with the mamosets
manually rstrained, while the operator gently used Adson-
Brown forceps to pull down the lower eyelid and mserted
the PRT thread into the comjunctival fornix with another
pair of small forceps (Fig. 2). The thread was removed after
15 5. As the conunctival fomix depth is very small in these
animak, the folded end of the thread (previously standard-
zed to 3 mm in length) coukl not be fully inserted. The
entire length of the red portion, induding the portion
proximal to the fold was measured and recorded in milk-
meters.

Sterile standardized endodentx absorbent paper pornt tear
ot

Standanfized endodontic absorbent paper points (Roeko
Colorsize 30; Langenau, Gennany) were used m this study.
These paper points are extensively used in dentstry, mone
preciely for endodon tic procedurns, because of their highly
absorptive properties. Only one evaluator was necessary to
measure the tear production with the endodontic absorbent
paper point. The mammoset was manually restrained with
one hand and the point of the paper was inserted into the
bottom of the conjunctival formix with the other hand. The
pomt of the paper remained there during the 1-min evalua-
ton time (Fig. 2). After the meassurement, the paper pomt
was removed for the reading of the aqueons fraction of the

tear (Fig. 3).

Fulpebral fisure length
Palpebral fissure length was measured using 2 stainless steel
caliper with an LCD display and an accuracy of £0.02 mm
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Table 1. Resobsof e s ssd oo mmesso ne the near aqoen e pombon,
jralpetiral fiesore bengerh, and epe hlink fegqosn oy of hikck-pafed

s e Gl deey e all )
Mean

Paramersrs valae Madian 8D W

Midified Schinmer's war -048 -1 141 -T.15
st T ovemn.ndn |

Phennl red dhread war 1327 13 | 41
=t immd 18 5)

Smndardized endodonge 2.1 9 N 0.1
ateorhent paper paint

QL300 mmn ear nes memmin)
Palpethiral fiszare lengeh fmm) T8} o 072 s
Ese hlink freqaenay (5 min) Har R §.92 e

AN, smndard dewinors OV, coeflicen of vartadon,

(Metko Toolg Blamath Falk, OR, TT5A) The anmak were
manually restrained to messure the palpebral feswre length
of both eyes.

Eye blink frequency

The eye blink frequency wis messured with the marmosets
under very pentle manual restraint, avokling & much sress
as possble, for a perid of 5 min and counting the el
member of blinks i ths period. The evaluwton was per-
formed with the aid of 2 dmer and 2 mechanical hand wlly
v THteT.

Hrarritrcal 4

Demeripive statstcal analyses amnd the Shapiro-Wilk nor-
mality test were performed on the data. Unpained f-tests
were then wsed for data companson, between nght and left
eves and between males and females. Povalues )05 were
deemed sgmfcant JMP (SAS Insttute, Inc, Cary, NC,
USA) software was uwsed to perform both, deseriptive and
inferential statstical analyses.

RESULTS

The Shapire-Wilk nomality test demonstrated that the
ddata ermrs were normally distributed. Desoriptive stabstcs
data of palpelral fissure length, eve blink frequency and tear
production tests (mSTTL PRT and PPTT ) are summarized
inm Table 1.

Meadifwd Sckirmer’s | teaar e

The range of the mSTTT result was 12 mm. Valees rnged
from =5 o 7 mmfmin (mean valee —0046 = 341 mmdmin).
T hee cone i et of vanation was -7 35,

The rght eye mean value was 029 + 3.53 mm/min
and the left was —0.63 = 333 mm/min. Acconding to gen-
der, the mean wvalues were =035 £ 358 mmdmin  for
females anad —0.75 = 308 mmSmin for males. There were
no significant differences for mSTTT valwes between males
and females (P = 0.68) or between nght and left eyes

(P = 0.69).

Premel red thread tear ren

The range of the PRT realts in marmosets was 20 mm.
Valees ranged from 4 to 24 mmf15 5 (mean walue
1527 £ 541 mmf15 5). The coefhicient of veraoon was
41,

The right eye mean value was 1340 = 495 mm/15 5 and
theleft was 13.12 = 5.9%4 mm/15 < According to gend er, the
mean valwess were 15350 = 598 mmd15 5 for females amd
13.21 = 435 mm15 5 for mals. There were no agnificant
dlifferen ces betwesn males and females (P = 0.960) or Dbetween

right and left eyes (P = 0.88).

Standardizal endodenty abprbent paper pornt edr 1eit

The mnge of the reults wsng the endodontic absorbent
]’I.I]'!E']’!I:l:i:l'lt tear test {E;’LP?T'T} was 19 mon. Valwes r.l:rlg-ull
from 3 ot 22 monSmin (mean value 932 = 300 mundmin).
Thete cosefhied et of varia tomn was 0033 mmdman,

The right eve mean vahee was 10 = 3.72 mm/min and left
eye was ol = 358 mmfman. .|'|.|.'l.'l|:-:n|.'i:r|g s gu'ulu', thee
mean valwss were 964 = 290 mmSmin for females amd
10.21 = 473 mm'min for males. Ther were no sgnificant
dlifferen ces hetwesn mal es and females {F' - Mi}qr]mm
right and left eyes (P = 0.77).

