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RESUMO

A presente tese de doutorado buscou contribuir com a oftalmologia clinica,
histopatologica e investigativa de animais domésticos e selvagens. Para tanto o
trabalho foi dividido em quatro capitulos. O primeiro capitulo € uma breve introdugao
salientando a importancia do estudo fenotipico e genotipico das doencgas
generalizadas da retina em cées e o reflexo destas pesquisas na oftalmologia
comparada. Neste capitulo serdo justificados os capitulos seguintes da tese,
abrangendo inclusive a importancia do estudo fenotipico e histopatologico da
displasia de retina canina. Por fim, na introducéo cita-se o que sera abordado no
estudo oftalmico descritivo sobre aves de rapina, mais especificamente a coruja-
orelhuda (Asio clamator).

O segundo capitulo discorre sobre a caracterizagao fenotipica da displasia de retina
(DR) em cées da raca Pit Bull Terrier, artigo este, que sera submetido ao periddico
Veterinary Ophthalmology. Até entdo a descrigdo da ocorréncia de DR nesta raca
era inédita na literatura. Os exames oftalmicos de rotina e as imagens de retina
foram obtidos e estudados durante trés geragdes. Adicionalmente neste periodo foi
estabelecido o heredrograma desta colbnia. Alguns animais foram submetidos a
exames ultrassonograficos do bulbo ocular, tomografia de coeréncia Optica e
histopatologia ocular. A presente caracterizacdo demonstrou modo de heranga
autossdmico dominante, que € incomum na maioria dos casos de DR hereditaria
canina. Com testes genéticos, excluiu-se ainda a possibilidade dos animais desta
colbénia serem afetados pela displasia 6culo-esquelética, uma doenca bem
conhecida e descrita em cades da raga Labrador Retriever e Samoieda, tratando-se
portanto de uma condigao inédita também do ponto de vista genético.

O terceiro capitulo € um estudo histopatolégico que complementa o estudo
fenotipico da mesma condicdo descrita acima. Este artigo, que sera submetido a
publicagdo no periodico Veterinary Ophthalmology, caracteriza com detalhes os
achados histopatoldgicos, da DR hereditaria dos caes da raga Pit Bull Terrier
oriundos da mesma colbnia. Atraves do processamento histotécnico de rotina,
associada a coloracbes especiais foi possivel estudar e caracterizar
histopatologicamente as lesdes decorrentes da DR desde o estagio inicial até o
cronico da doenga. A natureza e a gravidade das alteragdes histologicas da DR
variaram de acordo com a evolucio da idade dos animais.

O quarto capitulo se refere a um artigo publicado no periddico Pesquisa Veterinaria
Brasileira, sobre um estudo oftalmico descritivo em coruja-orelhuda (Asio clamator),
de forma que contribuiu com detalhes sobre as observagdées morfoldgicas do cranio
e da anatomia oftalmica. Foram ainda estabelecidos os parametros oftalmicos para
testes oftalmicos especificos incluindo o Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), cultura
da microbiota normal da conjuntiva, estesiometria, pressao intraocular (PlO),
espessura de cornea central (ECC), didmetro horizontal da rima palpebral, didametro
horizontal da cornea e oftalmoscopia indireta.

Palavras-chave: oftalmologia, oftalmologia comparada, doengas hereditarias
oftalmicas,histopatologia ocular, testes oftalmoldgicos, retina, caes, rapinantes.



ABSTRACT

This PhD thesis aimed to bring novel information concerning clinical, histopathologic,
descriptive and investigative ocular research in domestic and wild animals. For that,
this work was divided in four chapters. The first chapter is a brief introduction, with
emphasis on a discussion of the phenotype and genotype of general retinal diseases
in dogs. It also stresses the importance of these types of investigations for
comparative ophthalmology. This chapter substantiates the other chapters of this
thesis covering points about phenotype and histological investigation from the
inherited form of retinal dysplasia in Pit Bull Terriers dogs. Then, the importance of
performing descriptive studies in birds of prey, more especifically the owls is
discussed.

The second chapter describes the phenotype characterization of an inherited form of
retinal dysplasia (RD) in Pit Bull Terrier dogs. This paper will be submitted for
publication in the periodical entitled Veterinary Ophthalmology. Regular ophthalmic
examinations and fundus photography was performed on three different generations
of offspring from the founder animal. Additionally in this period was established the
heredogram of this colony. Some selected animals were examined using ocular
ultrasonography, optical coherence tomography and histologic exam. This is the first
investigation reporting and characterizing this disease in Pit Bull Terriers. Also
suggests an uncommon mode of inheritance, autosomal dominant condition. Also,
the possibility that the animals of this colony had the same mutation already
recognized and described in Labrador Retrievers and Samoyeds, the oculoskeletal
dysplasia (OSD), was excluded with genetic testing. Thus the condition is novel also
from the genetic standpoint.

The third chapter is a histological study which complement the phenotype study of
the same condition above. This paper will be submitted to publication in the journal
Veterinary Ophthalmology, and characterizes in details the histologic findings of the
same condition above, the RD in Pit Bull Terriers dogs from the same breeding
colony. Through histotechnical routine processing associated with special stains was
possible to perform the histologic characterization of these RD lesions since its initial
up to the chronic stages of the RD. The nature and severity of the histological
findings of RD varied with advancing age of the animals.

The fourth chapter refers to a published paper in the journal “Pesquisa Veterinaria
Brasileira”, an ophthalmic descriptive study of the striped owl (Asio clamator). This
study aimed to describe the most relevant morphological observations of the skull
and the anatomy caracteristics from the eyeballs of this species. Additionally, normal
values and patterns for selected ophthalmic diagnostic tests, such as: Schirmer Tear
Test (STT), normal conjunctival bacterial microbiota, esthesiometry, intraocular
pressure (IOP), central corneal thickness (CCT), horizontal palpebral fissure length,
horizontal, corneal diameter and fundoscopy were determined.

Key words: ophthalmology, comparative ophthalmology, ophthalmic inherited
disease, ocular histopathology, ophthalmic tests, retina, dogs, birds of prey.
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Figure 1 (Capitulo 1) - (A) Desenho esquematico da retina, representando as
principais células da retina componentes da retina sensorial e da EPR, e os discos
membranosos empilhados tanto nos cones quanto nos bastonetes. Fonte: Rodarte-
Almeida, ACV. (B) Imagem histolégica da retina, evidencia-se as camadas da retina
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B - Olho direito da cadela 2.26, C — Olho esquerdo da cadela 3.07 e D - Olho direto
da cadela 2.13 sendo que ambas s&o cadelas Sem Racga Definida (SRD) oriundos
de uma cruza de um cdo SRD com uma cadela Pit Bull Terrier. As cadelas 2.28,
2.26, 3.07 apresentavam sete meses de idade e a cadela de 2.13 trés anos de idade
no momento da captagdo da imagem. E e F- Fotos do fundo do olho direito da
cadela 2.27 aos 45 dias de vida (E) e aos 2 anos de idade (F). Note a forma
geografica da DR nas diferentes idades deste animal demostrando a evolugédo das
lesdes, onde é possivel observar diminuigdo de mielina na cabega do disco 6ptico.44

Figura 4 (Capitulo 2) — Imagens coloridas do fundo do olho agrupadas com
imagens da retina obtidas pelo exame de tomografia de coeréncia éptica de dominio
espectral (TCO-DE). Observe os diferentes tipos de lesdes de displasia de retina
(DR) e as anormalidades na forma da cabega do disco optico em dois caes da raga
Pit Bull Terrier afetados pela DR. A e B - Olho esquerdo da cadela 3.07 aos seis
meses de idade acometida com a forma multifocal da DR na regido tapetal da retina.
A - Duas dobras envolveram o segmento interno (Sl) e o segmento externo (SE) da
camada dos fotorreceptores, sendo estes indiferenciaveis (setas brancas). A camada
nuclear externa (CNE), a camada plexiforme externa (CPE), a camada nuclear
interna (CNI) e a camada plexiforme interna (CPI) estavam desorganizadas (setas
brancas). Uma pequena area hiporreflexiva foi visivel entre os SE e o epitélio
pigmentar da retina (EPR) — coroide (CO) (cabecas de setas pretas). B — Note a
intensa reducgao do padrédo de mielina na cabega do DO (seta vermelha), circundada
por segmentos normais da retina. C, D e E - Cdo 3.03 aos seis meses de idade
apresentando lesdes da forma geografica da DR. Observe nas imagens de TCO-DE
a grande quantidade de dobras na retina, em forma tubular, iniciando na camada
SI/SE dos fotorreceptores (setas brancas), onde as CNE, CPE, CNI e CPI estavam
desorganizadas e frequentemente finas nas areas sob as dobras. Note ainda,
estruturas hiperecoicas circulares ou amorfas, em sua maioria ndo estando em
contato com as camadas SI/SE dos fotorreceptores caracterizando as rosetas (setas
azuis). C — Observe a intensa desorganizagcdo das camadas da retina,
impossibilitando a identificacdo das camadas e abaixo desta regido é possivel
observar area hiporreflexiva visivel entre os SE e o epitélio pigmentar da retina
(EPR) — coroide (CO), sugerindo descolamento de retina nesta regido. D — Note a
desorganizag¢ao do tecido da retina ao redor no nervo 6ptico (NO) com elevagéo da
cabecga do nervo optico sugerindo a alteragao do padréo normal de mielinizagéo. E —
Imagem evidenciando rosetas hiperecoicas circulares ou amorfas, com excesso de
tecido retiniano, e algumas em formato circular com centro hipoecoico. Nestes casos
€ impossivel identificar as camadas da retina nas regides acometidas pelas lesdes
geograficas da DR (seta azul). C e D - Olho esquerdo do cédo 3.03 e E — Olho direito
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Figura 5 (Capitulo 2) — Imagens A,B,C,D e H sdo de uma cadela Pit Bull Terrier
(2.10) de quatro meses de idade, acometida com a forma geografica da displasia de
retina (DR). A. Aspecto macroscopico do bulbo ocular seccionado ao longo do seu
eixo axial. Na regido do nervo 6ptico a retina apresenta uma projecédo em diregéo a
camara vitrea. B. Fotomicrografia da retina apresentando invaginagdo focal dos
SE/S| dos fotorreceptores e descolamento verdadeiro com hipertrofia do epitélio
pigmentar da retina (EPR), formando um tubo incompleto, caracterizando as dobras.
Coloragao Tricromico de Gomori. C. Fotomicrografia da retina mostrando tubos
completamente fechados (rosetas) (seta preta). O lumen €& delimitado pela



membrana limitante externa (MLE) rodeada pela camada nuclear externa (CNE)
desorganizada e pela degeneracdo dos fotorreceptores. Tricromico de Gomori. D.
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(2.19) de um dia de vida. Note a retina primitiva com presenga de proeminéncia da
camada de fibras nervosas ao nivel do nervo Optico (cabeca de seta preta),
provavelmente representando a retina sensorial. O NO aparentemente encontrava-
se levemente escavado, provavelmente em decorréncia da reducdo da quantidade
de mielina. Hematoxilina e Eosina de Harris. H. Fotomicrografia do seguimento
posterior do bulbo ocular (cdo 2.10), evidenciando a presenca de algumas dobras,
bem como de rosetas de diferentes tamanhos, levando a desorganizagdo das
camadas da retina ao redor do NO. Tricrdmico de GOmMOri. ........cccoeeeeeeiiiieeeeiiiinnnnes 52

Figura 1 (Capitulo 3)- Aspecto macroscopico de bulbos oculares seccionados ao
longo do eixo axial de dois caes da raga Pit Bull Terrier com displasia de retina. A —
Olho esquerdo de um cdo com 24 horas de idade (animal 3.2) apresentando
projecdes retinianas internas na base do disco optico (seta). B — Olho esquerdo de
uma cadela de sete anos de idade (animal 1.1) apresentando descolamento total de
retina (aspecto em forma de asa de gaivota), catarata madura, aumento da cadmara
vitrea e aumento do didmetro axial do bulbo ocular (indicativo de buftalmia) e
coloracgdo alaranjada sugestiva de hemorragia intraocular................ccccooeeeeeiiiiinnnnns 73

Figura 2 (Capitulo 3) - Fotomicrografias da retina de cédes da racga Pit Bull Terrier
com displasia de retina. A — C&o de 24 horas de idade (animal 3.2). Note a
desorganizagao da camada neuroblastica externa com a formagdo de uma dobra
(estrela). Observe descontinuidade da membrana limitante externa (seta)com
descolamento parcial da retina na base da dobra (Hematoxilina e Eosina - H.E.) B —
Cao de 24 horas de idade (animal 3.1). Note a intensa desorganizagdo da retina
primitiva (estrela), a qual apresenta diversas rosetas compostas por uma camada
espessa de células neuroblasticas circundando um lumen central delimitado pela
membrana limitante externa (ponta de seta) (H.E.). C — Cao de 21 dias de idade
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1 OBJETIVOS

Os objetivos da presente tese foram subdivididos em trés partes distintas,
ambas de natureza descritiva na area de oftalmologia comparada. A parte inicial
(Capitulo 1) € uma breve introdugdo, a segunda parte (Capitulo 2 e 3) trata da
caracterizagado de uma forma de displasia de retina (DR) diagnosticada em uma raga
de caes na qual ndo havia relatos prévios na literatura cientifica. A terceira parte
(Capitulo 4) caracterizou os parametros oculares normais em uma espécie de animal
selvagem.

O Capitulo 1 objetiva esclarecer a importancia dos pesquisas cientificas das
doengas hereditarias para a oftalmologia comparada. Enfatiza o impacto gerado
pelas pesquisas genéticas de doengas oculares em caes, nas doengas de retina de
carater hereditario, que repercurtem no tratamento das mesmas doengas oculares

em seres humanos, buscando assim a cura para algumas causas cegueira.

O objetivo da segunda parte da tese, mais especificamente o Capitulo 2 foi,
inicialmente, determinar se a displasia de retina diagnosticada no Hospital
Veterinario da UFPR (HV-UFPR) em uma cadela Pit Bull Terrier seria ou n&o de
carater hereditario. Em seguida, estabelecer a condi¢ao de herdabilidade da doenca
nesta raca. Além disso, descrever os achados clinicos e principais achados
histopatolégicos correlancionando-os com o heredograma da familia estudada,
caracterizando o fenotipo da DR. Ja o objetivo do Capitulo 3 foi descrever
minuciosamente todos os achados histopatolégico da DR hereditaria em cées da
raca Pit Bull Terrier, caracterizando histopatologicamente as lesées em seu estagio

inicial até crénico.

A terceira parte e ultimo capitulo da tese (Capitulo 4) objetivou estabelecer os
parametros biométricos e morfologicos oculares da coruja Asio clamator,
determinando ainda valores de referéncia para testes de diagndstico selecionados

comumente empregados na oftalmologia veterinaria.
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2 CAPITULO 1- INTRODUGAO

A retina é o tecido nervoso do bulbo ocular, fotossensivel, que reveste todo o
segmento posterior do olho e é primariamente responsavel pela visdo (MAGGS et
al., 2008; BEDFORD, 2008) A retina e o nervo optico (NO) s&do derivados do
prosencéfalo que se desenvolvem de duas camadas da neuroectoderma que
constituem a cupula 6ptica (MILLICHAMP, 1990; BEDFORD, 2008). A camada mais
externa da cupula Optica se torna o epitélio pigmentar retiniano (EPR) que limitasse
com a coroide e a camada interna invaginada, gera a camada neuroblastica, que
apresenta intimo contato com o corpo vitreo. A retina continua a se desenvolver no
periodo pds-natal, atingindo sua maturidade apds 6-7 semanas pos nascimento dos
caes (MILLICHAMP, 1990).

A retina pode ser dividida em apenas duas camadas, o EPR e a retina
neurosensorial. O EPR é uma unica camada de células cuboides (MILLICHAMP,
1990), responsaveis pela atividade normal da neurorretina, e dentre suas principais
funcbes é fornecer metabdlitos essenciais para as camadas mais externas da
neurorretina e reciclar os fotopigmentos (MAGGS et al., 2008; BEDFORD, 2008). A
retina € composta por 10 camadas distintas, sendo nove delas componentes dretina
neurosensorial composta pelas camadas nucleares e as sinapses das células
nervosas o EPR (figura 1) e ainda em algumas espécies € encontrado o tapetum
lucidum, atuando como amplificador da luminosidade na camara vitrea (figura 2). A
neuroretina & composta pelos fotorreceptores (os cones e os bastonetes) que
contem fotopigmentos responsaveis, tanto pela conversdo da luz em impulso
nervoso, ou seja, fototransdugao, quanto pela subsequente modificagdo do impulso
nervoso conforme seu deslocamento em diregdo ao NO (MAGGS et al., 2008). O
NO é a unica estrutura do sistema nervoso central que pode ser visualizada
diretamente. Esta estrutura é formada pela convergéncia dos axdnios das células
ganglionares da retina que irdo de mielinizar para formar as fibras do disco 6ptico
(DO), que possui um tamanho e formato variaveis (figura 2) (CRISPIN, 2005,
MAGGS et al., 2008).
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Figure 1- (A) Desenho esquematico da retina, representando as principais células da retina
componentes da retina sensorial e da EPR, e os discos membranosos empilhados tanto nos cones
quanto nos bastonetes. Fonte: Rodarte-Almeida, ACV. (B) Imagem histolégica da retina, evidencia-se
as camadas da retina sensorial e epitélio pigmentar da retina. Fonte: Dr Dubielzig, R., COPLOW

Fotorreceptores (F)

Epitélio Pigmentar da Retina (EPR)

Figura 2 — Imagem fotografica da retina normal de um cé&o, Pit Bull Terrier de 1 ano de idade.
Observa-se o fundo nio tapetal (marrom-avermelhado), o fundo tapetal (amarelado), o sistema
vascular composto por veias e arteriolas e o nervo 6ptico (NO).

As doengas de retina estado entre as principais causas de cegueira em seres
humanos e animais, particularmente as atrofias (APR), as distrofias retinianas e as
displasias de retina (DR) (DIETZ, 1985; PETERSEN-JONES, 1998; GRAHN et al.,
2004). As mutacdes genéticas sdo responsaveis por diversas doengas de cunho
hereditario, sendo estas exaustivamente pesquisadas pela comunidade cientifica.
Tais doengas hereditarias tanto em animais como nos seres humanos podem ser
doengas especificas (acometendo apenas um tecido ou 6rgdo) ou ainda se

expressarem como sindromes, ou seja, apresentando alteragdes patologicas em
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diferentes tecidos de um organismo. Algumas dessas doengas podem acometer, até
onde se sabe, apenas algumas espécies animais. Entretanto, muitas delas sao do
ponto de vista genético exatamente as mesmas afecgdes que ocorrem nos seres
humanos. Portanto, na oftalmologia comparada, as doengas hereditarias de retina
que acometem os animais sdao modelos imponderaveis para estudo das doencas
que acometem os seres humanos. Os caes ao longo dos anos se tornaram modelos
biolégicos de valor inestimavel para o estudo de retinopatias hereditarias
principalmente em virtude do fato de que neles varias destas ocorrem
espontaneamente nas ragas puras (PETERSEN-JONES et al., 2009). Outro fator
que tornou os caes popularmente empregados para o estudo comparativo de
retinopatias hereditarias foi o facil manejo da espécie e o tamanho do bulbo ocular
que nesta espécie € similar ao dos seres humanos. Seguindo este ponto de vista, a
literatura chega até a se referir ao cdo como espécie modelo biolégico de grande
porte (PETERSEN-JONES et al., 2009). Portanto, pesquisas direcionadas ao estudo
fenotipico, genotipico e a terapias génicas vém sendo desenvolvidas ao longo dos
anos, visando encontrar os genes mutantes responsaveis por cada retinopatia
canina (BAINBRIDGE et al., 2008; PETERSEN-JONES et al., 2009; BIBLIOWICZ;
GROSS, 2011; PETERSEN-JONES 2012). A finalidade de todas estas pesquisas &
de que no futuro seja encontrada nos caes a cura para as doengas oftalmicas
equivalentes nos seres humanos. Portanto os caes tém desempenhado e continuam
a desempenhar um papel importante como modelos animais para ensaios clinicos
voltados a terapia génica Dentre as doengas retinianas pesquisadas encontram-se
as distrofias de retinas, dentre elas as atrofias progressivas de retina nas varias
racas de cdes, que equivalem a retinose pigmentar nos seres humanos
(PETERSEN-JONES 2012; WINKLER et al., 2013); a retinopatia multifocal canina
como a distrofia macular de BEST em seres humanos (GUZIEWICZ et al., 2007,
MIYADERA, 2012), a cegueira noturna estacionaria congénita nos cées da raca
Briard, equivale a amaurose congénita de Leber que é uma doenga oftalmica que
acomete criangas (BAINBRIDGE et al., 2008, MIYADERA, 2012) e a degeneragéo
de cones em cades da raca Malamute do Alaska equivale a acromatopsia ou
hemerolopia (cegueira diurna) dos seres humanos (SIDJANIN, et al., 2002,
MIYADERA, 2012).
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A displasia de retina (DR) € uma alteragdo ocular decorrente de uma
diferenciagdo anormal da retina em sua embriogénese (GODEL et al., 1981). Trata-
se da proliferacdo desordenada da retina neurosensorial levando a formagao de
dobras, descolamento parcial ou total deste tecido (WHITELEY, 1991). A DR é na
maioria das vezes uma condigdo hereditaria e congénita (BERGSJJ et al., 1984;
HOLLE et al.,, 1999), porém, a DR também pode ser ocasionalmente adquirida
(ALBERT et al., 1976; SCHWEITZER et al., 1987). A DR vem sendo descrita em
diversas ragas de caes, contudo, ja foi relatada em outras espécies animais também,
tais como, seres humanos (KORKKO et al., 1993; RAVIA et al., 1993), peixes
(BIBLIOWICZ; GROSS 2011), galinhas (MCKIBBIN et al., 2013), lontra (WILLIANS
et al., 2004) apresentando o fendtipo semelhante ao observado em caes. Nos seres
humanos, a DR foi descrita nas sindromes de Norrie e de Stickler (RAVIA et al.,
1993; KORKKO et al., 1993), sendo que as mesmas sindromes apresentam
herdabilidades diferentes das observadas em cées. A principal forma na qual a DR é
herdada em caes € autossdmica recessiva (BERGSJQD et al., 1984; GRAHN et al.,
2004; GELATT, 2007). Baseada nas aparéncias clinicas das lesbes de retina, a DR
é classificada em focal, multifocal, geografica e descolamento total de retina sendo
acompanhada de cegueira total (CRISPIN et al., 1999; HOLLE et al., 1999; GRAHN
et al., 2004). Histologicamente, a DR é caracterizada pela presenca de dobras,
desorganizagdao da arquitetura da retina, rosetas, gliose e descolamento
acompanhado de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina (EPR) (LAHAV et al.,,
1973; WHITELEY, 1991;). A forma sindrébmica da doenca também tem sido relatada
em caes da raga Labrador Retriever e Samoiedas, sendo esta condicdo denominada
displasia oculoesquelética (DOE) (MEYERS et al., 1983; CARRIG et al., 1988;). Os
caes afetados pela DOE podem ou nado apresentar displasia esquelética associada
ao nanismo, porém sempre irdo apresentar lesdes oculares, podendo estas ser
leves ou graves (CARRIG et al., 1977; MEYERS et al., 1983).

Para diagnosticar as doengas oftalmicas € necessario conhecer a anatomia
ocular de cada espécie animal. Por isso, a oftalmologia veterinaria vem se tornando
uma importante especialidade médica e de pesquisa nos ultimos anos, avangando
tecnologicamente. Tornou-se de extrema importancia no manejo dos animais

domeésticos e selvagens. De modo geral a literatura é escassa no que tange os
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parametros anatomicos, fisiologicos e valores de referéncia para testes oftalmicos

nas espécies selvagens, o que dificulta os avangos clinicos e cirurgicos.

A coruja (Asio clamator), também conhecida como coruja-orelhuda (SICK,
1993), é uma ave de rapina noturna pertencente a ordem dos Strigiformes. Nas
corujas em geral, os olhos s&o grandes localizados rostralmente, com campo visual
limitado pela pouca mobilidade do bulbo ocular devido ao formato semitubular
composto pelos ossiculos esclerais (SICK, 1993; AGILLAR, 2003). Sabe-se que as
corneas das corujas apresentam a lamina limitante anterior (I&mina de Bowman)
visivel a microscopia e as retinas das corujas de modo geral sdo anangidticas,
possuindo apenas uma févea e o pécten ocular (MURPHY, 1993; MONTIANI-
FERREIRA, 2001). Algumas investigagdes oftalmicas ja foram realizadas em outras
espécies de corujas (BAYON et al., 2006; JEONG et al., 2007; HARRIS et al., 2008).
Contudo, na espécie Asio clamator, apenas avaliagcbes dos aspectos
ultrassonograficos dos olhos destes animais foram investigadas (SQUARZONI et al.,
2010), sendo portando, necessarios ainda mais estudos, principalmente de outros
parametros biométricos e morfologicos dos seus olhos e valores de referéncia para
testes de diagnostico oftalmico desta espécie.
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3 CAPITULO 2 - CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DA DISPLASIA DE
RETINA EM PIT BULLS TERRIERS

Phenotypic Characterization of Retinal Dysplasia in Pit Bull Terriers

31 RESUMO

A displasia de retina (DR) é uma alteracdo na diferenciacao fisiologica da retina,
podendo ser de carater hereditario ou adquirido. O objetivo deste estudo foi
investigar a herdabilidade e o fen6tipo da DR detectada em Pit Bull Terriers. A partir
do diagnostico de DR em uma fémea de Pit Bull Terrier,,atendida no Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Parana (HV-UFPR), foi estabelecida uma
colonia investigativa. Através desta colonia de caes foi possivel investigar o tipo de
heranca genética e o fendtipo da doencga nesta raga. O diagndstico foi realizado
através dos exames oftalmicos de rotina e captacdo de imagens de retina pela
técnica de fundoscopia por endoscopia topica para captagdo de imagens da retina
(TETCIR), que foram obtidas durante trés gerag¢des. Adicionalmente alguns animais
foram submetidos a exames ultrassonograficos periddicos e tomografia de coeréncia
optica (TCO) dos bulbos oculares. A medi¢céo das alturas dos animais adultos foram
mensuradas e avaliados pelo teste 7. Adicionalmente, exames radiograficos da
pelve, ombros e cotovelos foram realizadas. Amostras de DNA foram submetidas a
testes genéticos para mutagdo dos genes do colageno canino COL9A3 e COL9A2,
responsavel pela displasia 6culo esquelética (DOE) e para o Herpesvirus Canino
Tipo 1 (CHV-1). A histopatologia ocular foi realizada em alguns animais da col6nia
que vieram acidentalmente a ébito. Cinquenta e sete animais foram criados por trés
geracgdes, advindos de uma cadela afetada pela DR. Vinte e cinco animais eram Pit
Bulls Terriers puros e 32 eram cruzas entre Pit Bull Terriers com cédes sem raga
definida (SRD), dentre estes 26 eram fémeas e 31 eram machos. A analise do
heredrograma sugeriu heranga autossémica dominante como tipo de herdabilidade.
Trinta e dois cades foram diagnosticados portadores da DR, apresentando lesdes
clinicamente de gravidades diferentes, sendo elas, multifocais, geograficas,
multifocais associadas a geograficas e em alguns casos apresentaram
descolamento de retina total. Na maioria dos animais afetados, foi observado uma
alteragao da morfologia do disco 6ptico (DO). O exame histologico revelou presenca
de dobras, rosetas, desorganizagdo das camadas da retina e areas de
descolamento de retina, sendo estas alteragdes observadas na TCO, que também
revelou alteracdo na mielinizagdo do DO. Os animais afetados apresentaram
estatura significativamente mais baixa que os animais ndo afetados, e alguns deles,
apresentaram displasia coxofemoral e um animal osteocondrite dissecante do
ombro. O teste de DNA dos animais afetados com RD, para o gene mutante da
displasia 6culo esquelética, bem como, para o CHV-1, foram negativos. O presente
estudo permitiu a descricdo de uma nova forma de herdabilidade da DR em caes Pit
Bull Terriers com sua respectiva caracterizacdo, sendo este o primeiro relato desta
doenga nesta raga.
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Palavras-chave: Caes, Doenca hereditaria, herdabilidade, Displasia Oculo-
Esquelética, histopatologia ocular, Tomografia de Coeréncia Otica, retina

3.1 ABSTRACT

Retinal Dysplasia (RD) is an abnormality of the normal differentiation of the retina,
which may be inherited or acquired. The purpose of this study was to investigate the
inheritance and phenotype of retinal dysplasia (RD) in the Pit Bull Terrier. From
diagnosis of RD in a single female Pit Bull Terrier dog in the Veterinary Hospital of
Federal University of Parana (HV-UFPR), Curitiba, Brazil, a breeding colony were
established, through this breeding colony was possible to investigate the phenotype
and established inheritance of the condition. The diagnoses were performed through
the regular ophthalmic examinations and fundus photography by the topical
endoscopy fundus imaging technique (TEFIT), which were obtained on three
generations of offspring from the founder animal. Some animals were additionally
studied by ocular ultrasound and optical coherence tomography (OCT). The height of
the adult dogs was measured, and analyzed by student’s T-test. Additionally,
radiographs were taken of the hips, pelvic and thoracic limbs. DNA samples were
submitted for genetic testing for the known canine colagene gene mutations COL9A3
e COL9A2, responsible for the dwarfism with retinal dysplasia (DRD) and to test for
canine herpesvirus infection, by the real-time PCR-based assay for Canine
Herpesvirus Type 1 (CHV-1). Ocular histopathology was performed on some animals
from the colony that had a natural death. Fifty-seven offspring were produced in two
generations from the affected founder female. Twenty-five were purebred Pit Bulls
and 32 were Pit Bull crosses, of these Twenty-six were female and 31 male. Analysis
of the pedigree suggests an autosomal dominant mode of inheritance. Thirty-two
were diagnosed with RD and showed a spectrum of severity of lesions including
multifocal, geographic, or multifocal combined with geographic lesions and some also
developed retinal detachment. In many of the affected animals the morphology of the
optic disc (OD) was also abnormal. Histologic examination demonstrated retinal
folds, rosettes, completely disorganization of the retinal layers and areas of retinal
detachment, these findings were observed in the OCT as well, which also showed
alteration in myelination of the OD. The affected dogs was significantly lower in
stature than the unaffected littermates, also some dogs which underwent
radiographic examinations were diagnosed with hip dysplasia and one dog had
osteochondritis dissecans of the shoulders. DNA testing showed that the affected
dogs were negative for the known gene mutation for canine dwarfism with retinal
dysplasia, and for CHV-1. This is a report of a new inherited form of RD in Pit Bull
Terriers, been this the first report of this disease in the breed.

Key words: dogs, hereditary disease, herdability, ocular skeletal dysplasia, ocular
histopathology, optical coherence tomography, retina disease.
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3.2 INTRODUGAO

A displasia de retina (DR) € uma alteracdo na diferenciagdo normal da retina
(AGUIRRE et al., 1972; GODEL et al.,, 1981; WHITELEY, 1991), resultando em
lesbes de gravidades diferentes. Variam desde uma dobra simples das camadas da
retina, rosetas até o descolamento de retina (MACMILLAN, 1980; MILLICHAMP,
1985; WHITELEY, 1991; GELATT, 2007). A DR vem sendo relatada como alteragéo
hereditaria em muitas ragas de cdes como Bedlington Terriers, Sealyham Terrier,
Retriever do Labrador, Pastor Australiano, Beagle, Springer Spaniel Inglés, Cocker
Spaniel Americano, Yorkshire Terrier, Sheepdog Inglés, Rottweiler, Samoieda,
Dobermann Pinscher, Akita, Chow Chow, Golden Retriever, Schnauzer miniatura,
Pastor Aleméo (RUBIN, 1963; ASHTON et al., 1968; RUBIN, 1968; BARNETT et al.,
1969; GELATT; VEITH 1970; HEYWOOD; WELLS 1970; SCHIAVO; FIELD 1974;
ALBERT et al., 1976; CARRIG et al., 1977; LAVACH et al., 1978; MACMILLAN;
LIPTON, 1978; STADES, 1978; BARRIE et al.,, 1979; SCHMIDT et al., 1979;
BEDFORD, 1982; MEYERS et al., 1983; NELSON; MAC MILLAN 1983; PEIFFER;
FISCHER 1983; TOOLE et al., 1983; BERGSJOJ et al., 1984; LARATTA et al., 1985;
LEWIS et al., 1986; CARRIG et al., 1988; COLLINS et al., 1992; GIONFRIDDO;
NIYO 1992; CRISPIN et al., 1999; HOLLE et al., 1999; LONG; CRISPIN 1999;
GRAHN et al., 2004; BAUER et al., 2011). Todavia a DR pode também resultar de
agressdes ambientais durante o desenvolvimento da retina, como por exemplo,
infecgdes por herpesvirus canino (ALBERT et al., 1976), toxicicidade por ivermectina
(Lowe & King 2004), deficiéncia de vitamina A (GRONDONA et al., 1996; SEE;
CLAGETT-DAME 2009) e ainda exposi¢ao a radiagao na vida intrauterina (SHIVELY
et al., 1970; SCHWEITZER et al., 1987). Na maioria dos casos, as lesdes presentes
sdo observadas e diagnosticadas durante o exame oftalmico em filhotes com poucas
semanas de idade. Entretanto uma pesquisa com caes relatou que as lesdes podem
desenvolver-se ou ainda tornarem-se evidentes apenas apos a idade em que a
retina apresenta seu completo desenvolvimento, ou seja, até aproximadamente seis
meses de idade (TOOLE et al.,, 1983; GELATT, 2007), atingindo assim a sua
maturidade (TOOLE et al., 1983; WHITELEY, 1991).
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O diagnostico é realizado pelo exame clinico oftalmico, principalmente pela
fundoscopia (GELATT, 2007), ultrassonografia ocular pode auxiliar na observagao
do descolamento de retina (Spaulding 2008) e pela Tomografia de Coérencia Optica
de Dominio Espectral (TCO-DE) que permite obter imagens de alta resolugédo de
cortes transversais da retina e da cabega do nervo Optico in vivo, permitindo
alteracées estrururais da microanatomia destes estruturas (MCLELLAN;
RASMUSSEN, 2012; ROSOLEN et al., 2012; MCKIBBIN et al., 2013). Baseada na
aparéncia clinica das lesdes retinianas a DR é classificada em: 1) Focal (SCHIAVO,;
FIELD, 1974), ou Multifocal (MACMILLAN; LIPTON, 1978; PEIFFER; FISCHER,
1983; TOOLE et al., 1983; LARATTA et al., 1985; CRISPIN et al., 1999; GRAHN et
al., 2004), podendo apresentar dobras de retina unicas ou multiplas; 2) Geografica,
que compreende lesbes geograficas largas que podem representar ou resultar de
regides com descolamento parcial da retina; 3) Total, que advém do descolamento
de retina total ou a n&o aderéncia da retina (HOLLE et al., 1999; GRAHN et al.,
2002; GRAHN et al., 2004).

Outras anormalidades como hiperplasia primaria do vitreo (PEIFFER;
FISCHER, 1983; GRAHN et al., 2004), catarata congénita (ASHTON et al., 1968;
LARATTA et al., 1985; COLLINS et al., 1992), microftalmia (PEIFFER; FISCHER,
1983; BERGSJQ et al.,, 1984; LARATTA et al., 1985; LEWIS et al., 1986), ou
coloboma (GELATT; VEITH, 1970; GELATT; MCGILL, 1973; SEE; CLAGETT-
DAME, 2009) podem estar associados a DR. Formas sindromicas da doenca
também tem sido relatadas, como a displasia oculo-esquelética (DOE), conhecida
também como dwarfism with retinal dysplasia (drd) na qual os cdes afetados
comumente apresentam lesdes oculares com diferentes gravidades e que podem ou
nao estar acompanhadas de nanismo associado a alteragdes caracteristicas de
displasia esquelética (CARRIG et al., 1977; MEYERS et al., 1983; BLAIR et al,,
1985; CARRIG et al., 1988; GIONFRIDDO; NIYO, 1992). O gendtipo da DOE foi
pesquisado com detalhes nas ragas Retriever do Labrador e Samoiedas e foi
demonstrado que nestas ragcas as mutagdes responsaveis pela doenga estdo nos
genes do colageno, COL9A3 e COL9A2, respectivamente (GOLDSTEIN et al., 2010;
DU et al., 2000). Os animais que sao heterozigotos para o gene mutante apresentam
a forma leve do fendtipo ocular e alguns casos nem apresentam lesdes esqueléticas.
Em contrapartida, os animais homozigotos apresentam a forma grave da doenga

ocular, caracterizada pela displasia de vitreo, descolamento de retina e catarata,
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sendo que apresentam também a forma esquelética grave composta pelo nanismo
associado a displasia esquelética (CARRIG et al.,, 1977; MEYERS et al., 1983;
BLAIR et al., 1985; CARRIG et al., 1988; GIONFRIDDO; NIYO, 1992; GOLDSTEIN
et al., 2010). A mutac&do do gene da DR hereditaria n&o foi relatada em outras ragas
de caes. O objetivo deste estudo foi caracterizar o fenétipo da forma hereditaria da

displasia de retina em caes da raga Pit Bull Terrier.