Falpebral fomure lenph
The range of the palpebral fisure length messurement data
was 298 mm, that i3, moged from 6,66 to 964 mm with a
mean value of 783 = (172 mmn

The nght eye mean value was 788 = 071 mm and left
e was 07 =008 mm. Acconling to the gender, the
mean values wem 7742073 mm for Emales  and
L7192 072 mm for males. There were no significant differ-
ences between males and males (P = 0.43) orbetween right
andd left eyes (P = 0.56).

Eye biimk frequency
The amplitude of the eye blink frequency results was 17.
Valees manged from 13 to 30 with a mean value of
22T = 552 min

Acconling to the gender, the mean values wen
212 £ 6545 min for Eoales and 195 £ 5805 min for
males. There were no significant differences between males
amul females (P = (L6

DISCUSSTON

Mo reference values for tear producton have been reporved
for marmose ik Hl:-'“l:'“:l’., the lieratmre desenles STT wal-
wes inother primates such s Bhems monkeys (M. mwlartd),
with 2 mean value of 15.1 mm/min §-24 mmmin),* capu-
chin monkeys (. apella) 149 = 5.1 mmSmin, " stgu:irre'l
monkey (Saeri sowmend 169 + 1.2 mmdS min, ' and
human  beings 1030 = 1155 mm/5 min™  Resads
desseribed in the Itemtme for these other ]'!:I'.|:I'I'Ll'tl= shanwred
higher values than the ones for mamosets found m owr
study. These primates, however, are larger than mammosets
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amil have a much wider palpelral fssere {(wider than 5 mm},
which allows the stamdard 5TT to be pedformel. As the
marmasets' palpebral fsare length is consderably nar-
rower, it was necessary bouse the mSTT, with the strips ant
im half lengthwise.
‘ie“:n] different techniques have been wsed to measure
E‘mh.u:tiqm in species with smaller eyes®® Fujihara
wed mST T stnps that wene 1 mm wide for 1 minin
rats, w}nh Hoffman e a*” wed mSTT srips that were
0.5 mm wide for 2 min. Besdts obtsined by these authors
are very low {arowmd 2 mm). However, these valees are not
comparable with those oltmined for the speces swbed in
1:-Ln-im1=1:ig;ti:-n,'|:eu1|=eﬂwmﬁ}nn|: aiffer =g fiean dy.

The g;u::rle.l ]::g {Em:n Fu-rzfm}.. .l]'l:]'nnngh ]l}lz.']q:-gﬁmt
cally distant from mammoset, demonstrated very kow vahoes
(3 = 1.0% mmSmin " Huvwever, this valwe was ol med
wing regular 5 mm wide Schirmer's test strips. The guines
g presents some speces-specie differences, such as a low
mean eye blink frequency (324510 min), compared with
other amimak. Monetheles, its tear prosfucton was higher
than the one fumd in the marmesets, even though in mar-
mosets mean eye blink frequency & considerably higher
(L5410 mun). It & worth mentiming that it was impsossi-
ble tos messure blink frequency with the amimak free in the
cage. Marmosets are natenally kigh-strmg amd move con-
stantly aml even try to hide, particulrly while beng
olserved by someone outdde the cage. This dificulty was
overcome Dy evaluating the blink frequency while pendy
restraming the ammals The ammals became momessngly
addapted to the physical restraint procedure, o the investiga-
ton days comtinued, because it was performed in 2 quiet
envimmiment, with the mme person perfomming the physacal
restramt, chmoal tests, aml olservatons on esch ammal.
The procedure became “routine’ amnd the amimak would
Toe canmee u]:rmzr, ‘h:-]u'.lti:rlg et of the ]m:-umhl:ns, with the
only exception bemy the mSTTT test flsomsed further
Iekow. Thazs, the animak were apparen thy very clm relaxed
and the blink frequency data soquisiton was precise and
uneomphoxted to perform thes way. We believe data scquisi-
ton was mimmally confoundsd by ammak being umder
physical restraint.

The 1|.-r.1:ﬂ'| of the u:u'lj1.|:|11:|:i1.':] fosrmd x was ot meessured in
the shuhied marmosets or i the nones pigs. However, our
suljective mpression was that the comjunctival fornie of
marmosetsis much shallower than that of the guines pigs. Tt
1% poeible to imagrime that a deeper fornix stores more resid-
ual tears than a shallow one, so this might partally exqplan
the kwer values fund i the manmmosets. Furthermore, the
infue e of the 1|.-E]:1:'|'| af the u:u'lju:ru:l:i'l.':] forndx om ST T et
results has not been imestgated yet. Thus, further studies
coukl be carned out to anwer thisquestion in the future,

We found that even though the palpelral fusare has
THS momin Jengrth, a regrular STT, wang commercal 5-mm
wile strips, & not possble o perform because the palpelal
tismue has lintle ehstaty, necesitating the lengthwie hake-
ing. Even with 2 mualified STT stop, the inserton of the

paper in the conjunctival Kamix was sl somewhat diffioult
We als question the sccuracy of the test becauwse of loss of
stan dan] taton, becnse the mSTT strip & always prosheced
Ty hamd amad the width bkely varied fom srip to strp,
alesspite the care to stamd anbize the procedure. Another point
of difficulty in perfonming this test was the necssty for two
]ml:-]:]e o best am .:m:rml e canee one Jrersdm Taead by st o
thee amamal and perform the test, while another had to gently
pull the eyelid to Balimte the inmerton of the aripinte the
u:u'l:n.l::ru:l:n.':] fosrmi,

I ner oindon, ot 15 mnportant b messure values lower
than (F mm exactly, becase if all the negative valees (elow
the first graded line) were mecorded 2 O mm, the mean
mSTT et wonld be recomled 2= ]'ng]'ler than ther .IL‘|:1.I'.I]
value, exctly 25 it was previosly deseribed in guinea ]:ug;s
Tt 15 als important to sate that owmg w the anall =z
of the mammusets” eves, the insertion of the mabifed strip in
the comjunctival fornoe was not possble without towelimg
the cornea, which might have posably cused some armfac
in tear prodecton because of the imit tng stmche.