3.3 MATERIAL E METODOS

Uma cadela Pit Bull Terrier (Figura 1. Animal 1.3), probanda deste estudo e
progenitora de uma colénia de cées desta raga, provenientes do mesmo criador,
residente na cidade de Curitiba, PR, foi atendida no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (HV-UFPR) para exame oftalmico, onde foi
diagnosticada a displasia de retina (RD). O fendtipo da doenga e o modo da heranga
genética dos animais desta col6nia foram estudados durante o periodo de sete anos.
A colbnia foi dividida em um grupo de animais que permanecia com o criador,
proprietario da probanda, e em outro, que permanecia no canil das dependéncias do
HV-UFPR. A cadela foi submetida a cruzamentos com quatro machos aleatérios sem
parentesco, oftalmoscopicamente normais, estabelecendo uma colénia de caes.
Para a confeccdo do heredrograma desta colénia foi utilizado o software de
computador Progeny (http://www.progenygenetics.com/online-pedigree/). Todos os
procedimentos foram conduzidos segundo as normas da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) da UFPR e de acordo as
normas para experimentacdo animal da Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO).

3.3.1 Exames oftalmicos

Os caes foram examinados mensalmente com auxilio do biomicroscépio de

ldampada de fenda (Hawk Eye, Dioptrix, L'Union, Franga), tonbmetro de rebote

(TonoVet, Tiolat, Helsinki, Finlandia), oftalmoscopio indireto (Heine Omega 180



35

Headworn Binocular Indirect Ophthalmoscope, Dover, NH, Estados Unidos) e em

alguns animais foi realizado a captagao de imagens do fundo ocular.

3.3.1.1 Presséo intraocular (PIO)

A presséao intraocular foi eferida tanto nos animais afetados pela DR quanto
nos animias normais, valendos-se do tonémetro de rebote (TonoVet, Tiolat, Helsinki,

Finlandia).

3.3.1.2 Fundoscopia
O estudo de fundoscopia deu-se por meio da captagédo de imagens da retina,

realizado em 29 animais, usando a técnica de fundoscopia por endoscopia topica
para captacdo de imagens da retina (TETCIR), como previamente descrita
(PAQUES et al.,, 2007; GUYOMARD et al., 2008). As imagens foram obtidas de
filhotes de 30 e 45 dias de idade, utilizando uma probe de artroscépio rigido de 4
mm de diametro (Karl Storz™, Tuttlingen, Alemanha). Adicionalmente, um
laporoscopio rigido de 8 mm de diametro com 0 graus de angulagdo, com uma ponta
de iluminacdo com forma crescente, (Weck™ Canada) foi utilizada em animais de 3,
5, 7,12, 24, 48, 72 meses de idade. Tanto a probe do artroscépio rigido quanto o
laparoscopio, foram conectadas, através de um adaptador, a uma camera digital de
7,2 megapixels, com lente Carl Zeiss™ de 12 x de zoom éptico (DSC-H5, Sony™,
New Jersey, Estados Unidos). A fonte de luz era composta pela luz de xénon 175
Watts (Karl Storz™, Tuttlingen, Alemanha) acoplada & probe do artroscépio e do
laparoscopio rigido por um cabo flexivel de fibra optica. Em alguns animais uma
camera digital para fundoscopia foi utilizada (ClearView™ Optical Imaging System,
Optibrand, Ft Collins, Colorado, Estados Unidos). Para a realizagdo da fundoscopia,
todas as pupilas de todos os animais examinados foram adequadamente dilatadas,
por meio da instilagdo de colirio de tropicamida a 1% (Midriacil, Alcon™, Sdo Paulo,
SP, Brasil), alternado com o colirio de felinefrina 10% (Frumtost, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a cada 10 minutos. Visando a anestesia topica do bulbo ocular, foi instilado
gotas de anestésico tépico estéril (Tetracaina 1% e Fenilefrina 0,1%, Laboratorio
Allergan, Guarulhos, S&o Paulo, SP, Brasil). Todos os animais submetidos a TETCIR

foram anestesiados com acepromazina gotas (Acepran gotas®, Vetnil, Louveira, SP,
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Brasil) (2 mg/Kg PO) associada a zolazepan e tiletamina (Zoletil®, Virbac, Sao

Paulo, SP, Brasil) (na dose de 5 mg/Kg da combinacéo IM).

3.3.1.3 Ultrassonografia ocular

A ultrassonografia ocular (US) de modo B foi realizada nos bulbos oculares de
36 animais da colénia de Pit Bull Terriers deste estudo, valendo-se do equipamento
Ultrasonix (Sonix OP Smart Ultrasound System, Richmond, Canada). Um transdutor
linear de 14-MHz foi gentilmente acondicionado sobre a superficie corneana,
perpendicular ao centro da cérnea e como interface foi utilizado gel ultrassénico de
transmissao estéril (Aquasonic-100; Parker Laboratories Inc., Fairfield, NJ, Estados
Unidos). Anteriormente a este procedimento, uma gota de anestésico tépico foi
instilada sobre a superficie corneana dos bulbos oculares de cada animal examinado
(tetracaina 1% e fenilefrina 0,1%, Laboratorio Allergan, Guarulhos, Sao Paulo,
Brasil).

3.3.1.4 Tomografia de coeréncia 6ptica

A tomografia de coeréncia optica de dominio espectral (TCO-DE) (SD-OCT,
Spectralis® HRA+OCT, Heidelberg Engineering Inc., Heidelberg, Alemanha) foi
utilizada para investigagdo da retina e da microanatomia da cabega do nervo 6ptico
(NO). Dois animais afetados (animais 3.3 e 3.7) foram avaliados aos seis meses de
idade. A TCO-DE foi realizada sob anestesia geral com injecdo intravenosa de

cetamina (3 mg/Kg), xilazina (0,3 mg/Kg) e midazolam (0,5 mg/Kg).

3.3.2 Histopatologia

A histopatologia ocular foi realizada em 27 alhos provenientes de 13 animais.
Um animal adicional (1.3) teve seu bulbo ocular esquerdo enucleado apos
desenvolver glaucoma secundario a uveite. Neste estudo 14 animais vieram a 6bito
natural por diversas causas, n&do tendo sido realizada nenhuma eutanasia (Figura 1).
Destes, oito tinham um dia de vida, dois tinham 21 dias de vida, um dos cées
apresentava quatro meses de idade e trés encontravam-se entre um ano e sete
anos de idade. Contudo, apesar do céo 2.07, ter vindo a ébito, seus bulbos oculares

nao foram submetidos a histopatologia ocular devido ao fato do bulbo ocular ter
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sofrido autdlise. Apods a coleta das amostras, com intervalo de tempo variando entre
2 a 8 horas po6s-o6bito, foram injetados 0,3 mL da solugao de fixagao (formol a 10%)
na camara vitrea de 20 bulbos oculares que posteriormente foram imersos em formol
a 10%. Por sua vez, nos outros sete bulbos oculares foram injetados com 0,3 mL de
solugdo de formol 10% misturado com glutaraldeido 6%, sendo posteriormente
acondicionados nesta mesma solugdo. As coloragdes utilizadas na analise destes

bulbos oculares foram Hematoxilina e Eosina de Harris e TricrOmico de Gomori.

3.3.3 Exames n&o oculares

A altura de 23 animais (1.3, 2.8, 2.9, 2.12, 2.13, 2.14, 2.15, 2.24-2.28, 3.1-
3.11) da colbnia estudada foi mensurada através de uma fita métrica estendida do
chdo ao cume entre os ossos da escapula (cernelha) de cada animal.
Complementarmente, exame radiografico da pelve, quadris e membros toracicos

foram realizados em seis dos animais afetados (1.3, 2.13, 2.14, 2.27, 3.2, 3.3).

3.3.4 Testes laboratoriais

As amostras de DNA de dois animais afetados que apresentavam sinais de
semelhantes a nanismo e alteracédo articular (3.2 e 3.3, respectivamente), foram
submetidas ao teste genético para averiguar possivel mutacdo dos genes
responsaveis pela formacéo de dois tipos de colageno canino COL9A3 e COL9A2,
comercialmente intitulado RD/OSD (OptiGen®, LLC Cornell Business & Technology
Park, Nova York, Ithaca, Estados Unidos (http://www.optigen.com/opt9_rdosd.html).
Adicionalmente, amostras conjuntivais e de faringe profunda de trés caes afetados
(1.3, 2.14, 3.3), foram coletados com auxilio de zaragatoa estéril e foram testadas
para Herpesvirus Canino Tipo 1 (CHV-1 RealPCR™ Test code 2520, IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, Estados Unidos).

3.3.5 Andlise estatistica

A altura e a pressao intraocular foram analisadas pelo teste de T, comparando
a altura e a idade dos animais afetados com os ndo afetados. Para realizagdo do
teste foi utilizado um software de computador (JMP, versdo 5.0.1, SAS Institute Inc.,
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Cary, NC, Estados Unidos). Os dados analisados foram expressos pela média + DP

sendo considerados estatisticamente significantes quando o P<0,05.

3.4 RESULTADOS

Uma coldénia de 57 Pit Bull Terriers foi estabelecida. Destes caes, 25 eram de
raca pura (Pit Bull Terrier) e 32 eram Sem Raga Definida (SRD) advindos do
cruzamento de animais SRD com Pit Bull Terriers. Vinte e seis cides eram fémeas e

31 eram machos.

3.4.1 Analise do pedigree e achados oftalmicos clinicos

A analise observacional do heredrograma da colbénia de Pit Bull Terrier
afetada com displasia de retina (DR), durante trés geragdes, sugere heranca
autossémica dominante (Figura 1).

Baseado nos achados do exame de fundoscopia de 26 animais (sendo estes
13 cadelas e 13 cées) e nas analises histopatologicas dos olhos de seis Pit Bulls
Terriers fémeas e quatro machos, averiguou-se que estes animais eram afetados
pela DR bilateral (Figura 1). Vale ressaltar, que os caes 1.3, 2.9, 2.10, 2.28 tiveram
seus bulbos oculares submetidos tanto ao exame clinico oftalmico quanto ao
histopatolégico. As lesdes retinianas apresentaram aparéncias variadas nos
diferentes caes afetados (2.13, 2.14, 2.26, 3.2, 3.16, 3.19, 3.20). Dos cées afetados,
seis deles apresentavam a forma multifocal da DR (animais 2.8, 2.9, 2.12, 3.7, 3.16,
3.19), nove animais tinham lesées com a forma multifocal/geografica (2.2, 2.5, 2.6,
3.3, 3.8, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20) e dez caes apresentavam DR geografica (caes 2.1,
23, 24, 213, 214, 2.26, 2.27, 3.16), quatro animais apresentaram lesdes
geograficas com presenca de descolamento parcial da retina (2.7, 2.10, 2.26, 3.2)
sendo que em quatro destes animais, as lesdes progrediram para o descolamento
total da retina no olho esquerdo (céaes 2.13, 3.2, 2.14, 3.20). Adicionalmente um c&o
(1.3) que apresentava displasia de retina na forma geografica grave desenvolveu
descolamento de retina total em ambos os bulbos oculares apds cinco anos de idade
(Tabela 1).
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Figura 1 — Heredrograma da colénia de caes, estabelecida por meio de uma cadela probanda (1.03)
(cabega de flecha). Note que a ninhada (cdes 3.1 e 3.3) produzida pelo cruzamento entre dois
membros da mesma ninhada F1 (2.13 e 2.14) produziram tanto caes afetados como nao afetados.
Os cruzamentos entre cées da raga Pit Bull Terrier com cdes SRD (macho 1.2 e fémeas 2.15 e 2.30)
resultaram em animais portadores da DR. Avaliando estes resultados, nos sugere heranga
autossdmica dominante. Os quadrados representam os cdes machos, os circulos as cadelas; os
simbolos pretos identificam os caes afetados pela displasia de retina; os simbolos brancos
representam caes nao afetados; a cabega de flecha aponta a probanda deste estudo; e os circulos e
quadrados com tragos representam animais que vieram a o6bito.

3.4.1.1 Presséo intraocular (PIO

A media da pressao intraocular (PIO) mensurada nos animais normais foi de
18,31 + 2,62 mmHg e nos caes afetados 16,83 + 3,86 mmHg . N&o houve diferenca
significante entre as PIOs comparando os animais afetados com os ndo afetados
(P=10,09).

3.4.1.2 Fundoscopia
A fundoscopia foi realizada em 46 caes, pois os outros animais (11 caes)

vieram a obito nos primeiros dias de vida, n&do sendo possivel realizar o exame
clinico oftalmico destes animais. A melhor opgéo de captagdo de imagens do fundo
ocular foi a técnica de TETCIR. Os cées afetados (que eram 25 animais no total)
apresentaram lesdes de DR tipicas com padrdes variaveis de distribuicdo, gravidade
e progressao. Seguindo a classificagdo prévia da DR, as lesbes dos caes desta
colonia foram classificadas em multifocais, geograficas, geograficas associadas a
lesbes multifocais e descolamento total da retina.

Aos 30 dias de idade foi dificil de examinar e fotografar a retina dos filhotes,
devida a opacidade corneana e a opacificacdo da lente. Apesar das dificuldades em
examinar estas retinas, em quatro animais foi possivel observar anormalidades

neste tecido. Aos 45 dias de idade a retina pode ser melhor avaliada, sendo
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evidenciadas algumas areas de lesdes hiper-refletidas, dobras e descolamentos de
retina (Figura 2A). Aos trés meses de idade, foi possivel observar as lesbes com
maior acuracia (Figura 2C). Aos cinco meses de idade, os animais apresentaram
alteracdo na reflectividade do tapete lucido, nos permitindo observar melhor a
progresséo das lesdes (Figura 2B, D, E e F). Um caso em particular, de uma cadela
Pit Bull Terrier (3.2), foi observado aos 45 dias de idade, o padrdo geografico da DR
em ambos os olhos, contudo as lesdes do olho esquerdo, aos 60 dias de idade,
progrediram para o descolamento total de retina. Outros animais apresentaram
progressdo da reflectividade da retina, apresentando mais areas hiper-refletidas
ap6s um ano de idade.

Foi observado que a medida que o bulbo ocular crescia acompanhando o
desenvolvimento normal do animal, as lesbes de DR mais leves (multifocais) se
tornavam hiporefletidas com colaragdo escura na regiao tapetal e hiper-refletidas na
regido n&o tapetal, podendo apresentar diminuigdo do tamanho das dobras, sem
alteragao significante na visdo do paciente. Por sua vez, nos animais que
apresentaram a DR em sua forma geografica mais leve, foi observada alteracéo na
reflectividade da regido tapetal afetada, se tornando cada vez mais hiper-refletido no
local da lesdo, sugerindo atrofia retiniana nestas regides. Ja nos cdes com a forma
geografica grave da DR, com presenga de descolamento parcial da retina, e
sobreposigao do tecido retiniano, houve progressédo das lesées para descolamento
total da retina com posterior cegueira do animal afetado.

A maioria dos animais afetados apresentaram lesdes de DR dorsalmente ao
disco optico (DO), muitas delas préximas aos vasos dorsais da retina. Contudo,
alguns caes também tiveram algumas dobras localizadas na regi&do n&o tapetal
(Figura 2). As lesdes do padrdo multifocal da DR se distribuiram em ambas as
regidoes tapetal e ndo tapetal. Na regido tapetal, as lesbes foram pequenas, lineares
ou pontuais, espessas, hipo-refletidas, e hiperpigmentadas ou escuras, orientadas
ao redor dos vasos retinianos. Em contrapartida, na regido nao tapetal as dobras de
retina eram claras, vermiformes ou em formato de Y, localizadas ao redor do DO.
Quanto aos cdes acometidos com a forma geografica da doenca, as dobras
normalmente eram localizadas na regido tapetal e apresentavam-se hiper-refletidas
com diferentes formas, como Y, H, ou apenas grandes areas hiper-refletidas com
algumas regides opacas sugerindo descolamento de retina parcial nestas regides
(Figura 2).
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Tabela 1- Sexo, idade em que foi realizado o diagndstico, formas da displasia de retina,
anormalidades morfoldgicas do disco dptico (DO) e outras alteragdes oftdlmicas observadas em caes
da raga Pit Bull Terriers, que foram submetidos ao exame oftalmico e diagnosticados portadores da
displasia de retina (DR).

ALTERAGOES
ANIMAL NA CATARA OUTRAS
D SEXO IDADE FORMAS DA DISPLASIA DE RETINA MORFEOLOGIA TA AL-([)IIEE%AC
DO NO
OE oD OE oD
) ) Glaucoma
13 F 3m Geografica/ Geografica/ . *  Bilateral Secundario
Descolamento total Descolamento total Uveite
21 F 4m Geografica Geografica N N
22 F 4m Multifocal/Geografica Multifocal/Geografica A A
2.3 F 4m Geografica Geografica N N
2.4 M 4m Geografica Geografica A A
25 M 4m Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica A A
26 M 4m Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica A A
Geografica, Geografica,
2.7 M 4m Descolamento Descolamento * *
parcial parcial
2.8 M 3m Multifocal linear Multifocal linear N N
29 M 3m Multifocal linear Multifocal N N
Geografica, Geografica,
2.10 F 45d Descolamento Descolamento N N
parcial parcial
212 3m Multifocal linear Multifocal linear N N
213 F 45d Descolamento total Geografica A A Bilateral Uveite
2.14 M 45d Descolamento total Geografica * N Bilateral Uveite
Geografica,
2.26 F 45d Geografica Descolamento A A
parcial
2.27 F 45d Geografica Geografica A A
. Opacidade ao redor
2.28 F 3m Opacidade ao re_:dor dos vasos
dos vasos superiores . A A
superiores
Geografica,
3.2 F 45d Descolamento total Descolamento * N Bilateral Uveite
parcial
3.3 M 45d Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica N N Uveite
3.7 F 3m Multifocal linear Multifocal linear A A
3.8 M 45d Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica A A
3.16 M 3m Multifocal linear Geografica N A
3.17 M 3m Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica A A
3.18 M 3m Multifocal/Geografica  Multifocal/Geografica N A
3.19 M 3m Multifocal/Geografica Multifocal linear N A
3.20 F 45 dias Descolamento total ~ Multifocal/Geografica * N

A — Apresentagao anormal na morfologia do nervo 6ptico; N- Apresentagdo normal

* Nao foi possivel identificar alteragdes
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Figura 2 — Imagens do fundo de olho, evidenciando exemplos das formas multifocal e geografica de
displasia de retina. A e B - Olho direito do cdo 3.3 aos 45 dias de idade e aos 5 meses de idade
respectivamente. Observe dobras mudltiplas da retina na area tapetal e nao tapetal. Note ainda, a
regido opaca sobre o DO (seta preta), que progrediu para area com hiperrefletida na regido dorsal
DO. C - Olho esquerdo do cdo 2.27 aos trés meses de idade. Note area extensa de lesbes de
displasia de retina geografica, dorsais ao DO, apresentando algumas regides hiperrefletidas e areas
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hipo refletidas ao centro da regido hiperrefletida (cabeca de seta branca). D - Olho direito do c&o 3.7
aos sete meses de idade. Observe a forma multifocal da displasia de retina, envolvendo areas da
retina entre os vasos retinianos em sua regido dorsal. E - Olho direto do cdo 3.2 aos quatro meses de
idade. Note lesdes da displasia de retina geografica (cabeca de seta branca) e descolamento parcial
de retina dorsal ao DO. F - Olho esquerdo do cdo 3.8 aos sete meses de idade. Observe lesdes
geogréficas da displasia de retina (cabega de seta branca) com regido hiperrefletida , descolamento
parcial de retina (seta preta) dorsalmente ao DO, e ainda note as dobras na retina localizadas na
regiao tapetal.