The PRT 15 wed in sttuations where the tear ]n1:-|h|1.'t:il:u1
& reduced or in animak with lower basal tear prodhection,
such & the guines pig.” Tt is relatively essy and convenient
2l has 2 shoner evaluation tme. Despite the reported con-
vemence to perform this test n other anmmals, in ouwr study
somme dificulbes were noted in i we in mamoesers. Two
pevple were requured o propedy msert the tip of the thread
mwtay thee u:-:rlj'l.n'l-uﬁ'l.'.l] 'E:-:mi:l'.. Wi by et the anmnal amd
thee atheer to grenthy pull down the lower eyelid with forceps
while with the tp of the thread & mserted into the conjunct-
val s with another pair of blunt forcepes. Chang to the anall
sze of these amimak’ eyelids, amd the relative fexlality of
thee thread, firceps mandpulaton was challenging.

The standardized emdodontic alsorbent paper points
{.n’u'n.-l:r.im Matwma] Standanls Tnstinete and Americn Den-
tal Assocation AMSI/ADA Spedfiation n 73) are made
fromm Mamk hemp (Mira fecdly) or abaca plant. These
commenilly available paper points are commaonly wsed in
1|.-|5|'|:i=|:|j", mli:rl]:!." fisr erualosdoarde ]'!I'HJ-L‘HI'.II:'E:, Tsecamese of
their highly alsomptive propertes o promaote drang after
canal irngation, carry medicmes aech as antisepoces and ddis-
:i:'roE-l:I::'l'I:..H wiml even b EEEt @ cq:]]ﬂ:t:ing :mp]l:: fasr
microbiological culture,”™ becawse they are sterle. The

prints have 2 comical & amall are available from sew-
eral bramds. The standard length is 28 mm. The dps range
from 0U15 b AN mm m diameter in intervals of 0008 mm.
The sandan] med endodontic alsorbent paper podnts from
Roebo Color sze 30 with an extremity
ter was chosen becase of beter ]:u'ﬁmnmuu abserved mn a
previows comparative shsly between twelve bramds that
anrvestgated alsorbency ot stamlanis.*® The evahation
of tear producton using the paper points offered 2 prectcal

1)"““.; TIOEL II'I 1L'i.ll'l'l.1:-

altemnative, even without the sid of 2 secomd person o
mamipulate the evelids. As the paper pomt & somewhat maore
rigil that the STT strp, one person was able to restrain the
]uti-l:rlt with [=-1-8 imsert the Jrapeer vt the timj'l.n'll.‘ti‘l.'.l] fasr-
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nix withost towch ing other structires and was even able resd
the test result by himself. The width of the paper pomt is
compatble with the size of the palpebral fsamre in thes e
cies and probably many other small wikd and exotic animal
SIlﬂ_'iE. .|’|.]1:'|'||:-1.|g]1 thee 1:i1| ‘:"FI“IH B Tt Plﬂl.. it was ey
s e thee Im:-Iﬂ:sul te=t, heomme e end Illl:d'l:ii:ﬂ'l o thee
Iu:[:u'w]'nsn s bened with tears oo mes fexble amd Iends
when pressed againsta hard suerface (Fig. 3), sch as a ruler,
allowing tears aques fraction reading in millime ters. A didi-
tionally, data oltzined with EAPTT hadthe lowest vanation
Nowest sandand  deviaton and coefhcent of vanabon)
{Tahble 1}, compared with mSTT1 and FRT.

This study presented reference values for tear prodhucton
i marmasets olbismed fom the oomventoma] bear e,
mSTT amd PRT. .I’u.lditiq:u'l.l]]z,'; it mehules anabomic amd
physologie information alwet blink frequency and Tiomet-
ric data concerning the palpebral fisune length, We believe
the informaton 15 wvalwble for esachers and dimaans,
especially to dizgnose subtle pathoksgrical changes in the tear
film in thi speces. The stamlardized EAPFTT & prsten-
ﬁl]]:!." .II!I!]iﬂ]:IL! iy gmal]l memrmnals, IH:I'I:iL'LI].II’]:." wikd
LT et al I:-Ei: with anall s, sanch a5 rats, rrl.i:t. Tz
sters, gerbils, hedpehogs, segar glider amd gumes pigs, and
alse for small birds, amphildans, and reptiles. At lesst in
marmizets, EAPPTT certainly proved to e mor practical
than the other conventional tests. Possibly m the fiture,
when commerdally produced for this purpose, the sdditon
of the phenol red to the endodontic alsodsent paper pomnts
coukd make thes test even maore In'.ll:l:iu] amuad nrﬁiuﬂﬂy.
Huwever, fior gﬂ'lu':] 'I.lﬂ:l'.i:l'l.ll'l!." e, e shsies with the
EAPFFTT -Et:]:l]i:]ting tear Im:duutil:-:rl rate for other anmmal

sppecies are required.

ACENOWLEDGMENTS

The suthors thank Curitiba City Hall, specally Cuntla
Em:-'l:ly In'u:rl.':i-ll:ing_'ﬂ'lu Fimiml 2l 1:|'.II'EI!I:¢I'II]II'.':I'5 il o weell @s
]'msti:rlg the ammals at the end of the e ety The
Municipal Cruard for their st in the captunng proce-
dhures performed i Barigad Park; D Gillizn Shaw, owrlong
time colkbontor, The Besdency Program of the Federal
University of Parand Vetermary Huspital for their support
in all procedures performed with the animals of the experi-
ment amed in ther martne care.

REFERENCES

1. Girard M], Sah JK, Boading M & of Biomeachandeal cdhanges in
the sders of monkesy epes empossd o dhrome TOP deva
oo, fevemgrave  (pldalealyy sad Fiaal Sasse 1010; 52
AL

Y Jmx GF, Graham RE, Rosmmiandt H. The Schirmer psar s in
Rheqns monkeys (Marars sesalood). Laboramory Aol Soswce 19594
H: 191

i. Benirachie K, Richam R. Sponmneces acme mowoplismosis in
a marmess monkey. Aserwan Foermnl of Tropia! Medioue aud
Mippiesme 1980, % 39271

4. Harnpuon -Jand or JE, Hampen 5H, Landwehr BT, Ohervanons
on a saocessfol hresding colany of dhe mamoses (Okdsgomds
oedgpa) Falin Prevarralases 1964, & JA5_JET.

i- Epple G. Mainerane hresding and dewelopment of manmossr
monleys incapoviny. Fols Pressmolapasr 1970; 13 56-Té

. Chirelln AG, Aguair TMSE, Cengoeira B, o ol Mam feos ames-
gades de ewingio do Brasil In: Livrs Fermallo dr Frses Begs low
Ameaals de Frougla. ok Machada ARM, Dremmond GM,
Paglia AF) Minssrénio do Mein Amhisne - Fandapin Riodversi-
s, Beln Hiorizonre, M, Braeil, W08, 4831874

T. Amredhia P, Graressa B. Prewsrs & Brad, 1o sdn 2d Tems
Rragilig Terra Brosiliz, 530 Paoby, SP, Brazi, 1995: 151

& Rylands AR, Remardes ATA. Prowandyrar mo Braal, Ird edn (ad
Fondagpin Biodwesirag Fondscsn Bindmersis, Juor 4= Forg,
MG, Brasl, 1991; 352,

9. Primack BR, Rodrigess E. Amesges 4 diversidads hinldgica Tne
Rulaps da comespagrs, st edn. (ad Prmack B, Rodrigess E)
Vids, Londrina, PR, Brasl, h0010; 49-133.

10, Cleary PE, Ryan §]. Hisology of woand, viorenoes, and redm in
cxperimenal  posleriaor peneraing oye injary i ghe rhesas
manlkey. Aseracan Fosmal of Oalababaokagy 1579 88 121211

11, Monguni-Ferrara F, Shew G, Mages BC & al Beference wal-
we for sdeced oplthalmic dagnoae s of e capochin
mankey (Celas apells) Fesmmey Onbobabwkyy W0, 11 197-
M.

1X Machoak DY, Beosrman BW, Ohm T e ol Tear prodooion
after wnilaeral remowal of the main o] glend in sqoird
mankeys. Arebies of Oabebabe by 2000, 118 248251

13, Barabing 5, Chen W, Thra MB. Tewr film and ocolar sarface
ness in animal modds of dry ey oees and Bmimone. Erperss s
sl Fpe Resarch NHM; P &13-421.

4. Smabhe DT, Gelamw KR Chaper 11 aphihaIrnalogi ¢ e min o
and digneenie proodarns, AT 484 Tne Ferasany Opdrbal sl
ird edn (od. Geim EE) Lippinconr Willams & Willdns,
Philadphia, 1995, 154

15. Semaym LG, NMogasra T, Hid BY. Comparagio snme 03 psses
de Schirmer am albos aberes & echados em individens normas
Argaumo Rraaleiro de Ofarbssalarar TS, T2 4547

14, Mams BE, Brmn G3, Prcon T, Schimmer pear esr mes
and lysoeyme concemtraion of apoine wars.  feesal of Fgiee
Mokl Swrgery 1977, 1427,

17. Trosr K, Skalicky M, Well B Schimmer rear pest, phenal rad
whread ear vem, eje hlink frequency and comeal ssnadwy in the
poines pig . Fesrsaey Onbrbaboskyy J000; 10 1431464

18 Mongun-Fernsra F, Mane BC, Bes HH. Bfaence mboes for
seleaed aphalmic diagncenie resrs of ghe fermer (Ml s
Jawn) Ferersaaey Oiabrbndoaskyry 006 9 N 2113

19. Lima T, Mondani-Feveira F, Tramomin MH & sf The
chindhilla eye monphalogic obssrratorns, echobiomerric findings
and rfeence wmles for seleosd oplchalmic dagnoeic eas
Flemerd sy Oplorbabos oy W00, 13- 142 5.