Em uma cadela afetada (2.28), que ao exame oftalmoscopico n&o apresentou
lesbes caracteristicas de displasia de retina, foi observado apenas uma opacidade
sutil nos vasos retinianos superiores e uma anormalidade na morfologia do disco
optico em ambos os olhos (Figura 3A), caracteristica esta, também observada em
outros animais afetados da colénia (Figura 3B-F) (Tabela 1). A medida que os
animais foram envelhecendo, o formato dos DOs foram se tornando cada vez mais
anormal (Figura 3C e D). O exame histoldgico dos animais afetados descartou
presenca de coloboma de DO e confirmou que estes animais eram afetados, pois
apresentavam diferentes graus de descolamento de retina verdadeiro, com presenca
de hipertrofia do epitélio pigmentar da retina (EPR) adjacente ao DO. Portanto, o
animal 2.28 nao foi considerado afetado apenas com a avaliagdo das imagens
fundoscopicas, mais sim apds analizar os achados histopatolégicos dos seus bulbos

oculares.



44

Figura 3 — Imagens fotograficas do fundo de olho de diferentes caes, evidenciando exemplos da
forma anormal da mielina, envolvendo a cabecga do disco 6ptico. Imagens obtidas de cadelas Pit Bull
Terriers. A — Olho direito da cadela 2.28, B - Olho direito da cadela 2.26, C — Olho esquerdo da cadela
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3.07 e D - Olho direto da cadela 2.13 sendo que ambas sdo cadelas Sem Raca Definida (SRD)
oriundos de uma cruza de um cdo SRD com uma cadela Pit Bull Terrier. As cadelas 2.28, 2.26, 3.07
apresentavam sete meses de idade e a cadela de 2.13 trés anos de idade no momento da captacéo
da imagem. E e F- Fotos do fundo do olho direito da cadela 2.27 aos 45 dias de vida (E) e aos 2
anos de idade (F). Note a forma geografica da DR nas diferentes idades deste animal demostrando a
evolugao das lesdes, onde é possivel observar diminuicdo de mielina na cabeca do disco 6ptico.

3.4.1.3 Ultrassonografia ocular

O exame de ultrassonografia ocular revelou a presenga de alteragdes
retinianas, tais como areas hiperecdicas com aparéncia de “asa de gaivota”, nos

caes com a forma grave da doenga (animais 3.2, 3.3, 3.17, 3.18, 3.19 e 3.20).

3.4.1.4 Tomografia de Coeréncia Optica

Ambos os cades (3.3, 3.7) que foram submetidos ao exame de TCO-DE
mostraram em suas imagens varias lesdées rodeada por estruturas normais da retina.
A seccao transversal de alta resolucdo da retina do animal 3.7 mostrou DR multifocal
com presenca de dobras envolvendo os segmentos internos (Sl) e os segmentos
externos (SE) da camada de fotorreceptores (Figura 4A).

Nas areas afetadas, nao foi possivel distinguir os SI/SE dos fotorreceptores, a
camada nuclear externa (CNE), a camada plexiforme externa (CPE), a camada
nuclear interna (CNI) e a camada plexiforme interna (CPI), pois se encontravam
desorganizadas. Adicionalmente a CNE e a CNI apresentavam-se mais fina nas
areas acometidas com as dobras de retina. Algumas areas hipoecdicas foram
visiveis entre os SE dos fotorreceptores e a EPR/coroide (CO), sugerindo
descolamento de retina associado as dobras daquela regido retiniana (Figura 4A, C
e E).

As imagens de TCO-DE da retina do animal 3.3, que apresentava a forma
geografica da DR, também mostrou presencga de dobras retinianas, porem em maior
quantidade (Figura 4C, D e E). Como previamente descrito as CNE, CPE, CNI e
CPI, nas areas com dobras, apresentavam-se desorganizadas e na maioria dos
casos afinadas. N&o obstante, algumas lesdes circulares com o centro hipoecdico,
caracterizadas histopatologicamente como rosetas, foram observadas (Figura 4E). O
revestimento interior das lesdes parece ser proveniente dos Sl e SE da camada dos
fotorreceptores rodeadas pela CNE desorganizada. Como consequéncias destas
lesbes, os restantes das camadas de retina, nas localizagbes acometidas,
apresentaram-se desorganizadas e afinadas (Figuras 4C). Adicionalmente, em
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algumas imagens de TCO-DE do animal 3.3, foi observada desorganizagéo
estrutural completa da retina, sendo impossivel identificar as camadas da retina em
varias destas areas, principalmente ao redor no nervo optico (Figura4 C, D e E).

Foi observada ainda no animal 3.7 intensa reducédo do padrdo de mielina na
cabega do DO circundada por segmentos normais da retina (Figura 4B). Em contra
partida, o cao 3.3 apresentou intensa desorganizagao do tecido da retina ao redor no
nervo Optico (ON), acompanhada de dobras e rosetas. Foi observado ainda,
elevacgao da cabecga do NO, sugerindo a alteracdo do padrdo normal de mielinizag&o
(Figura 4D).
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Figura 4 — Imagens coloridas do fundo do olho agrupadas com imagens da retina obtidas pelo exame
de tomografia de coeréncia 6ptica de dominio espectral (TCO-DE). Observe os diferentes tipos de
lesbes de displasia de retina (DR) e as anormalidades na forma da cabega do disco 6ptico em dois
caes da raga Pit Bull Terrier afetados pela DR. A e B - Olho esquerdo da cadela 3.07 aos seis meses
de idade acometida com a forma multifocal da DR na regido tapetal da retina. A - Duas dobras
envolveram o segmento interno (SI) e o segmento externo (SE) da camada dos fotorreceptores,
sendo estes indiferenciaveis (setas brancas). A camada nuclear externa (CNE), a camada plexiforme
externa (CPE), a camada nuclear interna (CNI) e a camada plexiforme interna (CPIl) estavam
desorganizadas (setas brancas). Uma pequena area hiporreflexiva foi visivel entre os SE e o epitélio
pigmentar da retina (EPR) — coroide (CO) (cabegas de setas pretas). B — Note a intensa redugéo do
padrao de mielina na cabega do DO (seta vermelha), circundada por segmentos normais da retina. C,
D e E - Céo 3.03 aos seis meses de idade apresentando lesdes da forma geografica da DR. Observe
nas imagens de TCO-DE a grande quantidade de dobras na retina, em forma tubular, iniciando na
camada SI/SE dos fotorreceptores (setas brancas), onde as CNE, CPE, CNI e CPI estavam
desorganizadas e frequentemente finas nas areas sob as dobras. Note ainda, estruturas hiperecodicas
circulares ou amorfas, em sua maioria ndo estando em contato com as camadas SI/SE dos
fotorreceptores caracterizando as rosetas (setas azuis). C — Observe a intensa desorganizagao das
camadas da retina, impossibilitando a identificagdo das camadas e abaixo desta regido & possivel
observar area hiporreflexiva visivel entre os SE e o epitélio pigmentar da retina (EPR) — coroide (CO),
sugerindo descolamento de retina nesta regido. D — Note a desorganizagdo do tecido da retina ao
redor no nervo 6ptico (NO) com elevagéo da cabecga do nervo 6ptico sugerindo a alteragdo do padréao
normal de mielinizacdo. E — Imagem evidenciando rosetas hiperecéicas circulares ou amorfas, com
excesso de tecido retiniano, e algumas em formato circular com centro hipoecdico. Nestes casos é
impossivel identificar as camadas da retina nas regides acometidas pelas lesbes geograficas da DR
(seta azul). C e D - Olho esquerdo do céo 3.03 e E — Olho direito do mesmo animal.

3.4.1.5 Outras anormalidades

Outras anormalidades oculares também foram observadas nos animais
afetados da col6nia estudada, sendo elas cataratas em ambos os olhos com
presenca de uveites facogénicas (animais 1.3, 2.13, 3.2, 3.3, 2.14) e glaucoma
secundario (animal 1.3).

3.4.1.6 Histopatologia
A avaliagao histologica indicou que dos 14 animais examinados em diferentes

idades, 10 eram afetados e quatro ndo eram afetados. As principais lesdes
observadas foram dobras na retina, rosetas e/ou descolamento parcial ou total com
areas de hipertrofia da EPR. As lesbes histopatologicas de cada animal estédo
listadas na Tabela 2. Dos oito animais de um dia de vida (cdes 2.16 a 2.23), quatro
eram afetados e quatro eram normais (Figura 1). Ao exame macroscoépico de cada
bulbo ocular dos animais afetados de um dia de vida, foram observadas projegcdes
da retina em direcdo ao corpo vitreo ao nivel do DO (Figura 5A). Enquanto os
animais n&o afetados apresentavam retina primitiva demonstrando o
desenvolvimento normal. Os filhotes afetados (2.18, 2.19, 2.20 e 2.21) apresentaram

como primeira anormalidade detectada, areas de dobras para o interior da camada
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de neuroblastica com descontinuidade da membrana limitante externa (MLE) e

descolamento de retina parcial formando tubos incompletos. Em alguns casos areas

desprovidas com hipertrofias da camada do EPR subjacente as dobras de retina e a

desorganizagdo das ceélulas da camada neuroblastica externa também foi

observada. Um animal (2.19) apresentou proeminéncia da camada de fibras

nervosas (Figura 5G) proximo ao DO. Dois filhotes de um dia de vida (2.18 e 2.19)

apresentaram rosetas e vitreo secundario.

Tabela 2 — Achados histoldgicos oculares dos olhos de Pit Bulls Terriers decorrentes de uma mesma
colénia de cées, afetados e nado afetados pela DR, que foram diagnosticados pelo exame
histopatolégico apds seu 6bito e da enucleagéo de seus olhos.

ANIMAL SEXO

IDADE AO
1D EXAME

ACHADOS HISTOLOGICOS

oD

OE

1,3 F

2,9 M

2,19 M
2,20 F

2,21 F

2,28 F

2,29 F

84 m

24 m

21d

1d

1d

1d

1d

18 m

21d

Descolamento de retina total, hipertrofia do
epitélio  pigmentar da retina (EPR)
atrofia/displasia e hielinizagdo vascular
(esclerose), gliose na retina, estruturas
semelhantes a rosetas, “estagio final da
degeneracdo de retina”, catarata, hemorragia
intraocular (susp.), degeneragdo de Vvitreo,
membrana fibrovascular pré-iridiana (MFPI),
inflamacgéo linfoplasmocitica na iris com
presenga de entropion uveae.

Descolamento de retina artefatual (secgbes
com muitos artefatos o que comprometem
uma avaliagdo mais critica e precisa)

Muitas dobras e rosetas, descolamento de
retina, hipertrofia do epitélio pigmentar da
retina (EPR), atrofia da retina periférica

Displasia de retina com multiplas rosetas e
descontinuidade da membrana limitante
externa (MLE)

Sem anormalidades; retina primitiva

Dobras e descontinuidade da MLE.
Rosetas, descolamento de retina verdadeiro.

Descolamento de retina multifocal com raros
tombstoning no EPR e desorganizagdo
nuclear individual dos fotorreceptores, cistos
retinianos periféricos, atrofia da camada
plexiforme externa (CPE), anormalidade
nuclear nas camadas celulares proximas ao
NO

Sem anormalidades;

Nao foi examinado

Descolamento de retina artefatual (secg¢des
com muitos artefatos o que compro metem
uma avaliagdo mais critica e precisa)
Ocasionais areas de
desorganizagao/dobras/ displasia
primariamente nas camadas externas da
retina.

Displasia de retina com multiplas rosetas e
descontinuidade da MLE

Rosetas/ dobras na retina, descontinuidade
da MLE, tunica vascular lentis.

Hipertrofia da EPR, rosetas, dobras,
descontinuidade da MLE, hiperplasia da
membrana de fibras nervosas da retina ao
redor da camada de fotorreceptores,
alteracao da morfologia do nervo 6ptico.

Rosetas, descolamento de retina, hipertrofia
da EPR, e descolamento de retina
artefatual.

Descolamento de retina com hipertrofia do
EPR, perda da EPR, apesar de que ocorreu
aderéncia da retina externa atrofiada na
coroide, com hielinizagéo vascular coroidal
focal (talvez pela hipertenséo), atrofia da
CPE, anormalidade nas células
ganglionares préximas ao NO

Displasia de retina, com multiplas rosetas,
descolamento foca da retina com hipertrofia
da EPR na regido afetada, "read-dead"
(necrose) das células ganglionares e hifema
(possivelmente associado ao trauma).

*nao foi avaliado.
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Um animal de quatro meses de idade (2.10) e outro de 21 dias de vida (2.29)
foram acometidos com a forma geografica da DR, observando-se, em ambos,
extensas areas de desorganizacgdo retiniana, dobras e rosetas (Figuras 5H e 5SE,
respectivamente). Outro filhote de 21 dias de vida (2.11) também manifestou a forma
multifocal da displasia de retina (Figura 5F). Todos os trés animais apresentaram
completa diferenciacdo das camadas da retina, porém com presencga de dobras da
retina caracterizada como invaginagdes focais da camada de fotorreceptores, MLE e
CNE formando tubos incompletos (Figuras 5B e 5D). Nos cédes 2.29 e 2.10 estas
alteracbes estavam acompanhadas do afinamento da CNI e abaixo das dobras por
descolamento de retina verdadeiro caracterizada pela presenca de hipertrofia do
EPR. Adicionalmente, foram observados tubos completamente fechados
caracterizados como rosetas, com o lumen revestido pela MLE e rodeada pela CNE
(Figura 5C, 5D, 5E e 5H).

Trés animais adultos (2.28, 2.9 e 1.3) também apresentaram descolamento de
retina verdadeiro. O cdo de um ano de idade (2.28) teve descolamento de retina
multifocal, incluindo na regido ao redor do DO, atrofia da CPE, anormalidades das
células ganglionares ao redor do DO e uma pequena quantidade de cistos na
periferia da retina. O cao de dois anos de idade (2.9) tinha atrofia na regiao periférica
da retina com presenca de dobras e descolamento de retina verdadeiro. No bulbo
ocular, enucleado, da cadela de sete anos de idade (1.3), o animal mais velho e a
probanda da colénia estudada, observou-se descolamento total da retina em forma
de “asa de gaivota”. A retina deste animal se apresentava completamente atrofiada,
caracterizando o estagio final da degeneragdo com esclerose do segmento vascular
e foram observadas ainda, estruturas semelhantes a rosetas proximo ao disco
optico. Adicionalmente, este cdo tinha formacdo de drusas, catarata madura,
entropion uveae, e uma pequena quantidade de linfocitos e infiltrados de células

plasmaticas na iris.
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Figura 5 — Imagens A,B,C,D e H sdo de uma cadela Pit Bull Terrier (2.10) de quatro meses de idade,
acometida com a forma geogréfica da displasia de retina (DR). A. Aspecto macroscépico do bulbo
ocular seccionado ao longo do seu eixo axial. Na regido do nervo 6ptico a retina apresenta uma
projecdo em direcdo a camara vitrea. B. Fotomicrografia da retina apresentando invaginagéo focal
dos SE/SI dos fotorreceptores e descolamento verdadeiro com hipertrofia do epitélio pigmentar da
retina (EPR), formando um tubo incompleto, caracterizando as dobras. Coloragdo Tricrobmico de
Gomori. C. Fotomicrografia da retina mostrando tubos completamente fechados (rosetas) (seta preta).
O lumen é delimitado pela membrana limitante externa (MLE) rodeada pela camada nuclear externa
(CNE) desorganizada e pela degeneracdo dos fotorreceptores. Tricrdbmico de Gomori. D.
Fotomicrografia da retina contento dobra retiniana larga com presenca de rosetas multiplas (seta
preta) acompanhadas pelo descolamento de retina verdadeiro. Note a desorganizagdo da camada de
células ganglionares e nas camadas nucleares. As camadas plexiformes por sua vez sao
indistinguiveis. Tricromico de Gomori. E. Fotomicrografia da retina da cadela Pit Bull Terrier (2.28), de
23 dias de vida, afetada com a forma geografica da DR. Observe a presenga de rosetas multiplas
com uma importante desorganizagdo das camadas retinianas. Hematoxilina e Eosina de Harris. F.
Fotomicrografia da retina de um céo Pit Bull Terrier (2.9), de 23 dias de vida. Note a grande
quantidade de rosetas pequenas e uma roseta grande, acompanhadas de intensa desorganizagéo
das camadas externas na retina e descolamento de retina verdadeiro. Hematoxilina e Eosina de
Harris. G. Fotomicrografia do segmento posterior do bulbo ocular de um céo Pit Bull Terrier (2.19) de
um dia de vida. Note a retina primitiva com presenga de proeminéncia da camada de fibras nervosas
ao nivel do nervo 6ptico (cabega de seta preta), provavelmente representando a retina sensorial. O
NO aparentemente encontrava-se levemente escavado, provavelmente em decorréncia da redugao
da quantidade de mielina. Hematoxilina e Eosina de Harris. H. Fotomicrografia do seguimento
posterior do bulbo ocular (cdo 2.10), evidenciando a presenca de algumas dobras, bem como de
rosetas de diferentes tamanhos, levando a desorganizacdo das camadas da retina ao redor do NO.
Tricrémico de Gomori.

3.4.2 Exames né&o oculares

De acordo com as alturas mensuradas dos 23 animais adultos (1.3, 2.8, 2.9,
212, 213, 214, 2.15, 2.24-2.28, 3.1-3.11), comparando animais afetados com os
nao afetados a média * desvio padrao das alturas dos caes Pit Bull Terriers afetados
foi 0,47 £ 0,038 m comparando e os caes nao afetados foi de 0,54 + 0,024 m.
Comparando a altura entre eles, os cées afetados foram significativamente mais
baixos que os caes n&o afetados (P = 0,00002).

Dos seis animais submetidos ao exame radiografico da pelve, quadris e
membros toracicos (1.3, 2.13, 2.14, 2.27, 3.2 e 3.3), cindo animais eram acometidos
pela displasia coxo-femural (1.3, 2.13, 2.14, 3.2 e 3.3). Destes, um animal (3.3)
apresentou osteocondrite dissecante (OCD) em ambos os ombros, e outro animal
(3.2), possuia estatura extremamente baixa semelhante a aparéncia de um portador
de nanismo quando comparado com os outros caes da ninhada. Contudo, nenhum
deles apresentou sinais radiograficos completos de nanismo e displasia de
esquelética (ossificacdo central delgada, fises irregulares ou alargadas, displasia
epifiseal e crescimento assincrono). Todavia, ndo podemos afirmar que tanto a OCD
ou a displasia coxo-femoral observadas nos animais deste estudo estdo associadas
ou n&o com o gene mutante responsavel pela DOE.
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3.4.3 Testes laboratoriais

Os dois animais submetidos a genotipagem do RD/OSD, foram negativos
para a presenga da mutagédo nos genes do colageno 9A2 e 9A3, demosntrando que
ambos os caes apresetavam alelos normais para ambos os /ocis (drd1 e drd2).