. Mangani-Ferrsira F, Trappel ], Tramonon MH e &f The capy-
hara epe dinical resrs, arawnmee and hiomerrie Eanares. Farrse oy
(leenboanagy N00 S 11- 184194,

2. Hida BY, Nishiwal-Danres MO, Tashow K Cresnomdwe sar
stody osing de red phennl esr in odhe Braedin pogal scon
Awngumwe Brasleire de Oferlsaolarar D005, 68: 433 437,

Il Brown MH, Galland JC, Dawidson HJ & ol The phenal rad
thread war resr in dogs. Ferriasy Copownr Opldbalwalgy
199 & ¥T4ITT.

1. Sakametn B, Bennan EX, Hengy VAL The phenal red diread ear
nese 4 cris-malmral smdy. fevergparnr Oabobabsokgy sl Foue
Saemce 1993; 34 1510-3514

£ M1} Amenican Colege of Vewrinary Ophictalmologizs, Farsmsy Opdbdabmlbgy, 1 -7



MEASUREMENTY OF THAR PRODUCTION IN RLACK-TUPTID MARMOSETS 7

24. Siha EG, Galera PD. Fvaluation of ear farmanion daring neana- 27. Hoffman RW, Alkpaagh MA, Waggie KS or 4 Spgren's syn-

tal period in small breed dogs, weing the Schirmer teaar et STT drome in MRL/n mice Ardwiz and Rbcssszion 1984; 27-

& STTL. Annmal Meeang of e American Callege of Vemrinar- 157-165.

an Ophehalmologists, Washinguan, DC. Ve ey Opubdoology 218, Wiggs RB, Lobprise HB. Basc endodantc derapy. [n: Vexruay

2004; 7- 437453, Daxiny: Prosoples and Prace. (eds Wiggs RE, Lobprise HE)
25. Haldt F, Rosenthal K, Shafer FS. The phenal red thread tear test Lippincom-Raven, Philaddphia, NY, 1997 28032 4.

in lage Pumcfomes. Veeomary Opbdalwly 2006 9 29. Harmoth B, Seyfihnr I, Canrads G. Sampling of periodantal

109113, pahogens by paper poims: evalmoon of s parameters. Ovd
26. Faphara T, Mardkame T, Fapm H er ol Tmprovemens of comeal Mucrodaology Tmemesnology 1999; 14 326-330.

harrier fancoan by the P2Y, aganit INSHAS i a rar dry eje 30. Pumarala-Sané J, Sok-Vicens L, Sencs-Vilalia J er ol Ablsorbancy

madel Tavemypnwe Opvdalowolyy anod Visd Saeme 2001; 42 properges of different brands of standardized endadonce paper

96100 points. Jowes! of Fedodwaas 1998, 24 12

® 2012 American College of Verrinary Ophdalmalogiss, Verersaary Opdubalalogy, 1-7



140812 ScholarOne Mamuscripts
™, Edk demmrd | Dnskruckions & Forms | Log U | Col ol baoe

SCHOLARDNE™

M ARAESTrLS

~+ Subsnission Confinmation

‘fou are lagped im as Fablano Montien-Famaine

Submission
Confirmation

Thank you for submilling your ManRSCHpE o Ve ey Gphthsimoiogy.

Marwmeriph [D:  MOP=13-08-0871

m“wunmmuh_—
andodontic absorbant papar point best in

Elrrre  [B] rate 13 pazhiod

Scholardne Masuncripta™ v4.9.0 (patent #7257, 747 and &7 1683,8538]. & Scholarne, inc., 2013 &l Rights Ressned.
SchalarDne Menuseripts is & Endesmark of ScholieDns, Inc. Scholaslne i o egictersd rademark of Scholardrs, Inc

Ehﬁqﬁh-uq an Twlthar



Weterinary Ophthalmology

Veterinary Ophthalmology

Reference values for the production of the agqueous fraction
of the tear film measured by the standardized endodontic
absorbent paper point test in different exotic and laboratory

animal species

Jaumal: | Vererinary Jonthalmoiogy
Manuscript ID: | Dralft
Wiley - Manuscript type: | Original Report
Date Submitbed by the Author: | nfa

Complete List of Authors:

Lange, Rogério: Federal University of Parand, Veterinary Medicine
Crepartrment

Lima, Leandre: Federal University of Parana, Veterinary Medicine
Crepartrrent

Preydzimirski, Andreise; Federal University of Parand, Veterinary Medicine
Crepartrment

Maontiani-Ferreira, Fabiano: Federal University of Parand, Veterinary
Medicinge Departrmeant: Michigan Stabe University, Small Animal CEnical
SCisnces

Eeywords:

Sicalis flaveala, Sporophila angolensis, Rattus nofsegicus, Mus musoailus,
Trachemys scripta elegans, endadontic absorbent papes points tear test

HOLAROMI
Manuscripts




Page 1 of 3

L= B W R I A I O

Veterinary Ophthalmology

Beference values for the production of the agueons fraction of the tear
film measured by the standardized endodontic absorbent paper point
test in different exotic and laboratory animal species

ABSTRACT
The aquecus frachion of the tear film and the honzontal palpebral fissure length (HPFL)
were measured 1n exofic and labomtory amimals, specifically saffron finches (Sicaliz

flaveola), chestout-bellied seed-fnches (Sperephila angolenziz), red-eared shders