Os trés animais que foram testados para o herpesvirus canino tipo 1 também
foram negativos para este patégeno.

3.5 DISCUSSAO

A displasia de retina (DR) vem sendo descrita em varias racas de caes
(ASHTON et al., 1968; RUBIN, 1968; GELATT; VEITH, 1970; SCHIAVO; FIELD,
1974; MACMILLAN; LIPTON, 1978; STADES, 1978; BEDFORD, 1982; MEYERS ET
AL., 1983; PEIFFER; FISCHER, 1983; TOOLE et al., 1983; LARATTA et al., 1985;
HOLLE et al., 1999; GRAHN et al., 2004). Contudo, este € o primeiro relato
investigativo caracterizando esta doenga na raca Pit Bull Terriers. Foi descartada a
possibilidade de que os animais deste estudo adquiriram a DR, como resultado de
alteragdes infecciosas durante o desenvolvimento e diferenciagdo da retina. Isto
porque, os animais testados para o herpesvirus canino foram negativos para este
agente, sendo um dos animais a cadela probanda deste estudo. Igualmente nao foi
observada nenhuma lesédo histopatolégica nos animais afetados que sugira lesdes
em decorréncia do herpesvirus canino (SHIVELY et al,. 1970; ALBERT et al., 1977).

A analise do heredrograma nos sugeriu que o modo de herdabilidade da DR
em Pit Bull Terriers € uma condi¢cdo autossémica dominante. Pois, nesta col6nia
apos cruzamentos, ambos os sexos foram igualmente afetados pela DR. Portanto,
acreditamos que n&o seja ligada ao sexo. Adicionalmente o cruzamento de um
macho afetado com duas fémeas normais sem parentesco, resultou em caes
afetados nesta prole, sustentando o modo de heranga proposto. O cruzamento de
dois caes afetados resultou tanto em cades normais como afetados pela DR,
confirmando a ocorréncia de um modo de heranga dominante totalmente penetrante.
Como ja citado anteriormente, as formas mais comuns de herdabilidade da DR
descrita nas diferentes ragas € o modo autossémico recessivo (Rubin, 1968; Barnet,
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1970; GELATT; VEITH, 1970; MACMILLAN; LIPTON, 1978; SCHMIDT et al., 1979;
BERGSJJ et al.,, 1984; LONG, 1999; GRAHN et al.,, 2004; ; GELATT, 2007;
GOLDSTEIN et al,, 2010), e o modo dominante com penetrancia incompleta
(CARRIG et al. 1988; NELSON; MACMILLAN,1983).

A displasia de retina em Retrievers do Labrador e Samoiedas, véem sendo
descritas como displasia oculo-esquelética, a qual € herdada pelo modo dominante
com penetrancia incompleta. Nesta doenga os animais heterozigotos podem parecer
clinicamente saudaveis apresentando lesdes oculares leves (lesbes multifocais da
DR), podendo n&o apresentar alteragbes esqueléticas e os animais homozigotos
para o alelo mutante apresentam lesdes oculares graves (displasia vitreoretiniana
completa) acompanhadas de nanismo com displasia esquelética (CARRIG et al.,
1988).

A DR pode ter diferentes classificagdes clinicas e ser dividida de acordo com
o padrao de distribuicdo e gravidade das lesbdes. Seguindo este raciocinio a maioria
dos Pit Bull Terriers da nossa col6nia apresentaram lesdes multifocais, geograficas e
descolamento total da retina, como previamente descrito pela literatura (BARNETT
et al., 1969; MACMILLAN; LIPTON, 1978; LAVACH et al., 1978; BEDFORD, 1982;
NELSON; MAC MILLAN,1983; BERGSJd et al., 1984; CRISPIN et al., 1999; HOLLE
et al., 1999; LONG, 1999; GRAHN et al., 2004). Contudo, a forma focal da doenca
nao foi diagnosticada nesta coldnia. Além disso, dois caes apresentaram a forma
multifocal da DR associada a uma extensa lesdo geografica, que se estendia
dorsalmente ao disco optico (DO), acompanhada de defict visual grave. Este padréo
de lesao, até o presente momento, ndo foi observado nas outras ragas previamente
descritas com esta doenca. Entretanto, exceto nos casos de DR generalizada em
Schnauzers Miniaturas, as lesdes de DR foram interpretadas como extensas areas
de descolamento de retina ou, provavelmente areas de nao aderéncia da retina
(GRAHN et al., 2004).

Tipicamente, as lesbes da DR, especialmente o padrao geografico, foram
previamente consideradas ndo visiveis em caes antes das 10 semanas de idade
(HOLLE et al., 1999). No entanto, na colénia de cédes deste estudo, a primeira
visualizacdo das lesbes ao exame de fundoscopia, ocorreu em torno dos primeiros
30 dias de idade, sendo visualizadas dobras de coloracdo cinza clara e
opacificagbes ao redor do DO. Contudo, ndo foi possivel captar imagens
previamente aos 30 dias de vida, pois, todos os filhotes apresentavam uma
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opacificacdo difusa da cornea e da lente. O que é de certa forma, esperado pois,
como previamente descrito em investigagdes em filhotes de Retrievers do Labrador,
(BARNETT, 1969; MONTIANI-FERREIRA et al., 2003), Dobermann Pinschers e
Beagles, que demonstra que a opacidade corneana pos natal reduz apos os 30 dias
de vida (MONTIANI-FERREIRA et al., 2003). Normalmente verifica-se a reduc¢ao da
opacidade corneana até aproximadamente 42 dias apdés a abertura palpebral
(MONTIANI-FERREIRA et al.,, 2003), provavelmente ¢é decorrente do
amadurecimento fisiologico do endotélio corneano (MONTIANI-FERREIRA et al.,
2003). Segundo Holle et al. (1999) o exame oftalmico inicial entre 5 a 9 semanas de
idade possibilita determinar a presenca das dobras e a gravidade das mesmas,
contudo, afirmou n&o ser possivel classificar o padrdo da DR. Em contrapartida, um
estudo histopatolégico avaliando os olhos de fetos de caes da raga Spring Spaniel
Inglés aos 50 a 55 dias de gestagao e de neonatos de 1 a 7 dias de vida, os autores
observaram nas analises histologicas a presenga de dobras, rosetas e descolamento
de retina verdadeiro (WHITELEY, 1991).

As lesbes observadas na maioria dos animais afetados da nossa colonia
estavam localizadas dorsalmente ao DO e ao redor dos vasos, a similitude do
observado nas diferentes formas de DR (MACMILLAN, 1980; NELSON; MAC
MILLAN, 1983; HOLLE et al., 1999; GRAHN et al., 2004;). Porém, em alguns dos
nossos animais, muitas destas dobras foram encontradas na retina ndo tapetal (no
fundo pigmentado), fato este pouco observado nos relatos prévios de DR (HOLLE et
al., 1999; MCLELLAN, 2002). Alguns animais apresentaram lesdes bilaterais
assimétricas de DR, corroborando com a literatura (MACMILLAN, 1980; NELSON;
MAC MILLAN, 1983; HOLLE et al., 1999). Em trés caes foram observados diferentes
padroes das lesbes de DR em cada olho. Em um olho foi visualizado a forma
geografica e no olho contralateral o descolamento total da retina, como previamente
relatado na raga Spring Spaniel Inglés (GRAHN et al., 2004). Nos nossos cdes da
raca Pit Bull Terriers afetados com a forma geografica foi possivel observar
diferentes apresentacdes da displasia, dentre elas a forma em H,Y e linear, a forma
circular e a de “ferradura”, relatadas em Golden Retriever e Pastor Alemao (CRISPIN
et al., 1999; HOLLE et al., 1999) n&o foram encontrados neste estudo. Ainda n&o foi
determinada a razdo pela qual os caes deste estudo, que possuem a mesma
condigdo genética, apresentaram diferentes apresentagdes clinicas das lesdes de
DR. Nao ha evidéncia clinica que suporte a razado pelo qual, tanto alguns animais
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heterozigotos quanto homozigotos apresentaram lesdes graves da DR, sendo que
outros caes heterozigotos expressaram a forma branda da doencga. Discordando do
dos achados observado nos outros tipos de heranga genética da DR, que afirmam
que o0s animais homozigotos apresentam a forma grave da doenga e os
heterozigotos a forma branda (Schmidt et al., 1979).

Uma caracteristica curiosa observada em muitos dos cées afetados foi o
formato do disco 6ptico, que na medida em que os caes foram crescendo os seus
DO se tornaram cada vez mais anormais. Ao exame clinico de fundoscopia, nesses
animais houve redugédo visivel de mielina proximo a sua regido central, resultando
em uma forma semelhante a ampulheta. Sugerindo macroscopicamente a perda de
mielina no DO ou presenga de algum certo grau de coloboma. Os caes da raga
Cocker Spaniel Americano que apresentaram displasia de retina multifocal,
apresentaram histologicamente escavacédo do DO e as camadas ectdpicas da retina
se estenderam para o nervo optico. Contudo, anormalidades macroscépicas no
formato do DO n&o foram relatadas nesta ragca (MACMILLAN; LIPTON, 1978). O
coloboma na regido do NO é uma anomalia hereditaria que pode estar
acompanhando a displasia de retina e outras anormalidades congénitas (GELATT;
VEITH, 1970; GELATT; MCGILL, 1973; TOOLE et al., 1983; GELATT, 2007).
Entretanto, até o presente momento, ndo foi diagnosticado nenhum caso desta
alteracdo nos nossos cées submetidos ao exame histopatoldgico.

A ultrassonografia ocular (US) possibilitou diagnosticar as grandes
proeminéncias hiperecoicas e acompanhar sua evolugcdo para alteracbes com
aparéncia de “asa de gaivota,” o que foi observado no primeiro més de idade de
alguns dos caes afetados pela DR. O primeiro caso de descolamento de retina dos
cées desse estudo, com a tipica aparéncia de “asa de gaivota”, foi observado em um
filhote com 21 dias de idade. Conforme relado em cées Springer Spaniels Inglés, o
descolamento de retina ocorre durante os primeiros seis meses de vida, resultado do
crescimento e diferenciag&o da retina (TOOLE et al., 1983).

A Tomografia de Coérencia Optica de Dominio Espectral (TCO-DE) é uma
técnica n&o invasiva, de ndo contato, de alta resolugdo e analoga a ultrassonografia
de modo-B, que permite estudar as alteragdes estruturais da retina e da cabega do
nervo optico (MCLELLAN; RASMUSSEN, 2012; ROSOLEN et al., 2012; MCKIBBIN
et al., 2013). Estudos utilizando esta técnica para caracterizar a anatomia normal dos
segmentos anterior e posterior do bulbo ocular, tém sido realizados em diferentes
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espécies (HUANG et al., 1998; GEKELER et al., 2007;MCLELLAN; RASMUSSEN,
2012; ROSOLEN et al., 2012; MCKIBBIN et al., 2013). Este € o primeiro relato de
caes afetados pela displasia de retina que foram submetidos ao exame de TCO-DE.
Utilizando esta técnica, foi possivel visualizar e avaliar as camadas saudaveis da
retina e acometidas pela DR, podendo avaliar as dobras e as rosetas na retina. Nos
observamos que o segmento interno (Sl) e o segmento externo (SE) da camada de
fotorreceptores, ndo foram distinguiveis. A camada nuclear externa (CNE), a camada
plexiforme externa (CPE), a camada nuclear interna (CNI) e a camada plexiforme
interna (CPIl), encontravam-se afinadas. Como previamente relatado, baseado no
exame histologico ocular, as dobras e rosetas na retina podem levar a degeneragéo
e atrofia destas camadas (TOOLE et al. 1983). Uma pequena area hiperecdica foi
visivel entre o SE e o epitélio pigmentar da retina (EPR), logo abaixo da dobra,
provavelmente resultante da progressdo da dobra para o descolamento focal
acompanhado da hipertrofia do EPR. (TOOLE et al. 1983; WHITELEY 1991) Na
forma geografica da DR ndo foi impossivel identificar as camadas da retina, em
decorréncia da desorganizagédo das estruturas deste tecido. Nesta forma, nas areas
afetadas, a retina se encontrava afinada, com presenca de muitas dobras e rosetas,
caracterizadas, muitas vezes, por lesdes circulares com o centro hipoecdico. Estas
lesbes circulares (rosetas) geralmente sado compostas por um espago circular
revestido por células fotorreceptoras e delimitado pela membrana limitante externa
(TOOLE et al.,, 1983). A forma multifocal, por sua vez, possuiu algumas dobras
retinianas circundada por extensas areas composta pela estrutura normal da retina.
Com esta técnica diagndstica, também foi possivel observar dois tipos diferentes de
NO. Onde, na forma geografica da DR, o NO aparentemente apresentou excesso de
mielina. E em contrapartida, na displasia multifocal, pareceu ter ocorrido reducéo da
mielinizacdo do NO, com presenca de escavagao do DO, como foi observado em
prévios relatos em outras racas de cées acometidas pela DR (MACMILLAN;
LIPTON, 1978).

A avaliagédo histolégica dos animais de um dia de vida (4 animais) deste
estudo revelou presengca de anormalidades como dobras e rosetas na camada
neuroblastica com descontinuidade da membrana limitante externa (MLE), o mesmo
foi observado nos cées da ragca Springer Spaniel Inglés. Nestes cades os autores
afirmaram que a MLE apresentou uma forma irregular e era composta por zonas

aderentes que apresentavam regides com aposigdes focais da membrana. Nestas
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jungdes locais os GAPs ou jungdes comunicantes n&o s&o visiveis nos caes adultos
(WHITELEY; YOUNG 1986; WHITELEY, 1991). Adicionalmente, foram observados
GAPs com hipertrofia do EPR subjacente e desorganizagé&o das células da camada
neuroblastica externa. Alteragdes similares foram previamente relatas, com
separacao da retina sensorial do EPR, o qual nem sempre se apresentava apenas
hipertrofiado, mas em alguns casos também hiperplasico (TOOLE et al., 1983;
WHITELEY, 1991). A desorganizagéo, a proliferacdo da camada neuroblastica e a
perda das jungdées formando a MLE sem anormalidades no EPR, sugere uma
anormalidade intrinseca na diferenciacdo da retina. Isto pode estar associada a
alteracbes na adesdo das células na regido neuroblastica externa (WHITELEY,
1991). Em um dos nossos casos, proximo a cabega do DO uma proeminente
proliferacdo da camada de fibras nervosas foi observada. Este evento pode ser
desde uma simples a uma altamente complexa invaginagdo da retina sensorial,
como foi relatada nos cédes da raga Springer Spaniel Inglés de um dia de vida
(TOOLE et al., 1983). Este processo displasico normalmente é mais proeminente
dorsalmente a regi&o tapetal e envolve apenas a retina sensorial (WHITELEY, 1991)
como foi observado na Figura 5G deste estudo. Foi notado ainda, vitreo secundario
em dois animais de 24 horas de vida. Apesar da possibilidade desta estrutura ser um
achado normal nos filhotes de até 10 dias de idade, esta estrutura pode predispor
com a formagdo da DR (MANN, 1935; PEIFFER; FISCHER, 1983). A presenca da
adesao do vitreo primario e do vitreo secundario, que normalmente esta ausente,
também pode auxiliar na formacao da DR. Secundariamente ao envolvimento destas
duas estruturas na formagao da DR, a retina se torna desorganizada, e a camada
interna pode descolar da cupula optica (MANN, 1935; DUBIELZIG et al., 2010).

As lesdes observadas nos cades jovens consistiam em extensas areas de
desorganizagcao da retina, dobras e rosetas. Algumas vezes estas alteragdes
apareceram como complexos que sao compostos por uma, duas ou mais camadas
de dobras e rosetas. As rosetas s&o resultados do exagero de desenvolvimento da
retina em seu processo normal de diferenciagdo, com presenca de crescimento
exacerbado das células da camada interna da cupula optica (LAHAV et al., 1973).
Lahav et al. (1973) classificaram essa distribuicdo das rosetas de acordo com o
numero de camadas diferenciadas da retina envolvidas em sua dobragem anormal.
As rosetas de trés camadas s&o sugestivas que a retina madura, que sofreu
descolamento se sobrepds e formou varias dobras. As rosetas de duas camadas
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consistem rosetas cujo interior do seu lumen contem células neurais indiferenciadas
rodeadas por células fotorreceptoras e uma camada periférica de células do tipo
bipolar (LAVACH et al., 1978) provenientes da CNE (LAHAV et al., 1973). As rosetas
de uma camada sao compostas apenas por células neurais moderadamente bem
diferenciadas e a MLE que circunda o lumen (LAVACH et al., 1978) , que advém da
CNE (LAHAV et al., 1973) ). Além disso, estas rosetas de uma camada podem ser
acompanhadas por um descolamento verdadeiro de retina com presenca de
hipertrofia do EPR, o que poderia representar a resposta normal ao descolamento
da retina sensorial (MACHEMER; LAQUA 1975; TOOLE et al., 1983).

O cdo de um ano de idade n&o apresentou nenhum sinal de displasia a
oftalmoscopia indireta em vida, apenas foi observada uma forma anormal do disco
optico. Contudo, ao exame histopatoléogico algumas areas apresentaram
descolamento de retina parcial, com presenca de cistos na retina periférica, atrofia
da CPE e anormalidade nas células ganglionares proximas ao nervo optico. A atrofia
de retina € rara em cées jovens e pode estar associada a displasia de retina prévia
com uma ou diversas rosetas (TOOLE et al.,, 1983). Este animal pode ter
apresentado uma dobra de retina quando o mesmo era jovem, porém quando
comegou a envelhecer a retina pode ter esticado e como consequéncia a dobra
desapareceu. Este fendmeno pode ocorrer por volta dos seis meses de idade do cao
(MCLELLAN, 2002; GELATT, 2007; DUBIELZIG et al., 2010).

As lesdes oculares crénicas que foram observadas no animal mais velho da
colonia (sete anos de idade) foram caracterizadas pelo descolamento total da retina
e pelo estagio final da degeneragcdo da retina, com a presenga de algumas
estruturas semelhantes a rosetas proximas ao DO. Apesar da maioria das rosetas
serem provavelmente apenas dobras da retina que foram seccionadas
transversalmente e poderem também ser observadas em lesbes degenerativas,
(LAHAV et al., 1973) neste cao, as lesbes se encontravam proximas ao DO, onde
normalmente as lesdes displasicas sao predominantemente encontradas nos caes
afetados pela DR. Adicionalmente, os cées apresentaram lesdes geograficas da DR,
previamente observadas ao exame de fundoscopia, que progrediram para o
descolamento total de retina.

Outra anormalidade diagnosticada na colonia de caes afetados pela DR foi
na altura media dos animais, que foi significativamente menor nos animais afetados,

quando comparado com os cdes nao afetados. A sindrome da displasia oculo-
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esquelética (DOE) €& caracterizada por anormalidade oculares e esqueléticas
acompanhada pelo nanismo. A DOE tem sido relatada nos Retrievers dos
Labradores no loci drd1 (nanismo com displasia de retina do tipo 1) (CARRIG et al.,
1977; CARRIG et al., 1988; GIONFRIDDO; NIYO, 1992) e Samoiedas no loci drd2
(nanismo com displasia de retina do tipo 2) (MEYERS et al., 1983). Apesar do fato
de que a maioria dos nossos caes afetados serem baixos, e um (3.2) ter estatura
extremamente baixa semelhante a aparéncia de ando quando comparado com o0s
outros cdes da ninhada, nenhum dos animais apresentou sinais radiograficos
completos proporcionais ou ndo de nanismo e displasia de esquelética (ossificagéo
central delgada, fises irregulares ou alargadas, displasia epifiseal, crescimento
assincrono). Por sua vez, alguns animais desta col6nia apresentaram displasia coxo-
femural e um céao foi diagnosticado com osteocondrite dissecante (OCD) em ambas
articulagdes do ombro, o que pode até estar correlacionado com a displasia de retina
ou ser apenas uma displasia hereditaria ndo relacionada com a DR, sendo assim
resultado de uma mutacdo em um gene diferente da RD (SKAGEN et al., 2011;
PFAHLER; DISTL, 2012). Um estudo encontrou uma mutagao insercional no gene
COL9A3 no cromossomo 24, que cosegregou com o drd1 e uma mutagdo de
delecdo no gene COL9A2 no cromossomo 15, que cosegregou com o drd2
(GOLDSTEIN et al., 2010). Apesar dos animais apresentarem alteragdes oculares
incluindo a catarata, a displasia de retina multifocal e a geografica e o descolamento
total da retina associada com a estatura baixa (MEYERS et al., 1983; CARRIG et al.,
1988), estes caes foram negativos para o teste genético da DOE. Acreditamos que
possa existir uma expressao diferente do gene mutante responsavel pela displasia
de retina nesta colbnia de caes.

Esta € o primeiro relato e caracterizagdo clinica da forma hereditaria
comprovada da displasia de retina em Pit Bull Terriers. A analise do heredrograma
desta colonia mostrou a presencga da forma hereditaria da displasia de retina, sendo
o modo de herdabilidade uma condicdo autossbmica dominante. As lesdes
retinianas apresentaram diferentes graus de dobras e descolamento de retina,
seguindo as apresentagdes classicas das formas multifocal, multifocal/geografica e
geografica, associadas a morfologia anormal do disco Optico, e estatura baixa. Esta
doenga ndo é causada pelas mutagdes genéticas conhecidas da DOE.
Complementarmente, estudos investigando diferentes genes candidatos, como

possivel responsavel por esta doenca, vém sendo desenvolvidos.
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4 CAPITULO 3 - ESTUDO HISTOPATOLOGICO DA DISPLASIA DE RETINA
HEREDITARIA EM CAES DA RAGA PIT BULL TERRIER

Histopathologic study of hereditary retinal dysplasia in Pit Bull Terriers

41 RESUMO

A displasia de retina (DR) é definida como a diferenciagdo anormal da retina em sua
fase embrionaria, sendo, portanto, uma doenga congénita de origem hereditaria ou
adquirida. Histologicamente é caracterizada pela formagdo de dobras, rosetas e
descolamento da retina. A histopatologia da DR ja foi relatada em diversas racas de
caes; contudo, este é o primeiro relato na raga Pit Bull Terrier. Este estudo objetivou
descrever detalhadamente os achados histopatologicos da DR congénita hereditaria
em 11 cdes da raga Pit Bull Terrier de diferentes idades afetados pela DR,
diagnosticados pelo exame histopatoldgico, provenientes do plantel de um unico
criador. Apds enucleagédo dos bulbos oculares, foi injetada solugédo de fixagcdo em
suas camaras vitreas, sendo imersos em solucdo de fixagdo. Posteriormente,
procedeu-se a secgao dos mesmos, sendo encaminhados para processamento
histotécnico de rotina, com inclusdo do material em blocos de parafina, seguido da
realizag&do de cortes histologicos e coloragdes especiais para posterior avaliagdo em
microscopio oOptico. As principais lesbes histoldégicas observadas foram dobras
retinianas com padrao variavel de desorganizacao da arquitetura da retina, rosetas
de uma ou mais camadas, gliose e descolamento de retina. Os caes da raga Pit Bull
Terrier com displasia de retina hereditaria congénita apresentaram lesdes oculares
histolégicas semelhantes aquelas previamente relatadas em outras ragas caninas
afetadas, com variagdes das alteracbées no mesmo cruzamento de caes. A natureza
e a gravidade das alteragdes histolégicas da DR variaram de acordo com a evolugéo
da idade dos animais, evidenciando a importancia da avaliagdo oftalmoldgica
seriada de cdes com suspeita de DR.

Palavras-chave: caes; doenga congénita; dobras na retina; rosetas na retina;
descolamento de retina

41 ABSTRACT

Retinal Dysplasia (RD) is an abnormal differentiation of the retina during
embryonal development. The disease is therefore congenital and can be either
inherited or acquired. Histologically, it is characterized by folds, rosettes, and
detachment of the retina. The histological findings of RD have been reported in
various canine breeds; however, this is the first such report in Pit Bull Terriers. This
study aimed to describe in detail the ocular histopathology of 11 Pit Bull Terriers at
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different ages, affected by RD, diagnosed by the histopathologic exam. All of the
dogs were from the same colony. After the enucleation of the ocular bulbs, was
injected fixation solution in the vitreous camera, and after that eyeballs were
immersed in the fixation solution. Posteriorly, were done the section of the eyeballs,
being forwarded to a routine histotechnical process with inclusion of the material in
paraffin blocks, following by histological cut of the samples and than special
colorations were done for posterior evaluation in the optical microscopy. The main
lesions observed were disorganization of the retinal architecture associated with
retinal folds, rosettes of one or more layers, gliosis, and retinal detachment. The Pit
Bull Terriers affected by congenital inherited RD had histological lesions similar to
those described previously in other breeds affected by this disease, with variable
lesions in the same crossbreed of dogs. The nature and severity of the histological
findings of RD varied with advancing age, indicating the importance of serial
ophthalmological evaluation of dogs suspected of being affected by RD.

Key words: dogs; congenital disease; retina folds; retinal rosettes; retinal detachment

4.2 INTRODUGAO

A displasia de retina (DR) é a diferenciacdo anormal deste tecido com
presenca de proliferagdo celular desorganizada durante o seu desenvolvimento
embrionario (AGUIRRE, 1973; GODEL; NEMET; LAZAR, 1981; WHITELEY, 1991,
NARFSTROM; EKESTEN, 1999; COOK, 1999). Trata-se de uma alteragéo
congénita, podendo ser adquirida ou hereditaria (BARNETT; BJORCK; KOCK, 1970;
ALBERT et al., 1976; SCHWEITZER; BENJAMIN; LEE, 1987; WHITELEY, 1991;
NARFSTROM; EKESTEN, 1999; GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004).
Histologicamente, as caracteristicas da DR variam com o estagio embriolégico na
qual ocorre a alteragdo, com a intensidade, gravidade e localizagdo das lesdes
(LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973). Em geral, DR € caracterizada por uma
combinagao de alteragbes morfologicas como formagéo de dobras e rosetas, gliose
e descolamento parcial ou total da retina (BARNETT; BJORCK; KOCK, 1970;
LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973; OTOOLE et al., 1983, SCHWEITZER;
BENJAMIN; LEE, 1987; NARFSTROM; EKESTEN, 1999). Inicialmente as areas
displasicas se apresentam espessas, podendo progredir para atrofia focal da regido
acometida (MCLELLAN, 2002; GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004). As lesdes
podem ser bilaterais (GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004) ou unilaterais (HOLLE
et al., 1999), sendo clinicamente classificadas como lesGes focais, multifocais,
geograficas ou totais (MACMILLAN; LIPTON, 1978; LAVACH; MURPHY; SEVERIN,
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1978; O'TOOLE et al., 1983; COOK, 1999; NARFSTROM; EKESTEN, 1999;
GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004; HOLLE et al., 1999). DR normalmente
acomete as areas temporais e nasais e comumente as lesdes estdo localizadas
dorsalmente ao disco optico. Contudo, a DR pode ser encontrada tanto na area
tapetal como na nao tapetal, bem como na periferia da retina (LAHAV; ALBERT;
WYAND, 1973; MACMILLAN; 1980; MCLELLAN, 2002; GRAHN; STOREY;
MCMILLAN, 2004).

A descricdo de DR na raga Pit Bull Terrier € inédita. Devido a falta de
informagdes sobre esta doenga na literatura, objetivou-se neste estudo descrever os
achados histopatoldégicos de DR em caes da raga Pit Bull Terrier em diferentes
idades, provenientes de uma mesma colbnia de cades. As caracteristicas de
hereditariedade, fendtipo e gendtipo da DR nesta raga foram abordadas no Capitulo
2 desta tese.

4.3 MATERIAL E METODOS

Foram estudados histologicamente 11 casos de displasia de retina (DR) do
arquivo do Laboratorio de Oftalmologia Comparada da Universidade Federal do
Parana (LABOC-UFPR), Curitiba, PR. Analizaram-se o0s bulbos oculares
provenientes de caes da raca Pit Bull Terrier, pertencentes a diferentes ninhadas de
uma mesma familia, provenientes do mesmo criador residente na cidade de Curitiba,
PR. O material avaliado foi coletado ao longo de seis anos de estudo, totalizando 22
bulbos oculares. Destes, 20 olhos foram obtidos de dez animais apos Obito natural
por diversas causas, nao tendo sido realizada nenhuma eutanasia neste estudo.
Adicionalmente, dois olhos foram obtidos de uma cadela afetada por DR que teve
seus bulbos oculares esquerdo e direito enucleados em decorréncia, a crise de
glaucoma crénico secundario a uveite facogénica e a atrofia do bulbo ocular.

As coletas dos bulbos oculares e o processamento do material histolégico
foram conduzidos segundo as normas da Comissdo de Etica referente ao Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) da UFPR e de acordo as
normas para experimentacdo animal da Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO).
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Os bulbos oculares foram coletados com intervalo de tempo variando entre 2
e 8 horas pos-Obito. Apds coleta, em 16 olhos (animais 2.1-2.4 e 3.1-3.4) injetou-se
0,3 mL de formal a 10% na camera vitrea, ao passo que em seis bulbos oculares
(animais 1.1, 4.1, 4.2) foram injetados com 0,3 mL de solugdo de formol 10%
misturado com glutaraldeido 6%. Em seguida, os bulbos oculares foram imersos nas
solugcdes correspondentes. Apds fixagao, procedeu-se a secgdo dos mesmos, para
entdo serem encaminhados para processamento histotécnico de rotina, com
inclusdo do material em blocos de parafina, realizacdo de cortes histoldgicos e
coloragao para posterior avaliacdo em microscopio 6ptico. As coloracdes utilizadas
foram Hematoxilina e Eosina de Harris, Tricrbmico de Gomori, Tricrébmico de
Masson, Acido Periddico-Schiff (PAS), Alcian Blue e PAS-Alcian Blue (PROPHET et
al., 1992). Adicionalmente, em dois animais também se efetuou coloragcéo
imunoistoquimica para a Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP) (Z0334; Dako
Corporation, Carpinteria, CA, Estados Unidos) com o equipamento automatizado
Leica Bond-MaxTM (KONDO et al., 2012).

44 RESULTADOS

Dos 11 caes afetados por DR incluidos neste estudo, quatro morreram com
24 horas de idade, dois com 21 dias de idade, um com quatro meses, e trés entre
um e trés anos de idade. O animal probando nao foi a 6bito, porém teve seus bulbos
oculares direito e esquerdo enucleados aos sete anos de idade, trés anos apos ter
desenvolvido catarata bilateral e sete meses apods ter sido submetido a facectomia
unilateral direita. As causas das mortes foram gastroenterite hemorragica por
parvoviros canino, cinomose, insuficiéncia renal cronica e trauma. Todos os cées
pertenciam a mesma colonia de cdes, incluindo quatro da mesma ninhada (3.1-3.4).
Cinco animais eram machos e seis eram fémeas (Tabela 1). A colbnia estudada era
afetada por DR, apresentando a forma congénita e hereditaria da doenga, sendo a
mesma condi¢ao e colbnia estudada no Capitulo 2.

Na avaliagdo macroscopica dos bulbos oculares dos animas foram
observadas alteragdes morfolégicas predominantemente no segmento posterior do

olho. Entres estas se destacaram projegdes retinianas internas localizadas préximo
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ao disco optico (animais 2.3, 3.1, 3.2, 3.4) (Figura 1A) e resquicio da artéria hialoide
no olho esquerdo (animais 3.1 a 3.4). Descolamento total de retina em ambos os
bulbos oculares, catarata madura bilateral, aumento do didametro axial do bulbo
ocular esquerdo, aumento de volume da sua camara vitrea e coloragédo alaranjada
sugestiva de hemorragia intraocular, foram observados na cadela probanda de sete
anos (1.1) (Figura 1B). O bulbo ocular direito do mesmo animal (1.1) apresentou, por

sua vez, diminuicdo do diametro axial e de volume da camara vitrea.

Tabela 1 — Tabela correlacionando a geragéo de cada animal demonstrando o grau de parentesco
entre eles, o sexo, a idade no momento da morte, a causa da morte e grau de gravidade das lesdes
retinianas em cées da raca Pit Bull Terrier com Displasia de Retina.

. - Idade da Grau de displasia
Animal Geragdo Sexo morte Causa da morte da reting
Mae,
1.1 probanda F -- -- Grave
2.1 1 M 2 anos Cinomose Grave
2.2 2 M 3 anos Trauma* Moderado
2.3 2 F 4 meses Parvovirose Grave
2.4 2 M 21 dias Trauma*™* Grave
3.1 3 M 24 horas Trauma*™* Grave
3.2 3 M 24 horas Trauma*™* Grave
3.3 3 F 24 horas Trauma*™* Leve
3.4 3 F 24 horas Trauma*™* Grave
4.1 4 F 21 dias Trauma™* Moderado
4.2 4 E 1,5 ano Insuficiéncia renal Leve

cronica

*Trauma por briga com outro animal
** Trauma por mordedura pela mae
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Figura 1- Aspecto macroscoépico de bulbos oculares seccionados ao longo do eixo axial de dois caes
da racga Pit Bull Terrier com displasia de retina. A — Olho esquerdo de um cao com 24 horas de idade
(animal 3.2) apresentando projecdes retinianas internas na base do disco 6ptico (seta). B — Olho
esquerdo de uma cadela de sete anos de idade (animal 1.1) apresentando descolamento total de
retina (aspecto em forma de asa de gaivota), catarata madura, aumento da cAmara vitrea e aumento
do didmetro axial do bulbo ocular (indicativo de buftalmia) e coloragdo alaranjada sugestiva de
hemorragia intraocular.

Microscopicamente, os oito bulbos oculares dos animas com apenas 24 horas
de idade apresentaram lesbes restritas ao segmento posterior, sem evidéncia de
alteragdes significativas nas estruturas do segmento anterior dos bulbos oculares. A
retina encontrava-se na sua forma primitiva (embrionaria), com dobras da camada
neuroblastica externa, desorganizagcdo da porgdo externa da mesma,
descontinuidade da membrana limitante externa (MLE) e descolamento parcial
formando tubos incompletos com hipertrofia do epitélio pigmentar da retina (EPR)
(Figura 2A). Em trés casos (animais 3.1, 3.2, 3.4), as dobras apresentavam-se
associadas a rosetas na camada neuroblastica externa da retina. Estas rosetas se
caracterizavam por uma camada espessa de células neuroblasticas acondicionadas
ao redor de um lumen central (Figura 2B).

As principais formas clinicas de DR observadas foram a multifocal e a
geografica e a maioria das lesbes observadas se encontrava nas regides temporal e
nasal da retina, dorsalmente ao disco Optico. Com excecdo dos quatro neonatos
com 24 horas de idade (animais 3.1 a 3.4), os cdes deste estudo apresentavam
diferenciagdo mais ou menos avangada das camadas da retina. Um cao com quatro
meses (animal 2.3) e dois com 21 dias de idade (animais 2.4 e 4.1) apresentaram

areas com extensa desorganizagao da arquitetura da retina, associada a rosetas de
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duas a trés camadas, dobras e descolamento parcial de retina (Figuras 2C-E). No
interior das rosetas foi possivel observar a MLE envolta pela camada nuclear
externa (CNE) (Figuras 2E). As dobras da retina estavam associadas a hipertrofia do
EPR, indicando descolamento localizado da retina que eventualmente progrediu
para descolamento da retina mais extenso (clinicamente evidente como
descolamento focal).

Nos oito bulbos oculares dos quatro animais adultos (animais 1.1, 2.1, 2.2,
4.2) foi possivel observar descolamento multifocal de retina, com areas de atrofia da
camada plexiforme externa (CPE), e aparente fusdo das camadas nucleares externa
e interna. No animal 4.2, o descolamento localizava-se imediatamente adjacente ao
disco optico. Neste animal também se observou vasculopatia hipertensiva discreta
na coroide, caracterizada por hialinizagdo discreta da parede de alguns vasos da
coroide conforme evidenciado pela coloracdo de PAS. O exame de necropsia
revelou gastropatia urémica associada a doenga renal crbnica caracterizada por
glomerulonefrite proliferativa global difusa; mineralizagdo da membrana basal de
glomérulos, tubulos e artérias renais; proteinose tubular; e nefrite intersticial
linfoplasmocitaria. Além disto, o cdo também apresentava pancreatite aguda
discreta, pneumonia fibrinossupurativa e hemorragica aguda (presumivelmente de
origem bacteriana) e atrofia das glandulas da tireoide.