(Trachkemy:s soripra elegans), rats (Rafus norvegicws) and mace (Mus muscuing). Thess
species possess small eves making it difficult to perform the typical Schomer tear test.
Measurement of the agueous frachion of the tear was performed using the standardized
endodontic absorbent paper pomt tear test (FETT), accomplished with manual restramt
by a single operator. The followinz resulis were obtaimed: Saffron finches (n = 42)
HPFL (4.46 = 0.09 mm) and PPTT (3.10 = 0.26 mm); Chestnut-bellied seed-finches (n
= 38) HPFL (4.77 = 0.05 mm) and PPTT (4.11 = 034 mm); Red-sared shders (n = 56)
HPFL (8.59 = 0.08 mm) and PFTT (8.79 + 038 mm); Eats (o= 60) HPFL (6.45 = 0.09
mm} and PTT (6.18 + 206 mm); Mice (n = 22} HPFL (3.59 £ 0.27 mm) and PPTT
(439 =145 mm).

KEY WORDS: Sicaliz flaveola, Sporophila angolensiz, Trachemz sovipra elegan:,
Fatms norvegicus, Mus musculuz, standardized endodonfic absorbent paper points tear
test.

INTRODUCTION

The agueous faction of the tear film 15 an mportant physiclogical parameter evaluated
during the ophthalmme examunaton of amimal species of vetennary interest There are
few hierature sources for normal ocular parameters 1o wild animzls due to the zreat
mumber of species. Therefore, it 15 important to establish reference values for the tests
routinely used in domestic amimals'”. In many species, the small size of the globe
hinders the use of conventional techmgues for measuwnng the agueous frachion of the
tear film, necessiafing alternative measurement techmigues for which there are no
standard reference values. Thas 15 tue even for well-known laboratory amimals such as
mice’. Schimmer’s tear test (STT), onginally developed for lmman medical use ** is the
most widely used and accepted method to measure the aqueous frachon of the lacnmal
film in veterinary medicine as well®*™*. STT uses standard absorbent five mm-wide
paper strips. In human patients 5TT was engmally camed out in five minites. In order
to minimize ocular discomfort and save time, Nelson' proposed shortening the standard
Schirmer I test by perforoung 1f m one munute instead of five mumutes. In ammals the
fest e also was reduced fo one munute m order to faclitate handling and reduce
stress'. STT camnot be performed in animals with small eyes, having 2 palpebrzl fissure
length smaller than the wadth of the stap (0.5 cm) or mn species whese tear production 1s
lower than could be measured in the STT. In order to avoid these difficulties, alternative
fechmiques have been proposed by several amthors, inchiding asephcally cutting the
Schimmer simps m half or in different wadths or altermafively reducmg the STT
time' ~'""!_ These method variations. however, may preclude companison of the results’
and sometimes require optical equipment for reading the results''. Another alternative is
the cotton thread embedded with phenol red. It 15 a commercially available test that can
be apphed, wsually using small forceps, 1n the lateral canthus for 60 seconds.
Mevertheless, the hugh standard deviation recorded for this method 1n the hferature

|
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suggests the need for fimther refimements. Diespate the lack of available data, the phenol
red cotton thread test may be used m ammal models of diy eye, such as the MELT
mice, and rats, because of the reduced size (wadth) of the cotton threads compared to the
filter paper of the Schimmer test’. The paper points tear test (PPTT)'" aims to overcome
these lmmtatons and enable the companson among species. The PPTT uses stenle
standardized paper cones or tips, onginally developed for endodontics. These sterile
paper cones are standardized with a distal diameter of 0.30 mm'”, allowing insertion
mto the conjunctval formx even in the smallest species of inferest to the vetermary
ophthalmologist. It was onginally proposed by Lange et al'™ as an altemative to
overcome the difficultes found whle measunmg tear produchon m black-tafied
marmosats (Callithrix penicillara). The present arficle 15 a logical step forward from the
onginal work, providing reference FPTT values for two bird species, the chestout-
bellied seed-finch — Sporophila angolensic - and the saffron finch - Sicaliz flaveola, for
one repile, the red-eared shder - Trachemys soripra elegans, and for two laboratory
species, the mouse - Mus musculnr - and the rat - Ramne: morvegicns. HPFL was
measured m all these species as well.

MATERIAL AND METHODS

Thiz study was approved by the Ethecs Commuffes on Animal TUse from the
Sector of Apncultural Sciences, Federal Unmversity of Parana.

The lactimal producton measurements were performed In an unheated
enclosure. The ambient temperature and relatrve humidity were measured using a digital
thermo-hygrometer (Mod 30300002, TFA Technolosy HE Limuted Hong Eong,
China). The room was maintained with 78% bumudity and 20.9°C temperztme for
saffron finches, 81% humdity and 19.5°C for chesiout-belbed seed-finches, 82%
bumidity and 19.8°C  for red-gared shders, 90% bumoadity and 20°C for rats, 36%
humdity and 18.2°C for omece.

The saffron finches (Scaliz fAavecla), the chestmt-belled seed-finches
Ciporophila angolenziz) as well as the red-eared shders (Trachemys soripia elegans)
were kindly provaded by the Sereening Center of Wildhfe (CETAS) PUCFRE-IBAMA
located m Tyucas do Sul, PR, Braznl. Whistar rats (Rafner nervegions) and Swnss Webster
muce (Mus msculus) were provided by the Cuntba Zoo, Cunitiba, PR, Brazl. The
general appearances of the ammmals studied are shown m Figure 1. The mmbers of
amimzls imvestigated were: saffron finches (n = 21) ten males, seven females and four
unknown gender; chestnut-belhed seed-finches (m = 19) ten males and mne females;
red-eared shder (o = 28) ten males and erghteen females; rats (n = 30) only females; and
mice (o = 22) mmeteen males and three females. All the amimals wsed m the
mvestizaton were sexually mature adults.

HFFL mezsurements were performed using a stamless steel digntal caliper wath
an LCD display (FD-150, 0-1530 mm, zccurscy: (.01 mm; Vonder, Cuntiba, PR, Brazil).

In order to measwre the agueous frachion of the tfear film the overall
methodology for PPTT propesed by Lange et al.'” was used In boef under physical
restraimnt one standardized absorbent paper point was inserted into the lower conjunctrva
formix of the nght eve and after 20 seconds another paper point was mserted m the
formix of the left eve. Both paper pomts are removed after one mimmte. The wetted
portion of the paper poant was measured wsing a ruler wath mollimeter scale. The lensth
of the wetted portion of the paper pount can be 1dentfied by the color change that ocours
whan it is wetted or by bending the wetted end agzinst a rigid surface’”.

Fage 2 of 9
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The zbsorbent paper simp used was (Roeko Color number 30, Langenam,
Cermany)y (Figure I, with 030 mom diameter stnp. This particular paper stip model,
size and brand was chosen becanse 1n a2 comparatrve test with other twelve brands it has
shown a good absorption capacity with lower standard dewiafion values, mdicatng a
better standardizztion control when industrally produced.

The saffron finches and the chesmuf-bellied seed-finches were removed from
their cages by manual capture and then were carefully ploically restrained to allow the
PPTT and HFFL procedure. A =inple operator used one hand to bold the bard
mmobilized while the other hand could msert the paper stip in the conunctral formx
of each eve.

The red-eared shder handlmg was performed as follows: the amimals were
removed from the water tank where they were housed at CETAS two howrs prior to the
PPTT and HFFL measwements. After being removed from the water tank, the amimals
were dned with towels and placed 1 a diy plastic box where they remzined unfil the
tme of the fear testing. Subsequently, for the PPTT and HFFL measuwrements the red-
eared shders were phy=ically restramned and the head was gently immebilized. Dming
restraimt, extreme care was taken so that there was no excessmve discomfort or excessme
compression on the ammals" bodies.

For the PFPTT procedure and the HPFL measurement on rats, the amimals were
carefully mamually restrained by holding them dorsally by the cervical region with the
mdex finger and the thuwnb, supporing the ammal body wath the other Aingers of the
same hand, thus preventing the paper tip withdraw by the ammals" paws.

hhice were carefully restrained by the ears, both held betwesn the mdex finger
and the thumb of one hand of the operator, while the other hand proceeded to the
placement of the paper tips m the palpebral formix and the measuwrement of HEFL.

(zeneral aspects of the PPTT measwrements in the different species evaluated can be
seen on Figure 1.

Statistical amalysis

Diata obtaned n this mvestizgation were analyzed using descriptive stafisfics.
The Shapiro-Wilk normahty test was mifally performed. Followning this procedurs,
unpaired t-fests were uzed to compare two groups of mdependent subjects presenfing
PPTT walues as confimnous mumenc data mm cm of paper-wetiing. Diata were desmed
sigmficant when P = 0.05. All tests were performed using SAS v. 9.2 (SAS Instifute,
Cary, MC, USA). Additionally, paired t-test analyses of paned tear production were
performed 1n the same mdividuzls, companng left to nght eves.

RESULTS

Shapro-Wilk fest showed that the data emors were nommally dismbufed.
Descrptive statistics of HPFL and PPTT are summarnzed in Table 1.
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For all species evaluated, no siznificant differences were observed companng
results obtamed for PPTT and HPFL between males and females (P = 0.03) or between

right and left eyes (P =0.03).
DISCUSSION

The PPTT method has shown to be easily performed on all species evaluated,
even those with very small eves such as mice and saffron finches. For all species of
birds, reptiles and mamwmals fested the processes of restramnt and mmsertion of the paper
pomis in the conjunciival formx of the lower eyehds could all be performed by a single
operator. Additonally, measunng the agueous fachon of the tears uwsmg the FFTT
method requres a short peniod of restraint and produces apparently minamal discomfort
for all species evaluated and there were no obvious adverse reactons atmbutable to
stress.

It was possible to apply the PPTT in both eves simmltanecusly using a time gap
of 15-30 zeconds from the inserbon of the paper simp mio the conyunctrval formix o 1t
placing mio the contralateral one. This practice resulted in a reduchon 1o restraint fime
for the balateral asseszment and hence a reduchion m total mestramnt fime, thereby
reducing stress.