A cadela probanda de sete anos de idade (1.1) apresentou, em ambos os
bulbos oculares, degeneragdo avangada da retina caracterizada por descolamento
total e alteragbes vasculares, mais extensas no bulbo ocular direito. Os vasos
retinianos alterados mantiveram seu diametro luminal e a sua parede espessada nao
corou com PAS, ao contrario do que se observa com vasculopatia hipertensiva. A
matriz extracelular que causou o espessamento dos vasos retinianos esclerosados
ficou melhor evidenciada pela coloracdo de Tricromico de Masson. No olho direito
esta coloragao indicou deposigao de colageno também no corpo vitreo condensado
entre a retina descolada e o cristalino degenerado (Figura 3A). A matriz perivascular
extracelular na retina também corou fracamente com Alcian Blue, o que sugere que
este espessamento decorreu, pelo menos em parte, pela infiltracdo do corpo vitreo
no espago perivascular (R. Dubielzig e L. Teixeira, comunicagdo pessoal) (Figura 3C).
Uma das margens da retina descolada do olho direito se apresentava arredondada,
indicando a ocorréncia de ruptura (Figura 3B). Também havia algumas fendas na
retina sugestivas de retinosquize (Figura 3D). Na retina do olho esquerdo havia,



75

ainda, estruturas retinianas semelhantes a rosetas préximo ao disco 6ptico (Figuras
2F), bem como infiltrado perivascular linfoplasmocitaria minimo na iris e entropio
focal da iris (entropium uveae), membrana fibrovascular pré-iridiana no olho
esquerdo, descolamento total da retina com atrofia e gliose difusa grave em ambos
os bulbos oculares, infiltrado perivascular e areas de esclerose vascular,
caracterizando o estagio avancado de degeneragéo da retina (Figura 4). Dispersos
pelas estruturas internas de ambos os olhos havia alguns macrofagos ou com
pigmento marrom-dourado globular caracteristico de hemossiderina ou com
eritrécitos fagocitados, indicando a ocorréncia de hemorragia intraocular crénica
continua. Além disto, ambos os bulbos oculares apresentaram alteracbes
degenerativas do cristalino (catarata) caracterizadas por metaplasia fibrosa e
migragcdo posterior das ceélulas epiteliais. No olho direito, o cristalino degenerado
estava colapsado, consistindo, sobretudo, de capsula envolta por material vitreo
condensado rico em colageno. A diminuigao do didmetro axial e de volume do bulbo
ocular direito, ainda mais evidente histologicamente por um aspecto enrugado da
membrana de Descemet, veio desacompanhada de desorganizagcédo e distorgbes
consideraveis das estruturas intraoculares, caracterizando um quadro de atrophia
bulbi.
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Figura 2 - Fotomicrografias da retina de cées da raca Pit Bull Terrier com displasia de retina. A — Céo
de 24 horas de idade (animal 3.2). Note a desorganizacdo da camada neuroblastica externa com a
formacdo de uma dobra (estrela). Observe descontinuidade da membrana limitante externa
(seta) com descolamento parcial da retina na base da dobra (Hematoxilina e Eosina - H.E.) B — Céo
de 24 horas de idade (animal 3.1). Note a intensa desorganizagéo da retina primitiva (estrela), a qual
apresenta diversas rosetas compostas por uma camada espessa de células neuroblasticas
circundando um lumen central delimitado pela membrana limitante externa (ponta de seta) (H.E.). C —
Céao de 21 dias de idade (animal 2.4) com duas rosetas na retina displasica. Observe as camadas
diferenciadas com desorganizagado das camadas nuclear e plexiforme internas formando as rosetas
(estrela). No seu interior, esta a membrana limitante externa envolta pela camada nuclear externa
(asterisco) (H.E.). D — Cadela de quatro meses de idade (animal 2.3). Observe a desorganizagcéo das
camadas retinianas com formacédo de dobras e rosetas complexas de trés camadas (Tricrobmico de
Gomori). E — Mesmo animal que na Figura 2D, evidenciando uma dobra na retina com células no
interior da dobra e adelgagcamento focal da camada nuclear externa, membrana plexiforme externa e
camada nuclear interna. Note a hipertrofia segmentar do epitélio pigmentar da retina (seta) indicando
descolamento localizado da retina sensorial (Tricromico de Gomori). F — Cadela probanda de sete
anos de idade (animal 1.1) com a forma crdnica de displasia de retina. Note a atrofia e gliose reativa
marcada da retina com a presenca de estruturas semelhantes a rosetas (pontas de seta) proximas ao
disco 6ptico (n&o visivel na imagem) (H.E.).
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Figura 3- Fotomicrografia da retina do bulbo ocular direito de uma cadela da racga Pit Bull Terrier de
sete anos (animal 1.1) com a forma crdénica de displasia de retina. A — Note depdsitos de colageno
(areas de fibrose; estrela), que também pode ser encontrado ao redor de vasos sem provocar
reducdo do didmetro luminal vascular (seta). Observe ainda a intensa desorganizagéo tecidual da
retina e no canto inferior esquerdo note area extensa de corpo vitreo condensado rico em colageno
(Hashtag) (Tricromico de Massom). B — Margem arredondada da retina indicativo de ruptura retiniana,
com presenca de vasos esclerosados (seta). C — Observe o espessamento anormal da parede
vascular, corado levemente positivo para Alcian Blue e sem provocar redugdo do didmetro luminal
vascular (seta) (PAS Alcian Blue). D — Note a grande desorganizagdo das camadas da retina, com
presencga de fendas sugestivas de retinosquize (cabeca de seta).

A coloragcédo de GFAP realizada em dois caes da colénia (animais 1.1 e 4.2)
revelou imunomarcacéo variavelmente aumentada indicando ativagao das células de
Muller (gliose) em decorréncia da degeneragao retiniana progressiva. No animal 1.1,
a imunomarcacao foi difusa e intensa em ambos os bulbos oculares (Figura 4). No
animal 4.2, a periferia da retina, regido mais afetada pela gliose (Figura 5), também

continha alguns cistos.
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Figura 4 - Fotomicrografia da retina do bulbo ocular esquerdo de uma cadela da raca Pit Bull Terrier
de sete anos (animal 1.1) com a forma crénica de displasia de retina. Note o descolamento da retina
em forma de asa de gaivota e numerosos vasos esclerosados proeminentes (setas) na retina
atrofiada com gliose difusa evidenciada pela imunomarcagéo difusa marcada para Proteina Acida
Fibrilar Glial (Cromégeno Vector Nova Red, Contracoloragdo Hematoxilina).
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Figura 5 - Fotomicrografia da retina de uma cadela da raga Pit Bull Terrier de um ano e meio de idade
(animal 4.2). A — Area central da retina evidenciando imunomarcacéo para Proteina Acida Fibrilar
Glial (GFAP) levemente aumentada (seta). B — Regido periférica apresentando imunomarcagéo mais
intensa para GFAP (seta) indicativa de gliose reativa e, consequentemente, de degeneragéo retiniana
mais avangada (Cromdgeno Vector Nova Red, Contracoloragdo Hematoxilina).
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4.5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os céaes da raca Pit Bull Terrier do presente estudo, afetados pela forma
congénita da DR, eram decorrentes de diferentes cruzamentos provenientes da
mesma colbnia de caes. Isto sugere um possivel carater hereditario associado a esta
doenga. No capitulo 2 desta tese abrangemos o estudo fendétipico e o gendtipico
desta doenga em Pit Bulls Terriers Uma série de outros relatos de DR que
descrevem as alteragdes histopatoldégicas em diversas espécies animais, em que
esta doenca esta relacionada primariamente a alteracées genéticas. (BARNETT;
BJORCK; KOCK, 1970; WHITELEY, 1991; NARFSTROM; EKESTEN, 1999;
GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004).

Nos cées, a diferenciagdo da regido central da retina ocorre entre trés a oito
dias e a da regido periférica da retina ocorre entre duas a trés semanas apos o
nascimento, com continuagdo da diferenciacdo e maturagao retiniana durante os
primeiros 40 dias apés o nascimento (MANN, 1927; MANN, 1928; AGUIRRE;
RUBIN; BISTER, 1972; O'TOOLE et al., 1983; WHITELEY, 1991; COOK, 1999).
Condizente com isso, nos animais que vieram a obito apds 24 horas do nascimento,
observou-se uma retina primitiva, composta pelas camadas marginal e
neuroblasticas externa e interna e pela membrana fibrosa de Chievitz (MANN, 1927;
MANN, 1928; AGUIRRE; RUBIN; BISTER, 1972; O'TOOLE et al., 1983; WHITELEY,
1991; COOK, 1999). No entanto, apesar da imaturidade da retina nesta idade, ja se
notou claramente nos cées de 24 horas de idade diversas anormalidades na retina,
COmMoO ao exame macroscopico as projegdes retinianas na regido do disco optico e ao
exame histopatoldgico a desorganizagdo da arquitetura celular, com formagao de
tubos formando dobras e rosetas com o lumen delineado por MLE parcialmente
distinta e continua. Tais alteragdes ja haviam sido relatadas em neonatos da raca
Springer Spaniel Inglés (O'TOOLE et al., 1983; WHITELEY, 1991).

Nos cdes com menos de seis meses de idade, as lesdes retinianas
histologicas consistiram de extensas areas de desorganizagdo das camadas
externas da retina, geralmente tanto com dobras quanto com rosetas. Contudo,
alguns animais apresentaram apenas rosetas. Esta estrutura tem origem na retina
primitiva e € resultante do crescimento exacerbado das células da camada interna
da retina na cupula optica. (LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973) Segundo Lahav et al.
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(1973), a classificagdo das rosetas em DR varia histologicamente de acordo com o
numero de camadas envolvidas, sendo elas: 1) Rosetas de trés camadas; 2)
Rosetas de duas camadas; 3) Rosetas de uma unica camada na retina madura e 4)
Rosetas de uma unica camada delgada de células da retina ndo diferenciadas. Nas
rosetas classificadas como de trés camadas, € possivel observar a aparéncia
madura da retina com completa diferenciagdo das varias camadas e formacéao
subsequente de dobras. O lumen destas rosetas é geralmente delimitado por uma
estrutura que se assemelha a MLE (LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973;
NARFSTROM; EKESTEN, 1999). Em rosetas de duas camadas, as células na
camada mais interna se assemelham aos fotorreceptores com a MLE e na camada
mais periférica as células ou sao semelhantes as bipolares ou sdo células pouco
diferenciadas. O interior do lumen destas rosetas normalmente é amplo e contém
células indiferenciadas (LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973; LAVACH; MURPHY;
SEVERIN, 1978). A maioria dos casos deste estudo apresentava rosetas de trés
camadas associadas ao descolamento de retina. O descolamento de retina pode
fazer com que as camadas da retina se dobrem, levando a sobreposi¢cao das
mesmas. A formacdo de complexos de rosetas associados a dobras de retina
corrobora com a classificagdo de Lahav et al. (1973). Contudo, em um bulbo ocular
(animal 2.3), era possivel observar a presenga de células indiferenciadas no interior
do lumen de algumas rosetas. Rosetas de uma unica camada na retina madura séo,
por sua vez, em um tipo, compostas por uma ou varias camadas de células neurais
aglomeradas moderadamente diferenciadas. No interior do lumen deste tipo de
roseta € possivel observar estrutura semelhante a MLE, células indiferenciadas e
granulos grandes de pigmento semelhantes aos do EPR (LAHAV; ALBERT;
WYAND, 1973; LAVACH; MURPHY; SEVERIN, 1978). Outro tipo de rosetas de uma
unica camada consiste ou de uma monocamada unicelular de células
indiferenciadas em contato com o lumen delineado por uma estrutura semelhante a
MLE ou de um grupo de células arranjadas em circulo com fibrilas localizadas
centralmente (LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973; NARFSTROM; EKESTEN, 1999).
Nenhuma destas duas apresentacdes foi encontrada nos bulbos oculares avaliados
neste estudo. Ao invés disto, nos animais que vieram a ébito apdés 24 horas de
idade, observou-se rosetas localizadas na camada neuroblastica externa formadas

por uma monocamada espessa de células neuroblasticas primitivas.
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As dobras e as rosetas na retina dos animais deste estudo frequentemente se
localizavam nas regides temporal e nasal da retina, sendo também visualizadas
dorsalmente ao disco Optico. Lesbes também foram observadas em menor
frequéncia na periferia da retina, como previamente descritas na literatura (LAHAV;
ALBERT; WYAND, 1973; SCHWEITZER; BENJAM MACMILLAN; 1980; MCLELLAN,
2002; GRAHN; STOREY; MCMILLAN, 2004). A atrofia retiniana observada nos
animais adultos deste estudo pode estar associada a DR prévia (BARNETT,;
BJORCK; KOCK, 1970; O'TOOLE et al., 1983), pois ao longo do crescimento do
animal e consequente crescimento fisiologico do bulbo ocular pode ocorrer o
afinamento da retina nos locais das lesées (MACMILLAN; LIPTON, 1978;
DUBIELZIG et al., 2010). A atrofia da camada plexiforme visualizada nos quatro
animais adultos provavelmente foi resultado do descolamento focal da retina. Por
sua vez, o deslocamento retiniano leva a diminuicado abrupta do metabolismo da
prépria retina e comprometimento do suprimento sanguineo da regido, com gradual
atrofia dos fotorreceptores (DUBIELZIG et al., 2010).

Nos casos com descolamento de retina se observou hipertrofia do EPR,
confirmando o descolamento retiniano como patologico ao invés de simples artefato.
A hipertrofia € uma resposta fisiologica do EPR ao descolamento da retina
(MACHEMER; LAQUA, 1975; O'TOOLE et al., 1983; GELATT, 2007). O céo que
apresentou descolamento de retina localizado imediatamente adjacente ao nervo
optico (animal 4.2) pode ter desenvolvido esta alteracdo ou em decorréncia da DR
hereditaria, também observada nos demais integrantes da col6énia de Pit Bull
Terriers, ou em funcdo da insuficiéncia renal cronica adquirida baseada na
observacado de vasculopatia hipertensiva discreta na coroide. Em nosso estudo,
observamos que o cdo de um ano e meio de idade (animal 4.2) apresentou gliose
extensa, indicado pela marcacédo intensa e difusa para GFAP, principalmente na
regido periférica da retina. Complementarmente, em dois casos (animais 1.1 e 4.2)
evidenciamos, por meio da coloragédo de Tricrdbmico de Massom, extensas areas de
fibrose e esclerose vascular na retina atrofiada. Estas alteragdes, mais graves na
cadela de sete anos (animal 1.1), sdo caracteristicas de lesdes cronicas decorrentes
da degeneracédo da retina apds descolamento retiniano (LAHAV; ALBERT; WYAND,
1973, SCHWEITZER; BENJAMIN; LEE, 1987; LEWIS et al., 2010).
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Em geral, a retina dos mamiferos contém diferentes tipos de células da glia:
as células da macroglia (astrécitos e células de Muller) que dao suporte neural e as
células da microglia (LANGMANN, 2007). A formagao de rosetas e a presenca da
displasia retiniana causam desorganizagdo celular geral da retina (REESE E
STRAATSMA, 1958; NARFSTROM; EKESTEN, 1999), além de diminuigdo da
quantidade de células ganglionares e lesdes das células da macroglia. A diminuigéo
das células ganglionares e as lesdes das células gliais levam a ativagao difusa das
células da retina podendo ser encontradas inclusive nas regides retinianas n&o
descoladas (JOACHIM et al., 2012). Em consequéncia disto ocorre ativagéo
aumento da regulagédo dos fatores de transcricdo das células da glia, em especial
das células de Mdller, resultando em sua proliferacédo e hipertrofia, levando a gliose
e, por fim, cicatrizagdo glial (LEWIS & FISHER, 2000; LEWIS et al., 2010). Esta
resposta das células da glia é evidenciada pela imunomarcagcéo exacerbada da
retina afetada para GFAP (BRINGMANN et al., 2006).

A esclerose vascular observada na retina em dois cées neste estudo (animais
1.1 e 4.2) se caracterizou pelo acumulo de matriz extracelular na regido perivascular,
levando ao espessamento da parede vascular sem que tivesse havido alteragdes
endoteliais nos vasos, que mantiveram sua paténcia. Esta matriz extracelular se
corou pelas coloragdes de Tricromico de Massom e PAS Alcian Blue, tal qual o
corpo vitreo condensado em torno da retina atrofiada e descolada. Isto
supostamente indica que o espessamento da parede vascular na retina possa ter
sido consequéncia da infiltragdo do corpo vitreo no espago perivascular em
decorréncia da menor resisténcia nesse local (R. Dubielzig e L. Teixeira,
comunicagao pessoal). Ja em casos de hipertensdo, ocorre variagao do calibre dos
vasos da retina e espessamento da parede das arteriolas com diminuicdo do seu
diametro luminal. (DUBIELZIG et al., 2010) Observa-se ainda, nestes casos,
depdsitos sélidos e lamelares nas paredes dos vasos, 0s quais sdo positivos para
PAS e associados com necrose fibrinoide, bem como destruicdo do EPR e
hemorragia e proliferacao neovascular retinianas (DUBIELZIG et al., 2010). Com
excecao do cao 4.2, que apresentou alteracbes compativeis com vasculopatia
hipertensiva discreta na coroide, estas caracteristicas de hipertensdo n&do foram
encontradas em nenhum dos outros casos de descolamento de retina. Portanto,
consideramos improvavel que a hipertensdo tenha sido a etiologia dos

descolamentos de retina geralmente observada neste estudo.
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Na retina da cadela de sete anos de idade (animal 1.1) havia algumas fendas
na retina sugestivas de retinosquize. Este achado comumente € consequéncia da
aderéncia do corpo vitreo na retina que gera certa tracdo, culminando em ruptura
das camadas externas da retina. A retinosquize pode apresentar duas diferentes
formas: retinosquize tracional com e sem descolamento de retina (FAULBORN;
ARDJOMAND, 2000; BYER, 2002). A retinosquize ocorre principalmente em animais
senis, em animais portadores de diabetes e em pacientes que foram submetidos a
procedimentos cirurgicos de pexias da retina, crioterapias e vitrectomias
(FAULBORN; ARDJOMAND, 2000; BYER, 2002; DUBIELZIG et al., 2010).
Acreditamos que as areas suspeitas de retinosquize e rupturas observadas na retina
em um animal em nosso estudo tenham se formado a partir da tracao exercida na
retina pelo corpo vitreo, que continha intensa degeneracdo e areas de fibrose. Nao
foi possivel determinar exatamente a camada retiniana acometida devido a intensa
desorganizacdo e degeneracdo da retina descolada. Contudo, normalmente a
retinosquize envolve a camada plexiforme externa (FAULBORN; ARDJOMAND,
2000), mas pode eventualmente levar também a diminuicdo da quantidade de
fotorreceptores e formacédo de cicatrizes glias subretinais por células de Mdller, o
que pode afetar o tamanho da cavidade de esquize na retina (LUNA et al., 2009).