Among the five animal species evaluated nsing PPTT, the two bird species were
the easiest ones to perform m terms of handhing. The third eyelid, whach 15 very mobile,
did not cause displacement of the somewhat unyielding paper pomts mserted 1nto the
palpebral formx On the other hand, Schimer test stips are commonly displaced by
birds” third evebds. Although the red-eared shders need proper restraint for the
mmobihration of the head the implementaton of the procedure was also wvery
practical. Mice were cerfainly the most difficult ammals to handle and perform the
PPTT. Physical restraint was hard in thas species due to the small body size and agpbity.
In most cases, mice reacted aggressively to the fest, trving to bite the operator’s fingers.
Moreover, the forelmbs had to be well mmmobihzed; otherwise the ammals would
quickly withdraw the paper points, using thewr paws with great dextenity. However, o
difficulties restraiming rats were encountered. When the paper points were imserfed
smultanecusly nto both eyves, ammals often moved thewr heads more actively than
when thev was inserted umlaterally. 5o, though if 15 possible to measure both eves af the
same fime, we suggest that m the futwre, PPTT should be performed indmadually on
each eve to facilitate the process for the evaluation of an amimal.

Mo complications were observed followmg PFIT measurement m any species
evaluated. All amimals retwned to thewr enclosures wathout showing any signs of stress
or ocular disturbances such as secretion or blepharospasm.

PPTT results obtzined for the five species studied do not allow compansons with
the few reference values available in Literzture due to the mbinsic differences m the
methods nsed to obtam the data. For saffron finches chestmmt-bellied seed-finches and
red-gared shders there ame no measurement data of the aquecus fraction of the tear film
m the hterature.

Begarding the practicality, the measurement of the aquecus frachon of the tear
film wsing PPTT was demonstrated to be haghly feasible, particularly m bards, where the
ammal mterference was practically non-existent Fed-eared shder restraint requives
greater skill than birds. Bestraming rats for the FPTT was much easier than restraing
mice. Althoush mice were more difficult to restrain, the proceduwre can also be
performed with some previous trammg for handlimg and after acquinng some bty
with the method.

Page 4 of 3
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For all species evaluated, no sizmificant differences were cbserved companng
results obtamed for PPTT and HPFL between males and females (P = 0.03) or between
nght and left eves (P =0.05).

DISCTUSSION

The PPTT method has shown to be easily performed on all species evaluated,
even those with very small eyes such as muce and saffron finches. For all species of
birds, reptiles and mammals ftested the processes of restraint and inserbon of the paper
pomts i the comjunctival fornix of the lower eyelds could all be performed by a single
operator. Addinonally, measunmg the aqueous faction of the tears wsmgz the FETT
method requires a short peniod of restraint and produces apparently mintmal discomfort
for all species evalnated and there were no obvious adverse reacthons attmbutable to
stress.

It was possible to apply the PPTT in both eyes simmltanecusly using a time gap
of 15-30 zeconds from the mmserbon of the paper stmp mto the conjunctival formx to 1t
placing mic the contralateral one. This practice resulted 1n a reduction o restraint time
for the bulateral assessment and hence a reduchon m total restramt fume, therebry
reducing stress.

Among the five amimal species evaluated using FPTT, the toro bird species were
the easiest ones to perform m terms of handhing. The third eyelid, which 1= very mobils,
did not canse displacement of the somewhat wnylelding paper pomts mserted into the
palpebral formx On the other hand, Schirmer test stips are commonly displaced by
birds” third evehds. Although the red-eared shders need proper restraint for the
mmebilization of the head the implementaton of the procedwe was also very
praciical. Mice were certminly the most difficult anomals to handle and perform the
PPTT. Physical restraint was hard in thas spectes due to the small body size and aghity.
In most cases, mice reacted aggressmely to the test, trying to bate the operator’s fingers.
Moreover, the forelimbs had to be well mmmobihzed; otherwise the ammals would
quckly wathdraw the paper points, using thewr paws with zreat dextenty. However, mo
difficulties restraining rats were encountered. When the paper points were mserted
smmltanecusly mto both eyes, amimals offen moved thewr heads more actively than
when they was inserted umlaterally. So, though 1t 1= possible to measwre both eves at the
same time, we suggest that m the future, PPTT should be performed ndridually on
each eve to famlitate the process for the evaluation of an amimal

Mo complications were observed followmgz PPTT measwrement In any specles
evaluated All amimals retwrned to thew enclosures without showing any signs of stress
or ocular disturbances such as secretion or blepharospasm.

PPTT results obtained for the five spectes studied do not allow compansons with
the few reference values avallable i literzture due to the mbin=ic differences m the
methods used to obtam the data. For saffron finches, chestrt-bellied seed-finches and
red-eared shiders there are no measurement data of the aguecus fraction of the tear film
m the hiterature.

Fegarding the practicality, the measurement of the aqueons frachion of the tear
film wsing PPTT was demonstrated to be highly feasible, paricularly m birds, whete the
ammal mterference was practically nom-existent Fed-eared slider mestramt requires
greater skill than birds. Restraming rats for the PPTT was much easier than restraing
mice. Although mice were more difficult to restramn, the procedure can also be
performed wath some previous tammmg for handlng and after acquinng seme farmbanty
with the method.

82

Page 4 of 9



Page 5 of 8

00 = 0N e Gl R e

WVeterinary Ophthalmoloegy

Thiz study demonstrates that PPTT can become a standardized method for
measunng the agqueous fachion of the tear film, which 1= of greatest value 1o ammals
with smazll eves (HPFL = 5 mm). The data included mn this paper serves as the second
appheaton of this method and wall allow for foture compansons m different species.

More expenments and the establishment of reference values for other species
nead to be performed m order to allow 1dentification of individuals who dewviate from
normal phy=iologpical values and the companson of the ploysiological producton of the
aquecus fizchon of the tear among species.
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