A DR estda frequentemente associada a outras alteragdes oculares
congénitas, tais como microftalmia (PEIFFER, 1983; BERGSJJ, 1984; LARATTA et
al., 1985; LEWIS, 1986; NARFSTROM; EKESTEN, 1999), colobomas (GELATT,
1970), persisténcia do vitreo primario (PEIFFER, 1983; GRAHN, 2004) e catarata
(ASHTON, 1968, COLLINS 1992; NARFSTROM; EKESTEN, 1999). Em nosso
estudo nao foram observadas nenhuma destas alteragcdes, com exceg¢ao de um caso
que apresentou catarata madura bilateral (animal 1.1). Esta alteracdo surgiu aos
quatro anos de idade e culminou em uveite facogénica, com posterior glaucoma
secundario. Uma injuria e/ou lesdes no tecido retiniano, como a DR, gera interrupgéo
da reciclagem do retinol pelo EPR e alteragdes no metabolismo da retina, com
liberacdo de citocinas levando a alteragdo no metabolismo lenticular e
consequentemente a formagdo da catarata (LAHAV; ALBERT; WYAND, 1973,
SCHWEITZER; BENJAMIN; LEE, 1987; DUBIELZIG et al., 2010). O glaucoma no
olho esquerdo foi secundario a uveite facogénica (PARK et al., 2009) e também ao
descolamento de retina, ambos os quais podem ter levado a formacdo de uma

membrana fibrovascular pré-iridiana resultando na obstrugdo do angulo de
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drenagem (PEIFFER; WILCOCK; YIN, 1990; DUBIELZIG et al., 2010; ZARFOSS et
al., 2010). O desenvolvimento de atrophia bulbi no bulbo ocular contralateral do
animal 1.1 & provavel consequéncia da uveite facogénica associada a uveite pos
operatéria da facectomia realizada neste animal. As cirurgias de catarata
comumente apresentam complicagcbes como o aumento da pressao intraocular,
uveites, infecgbes intraoculares, hemorragia intraocular, descolamento de retina,
glaucoma e cegueira (LEDBETTER; MILLICHAMP; DZIEZYC, 2004; PARK et al.,
2009; KLEIN et al., 2011). A presenca de um resquicio da artéria hialdide em dois
dos animais neonatos n&o deve ser considerada uma alteragédo patoldgica uma vez
que esta artéria, cuja involugao se inicia durante o periodo gestacional (aos 45 dias),
ainda pode ser observada no primeiro dia de vida pds-natal até mesmo em animais
completamente saudaveis (COOK, 1999).

A descrigao do padrao de lesdes da DR congénita hereditaria na racga Pit Bull
Terrier é inédita na literatura. Houve variacdo do padrao das lesdes ao longo da vida
dos animais afetados, o que demonstra a necessidade de avaliagdo oftalmoldgica
seriada para que se compreenda melhor a evolugdo desta doenga congénita.
Portanto, este estudo fornece nao apenas a caracterizagdo macroscopica e
histologica da displasia de retina em Pit Bull Terrier, mas também salienta a
importancia do acompanhamento do médico veterinario oftalmologista durante o

processo de selecdo e melhoramento animal.
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5 CAPITULO 4 - O OLHO DA CORUJA-ORELHUDA: OBSERVAGOES
MORFOLOGICAS, BIOMETRICAS E VALORES DE REFERENCIA PARA TESTES
DE DIAGNOSTICO OFTALMICO.

The eye of the Striped owl: morphologic observations, biometric findings

and reference values for selected ophthalmic diagnostics tests

5.1 RESUMO

Objetivou-se relatar caracteristicas morfologicas do bulbo ocular e determinar
valores de referéncia para testes oftalmicos selecionados em corujas-orelhudas
(Asio clamator). Foram estudados 32 olhos de 16 corujas (Asio clamator), adultas e
jovens, machos e fémeas, de vida livre. Sendo compilados dados referentes a
observagdes morfoldgicas do cranio, bulbo ocular e anexos, além de mensuragao de
testes oftalmicos, incluindo, Teste Lacrimal de Schirmer (TLS), cultura da microbiota
normal da conjuntiva, estesiometria, presséo intraocular (PIO), espessura de cornea
central (ECC), didmetro horizontal da rima palpebral, didmetro horizontal da cornea e
oftalmoscopia indireta. Vinte e dois tipos de bactérias foram identificadas em 12
corujas havendo predominéncia de microrganismos Gram-positivos. A média
encontrada para o TLS foi de 5,03+3,28 mm/min, para o didametro horizontal da rima
palpebral em 16 corujas foi 21,24+1,17 mm, e 15,7+2,74 mm para o didmetro
horizontal da cérnea. O valor médio para o teste de estesiometria foi de 0,80+0,59
cm, a PIO média de 13,81+5,62 mmHg e ECC média de 0,28+0,03 cm. O estudo
contribuiu para a caracterizagdo da morfologia ocular e para o estabelecimento de
valores de referéncias de testes diagnosticos oftalmicos em corujas-orelhudas,
sendo necessario ainda o desenvolvimento de estudos complementares sobre

histologia ocular desta espécie.

Palavras-chave: Asio clamator, teste lacrimal de Schirmer, espessura central da
cérnea, pressao intraocular, microbiota conjuntival normal, paquimetria ultrassénica,

estesiometria, morfologia da orbita.
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5.2 ABSTRACT

The investigation aimed to describe the most relevant morphological characteristics
of the eyes of the striped owl (Asio clamator) and determine normal values for
selected ophthalmic diagnostic tests. A total of 32 eyes of 16 young and adult free-
ranging healthy striped owls, of both sexes, were investigated. Data of different
morphological observations of the skull, eye globe and adnexa, clinical tests and
parameters were collected, including: Schirmer Tear Test (STT), normal conjunctival
bacterial microbiota, esthesiometry, intraocular pressure (IOP), central corneal
thickness (CCT), horizontal palpebral fissure length, horizontal, corneal diameter and
fundoscopy. Twenty two types of bacteria were identifided in twelve owls; the most
frequent bacteria were the Gram-positive. The mean value found for the STT was
5.03£3.28 mm/min; horizontal palpebral fissure lengths were21.24+1.17 mm, and
15.7£2.74 mm for horizontal corneal diameter. The mean value for the esthesiometry
was 0.80+0.59 cm, IOP was 13.81+5.62 mmHg and CCT was 0.28+0.03 cm. This
study contributed to establish reference values for selected ophthalmic diagnostic
tests in the striped owl, as well as, to morphologically characterize the eyeball of this
species, in which it is still necessary to further characterize its histologic features.

Key words: Asio clamator, Schirmer tear test, normal microflora, esthesiometry,

intraocular pressure, morphology of the skull, ultrasound paquimetry.

53 INTRODUGAO

A coruja (Asio clamator), também conhecida como coruja-orelhuda (SICK,
1993; NOVAES, 2011), é uma ave de rapina noturna pertencente a ordem dos
Strigiformes que € subdividida em duas familias: Titonidae (suindaras) e Estrigidae
(corujas tipicas) (AGILLAR, 2003; PEREIRA, 2007). A familia Titonidae conta com
um género composto por 16 espécies diferentes e 63 taxons. Por sua vez, a familia
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Estrigidae € composta por 25 géneros com 189 espécies 548 taxons (AGILLAR,
2003).

As corujas estdo distribuidas em diversos habitats no mundo (SANTOS, 1979;
SICK, 1993; AGILLAR, 2003), exceto na Antartica, e s&o provavelmente originarias
do Velho Mundo (SICK, 1993; AGUIAR; NAIFF, 2009). As corujas-orelhudas s&o
encontradas na América do Sul, principalmente na Venezuela, Bolivia, Paraguai,
Argentina, Uruguai e Brasil, tanto em areas altamente arborizadas quanto em areas
urbanas (SICK, 1993; AGILLAR, 2003; SQUARZONI et al., 2010).

Os tamanhos das corujas de modo geral variam consideravelmente com a
espécie (SICK, 1993), sendo que as corujas-orelhudas (Asio clamator) sé&o
relativamente grandes, apresentando aproximadamente 37 cm e pesando entre
320,00-546,00 g (SICK, 1993; SQUARZONI et al., 2010). Os individuos de ambos os
sSexos se parecem, sendo que as vezes as fémeas sdo maiores que os machos.
Uma peculiaridade das corujas € que a penugem natal destas aves é substituida por
uma segunda geracgéo de plumas assemelhando-se a uma lanugem (SICK, 1993).

As corujas-orelhudas (Asio clamator) se alimentam de roedores, marsupiais
(gambas) e morcegos (SANTOS, 1979; SICK, 1993; AGILLAR, 2003), muitas vezes
devorando a presa inteira sem limpa-la, e possuem ainda a capacidade de regurgitar
alimentos inteiros, ou seja, pelotas de ossos de roedores maiores e de quiropteros.
(SANTOS 1979; SICK, 1993; AGILLAR, 2003; PEREIRA, 2007). Sua maior atividade
cacadora desenvolve-se no crepusculo e no comego da noite até aproximadamente
21 horas, podendo haver alteragdo de acordo com a claridade da lua (SICK, 1993).
Esta espécie animal apresenta um ouvido bem desenvolvido, com presenga de um
disco facial que possui a fungédo de refletor sonoro, permitindo assim, que a coruja
localize sua presa em movimento. Os ouvidos externos sdo assimétricos, fato este
que parece colaborar, com a focalizac&o, onde o lado esquerdo focaliza para baixo e
o direito para cima. As penas que recobrem os ouvidos possuem uma estrutura rala
peculiar, permitindo a penetragdo de som (SICK, 1993; AGILLAR, 2003). Nestas
corujas, a capacidade visual aparentemente ndo € inferior a acustica destas aves
(SICK, 1993).
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Nas corujas em geral, os olhos apresentam caracteristicas distintas, como
olhos grandes localizados rostralmente, altamente expressivos, com campo visual
limitado pela pouca mobilidade do bulbo ocular, fato este suprido pela alta
mobilidade da cabega, que pode girar em até aproximadamente 270°, para facilitar a
visdo, sendo ela uma cabeca larga e redonda (SANTOS 1979; SICK, 1993;
AGILLAR, 2003). Os olhos destas aves apresentam formato semitubular devido a
conformacao do anel de ossiculos esclerais, continuo com a lamina cartilaginosa da
esclera. O olho da ave é relativamente grande em relagdo a cabega do animal.
Geralmente a coruja-orelnuda e as outras corujas apresentam excelente
acomodacdo visual, em torno de 0,7-10 Dioptrias aproximadamente (GELATT,
1999), ja que tanto a cornea quanto a lente podem modificar a curvatura ao focar.
(KING, 1984; MURPHY, 1993; GELATT, 1999; MONTIANI-FERREIRA, 2001;
MONTIANI-FERREIRA, 2007). Sabe-se que as corneas das corujas apresentam a
lamina limitante anterior (IGmina de Bowman) visivel a microscopia. As retinas das
corujas de modo geral sdo anangidticas, possuindo apenas uma févea e o pécten
ocular, sendo capaz de responder a amplo espectro de cores, como o ultravioleta
(KING, 1984; MURPHY, 1993; MONTIANI-FERREIRA, 2001; MONTIANI-
FERREIRA, 2007). Algumas investigagdes oftalmicas ja foram realizadas em outras
espécies de corujas como Scheech-oriental (Megascops asio) (HARRIS et al., 2008),
macho galego (Athene noctua), bufo-real (Bubo bubo) (BAYON et al., 2006; JEONG
et al., 2007). Na espécie Asio clamator, no entanto, apenas avalia¢gdes dos aspectos
ultrassonograficos dos olhos destes animais foram realizadas (Squarzoni et al.,
2010), sendo portando, necessarios ainda mais estudos, principalmente de outros
parametros biométricos e morfologicos dos seus olhos e valores de referéncia para
testes de diagndstico oftalmico desta espécie. Uma vez que a oftalmologia
comparada tornou-se parte importante na oftalmologia veterinaria, objetivou-se obter
na presente investigacdo descritiva do o6rgdo da visdo, dados sobre as
peculiaridades morfologicas, bem como fisiolégicas do olho das corujas orelhudas,
por meio de testes oftalmicos aqui selecionados, que poderdo ajudar na
interpretacéo e no diagndstico de doengas oculares nessas aves.
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5.4 MATERIAL E METODOS

A nomenclatura utilizada nesta investigagcdo, para a classificagdo da coruja-
orelhuda (Asio clamator) e das outras espécies de aves mencionadas, foi a proposta
pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO) (NOVAES, 2011).

5.4.1 Preparo das pecas anatémicas

Para o estudo morfolégico da Oorbita 6ssea da espécie de coruja Asio
clamator, objeto deste trabalho, foram utilizadas trés cabegas de animais que vieram
a obito no Hospital Veterinario da Universidade do Contestado (UnC, Canoinhas,
Brasil) e uma de um animal doado por um pesquisador (Dr. José Ricardo Pachaly,
Unipar-PR). A técnica utilizada para o preparo dos ossos das cabecgas foi maceragao
com larvas de moscas, a qual permite a completa remog¢ao dos tecidos moles,
preservando apenas as partes 0sseas e as ranfotecas. Tal técnica € um método
eficaz para a preservacdo de ossos delicados, pois evita danos que comumente
ocorrem com o emprego de outras formas de osteotécnicas, como também em
tentativas de dissecgdo com instrumental cirurgico.

Apos a remocéo da pele e dos bulbos oculares, as cabegas foram colocadas
em recipientes individuais e cobertas por tela de metal com aberturas hexagonais de
cerca de 2 cm de didametro, em seguida, foram expostas ao tempo na intencao de
haver a deposicdo de ovos de insetos dipteros, comumente atraidos por carcacas
desprotegidas. O periodo de maceragédo variou de acordo com a quantidade de
larvas que se desenvolveram e, neste estudo, variou de 5-7 dias. Apss este periodo,
as pecas Osseas foram lavadas em agua corrente e mergulhadas em peroxido de
hidrogénio 50% para o seu clareamento, durante 24 horas. Em seguida as pegas
foram lavadas em agua destilada, secas ao ar e montadas. Um adesivo comercial de
éster de cianoacrilato foi utilizado para colar as partes ésseas, com exceg¢ao da
mandibula, a qual foi mantida livre. Os bulbos oculares foram preparados por
dissecgdo com instrumental cirurgico, a fim de se preservar a disposigao natural dos
ossiculos esclerais. Logo apds serem removidos da orbita, os bulbos foram
minuciosamente dissecados para a remocido de tecidos moles como musculos
extrinsecos oculares, fascias, conjuntiva bulbar, camadas superficiais da esclera,

cérnea e componentes internos como iris, corpo ciliar, coroide, retina, corpo vitreo e
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lente. Foram preservados apenas a lamina cartilaginosa da esclera e o anel de
ossiculos esclerais. Especial atencao foi dada a preservacdo do osso sesamoide da
esclera. Assim, a conformacdo 6ssea da ¢érbita e os ossiculos esclerais de quatro
corujas adultas da espécie Asio clamator foi estudada a olho desarmado, como
também sob magnificacdo de duas a quatro vezes por meio de lupa estereoscédpica.
Foram realizadas fotografias digitais do conjunto total dos ossos da cabega, bem
como de detalhes relativos a orbita e aos bulbos oculares.

5.4.2 Procedimentos oftalmicos e animais vivos

Foram estudadas 16 corujas (Asio clamator), sendo que nove delas eram
aparentemente adultas, trés jovens e quatro ndo foram informadas as idades.
Adicionalmente, dois filhotes de corujas, de aproximadamente um més de idade
também tiveram seus bulbos oculares examinados e documentados apenas com
relacdo a morfologia. Do total foram avaliadas sete fémeas; quatro machos e cinco
animais cujo sexo néo foi determinado. Os animais pesavam entre 485,00 e 625,00
g e foram selecionados aleatoriamente dos seguintes locais: Centro de Triagem de
Animais Silvestres (Cetas, PUCPR/IBAMA), Tijucas do Sul, Brasil; Guira-Oga Centro
de Recuperagao e Reproducdo de Animais da Selva Paranaense, Puerto Iguazu,
Argentina; Zoologico Roberto Ribas Lange, Criadouro de Animais Silvestres e
Hospital Veterinario da ITAIPU, Foz do Iguacgu, Brasil; e do Parque Ecolégico Ouro
Fino, Campo Largo, Brasil.

O experimento foi integralmente baseado nos critérios preconizados pelas
“‘Normas para uso de animais em pesquisas oftalmolégicas” da ARVO (Statement for
the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research) e aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Objetivando excluir possiveis alteragdes sistémicas, todos os animais foram
submetidos a exame fisico, seguido de exame oftalmico. Os testes oftalmicos foram
realizados por diferentes avaliadores, porém, para evitar discrepancia de resultados,
0 mesmo avaliador que realizou um determinado teste, passou a sempre fazé-lo

durante toda a investigagao.

5.4.3 Exames oftalmicos
Para a contencédo fisica, utilizaram-se luvas de couro, que auxiliaram na

contencdo dos membros pélvicos. As asas foram entdo recolhidas e seguradas com
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a mesma mao que continha os membros pélvicos, para evitar fraturas em qualquer
seguimento dos membros ou quebra das penas, gerando o minimo de estresse
possivel para o animal durante os procedimentos. Cada ave foi entdo mantida na
posicao vertical, com a cabeca estabilizada por contengdo manual da extremidade
do bico e tomou-se cuidado para nao realizar compress&o sobre a regido cervical.

Apos contencdo, as aves foram submetidas a exame oftalmico, que incluia
uso do transiluminador de Finoff, biomicroscopia com lampada de fenda (Hawk Eye,
Dioptrix, L'Union, Franga.), teste Lacrimal de Schirmer (TLS) (Teste da Lagrima de
Schirmer, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.), coleta de material
para cultura e analise bacteriologica, estesiometria (Cochet-Bonnet, Luneau
Ophtalmologie, Chartres Cedex, Franga.), documentagao fotografica digital (Maquina
fotografica, Sony Cybershot, DSC- T700, Camera Digital com 3x Zoom Optico.),
tonometria de aplanagao (Tonopen XL, Mentor Medical Systems, Estados Unidos.),
medida da espessura central de cérnea (Paquimetro ultrassénico, Micropach®
Sonomed, Model 200P+, Lake Success, NY, Estados Unidos.), mensuragdo do
didmetro horizontal da rima palpebral e do didametro horizontal da cérnea
(paquimetro de ago inoxidavel) (Paquimetro de ago inoxidavel, Neiko Tools, Klamath
Falls, Oregon, Estados Unidos.) e fundoscopia (Hawk Eye, Dioptrix, L'Union,
Franca).

5.4.3.1 Inspecéo ocular

Utilizando iluminagdo direta com auxilio de um transiluminador de Finoff e
biomicroscopio com lampada de fenda, procedeu-se a inspegdao do segmento
anterior de 32 olhos de 16 corujas (Asio clamator). Um olho foi excluido da pesquisa,

por apresentar alteracdes oftalmicas, totalizando entdo 31 olhos estudados.

5.4.3.2 Teste Lacrimal de Schirmer (TLS)
Posteriormente, procedeu-se o exame lacrimal, por meio do Teste Lacrimal de

Schirmer tipo 1 (TLS) (Figura 1A) em 31 olhos das 16 corujas, sem instilagcdo de
colirio anestésico para minimizar qualquer influéncia sobre os resultados. Este teste
mensurou a producio basal e parte da producéao reflexa da fracdo aquosa do filme
lacrimal, sendo utilizadas tiras milimetradas e padronizadas de papel estéril de TLS

para sua realizacdo. As fitas foram acondicionadas individualmente no interior do
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saco conjuntival até o fornice inferior de ambos os olhos, durante o periodo de um

minuto.

5.4.3.3 Analise microbioldgica

Para analise da microbiota ocular de avaliou-se 12 corujas realizando gentil
friccdo de zaragatoa na conjuntiva palpebral e férnice conjuntival inferior de cada
olho e na superficie ocular (cérnea e conjuntiva bulbar) (Figura 1B), de forma
asseptica, perfazendo um total de 23 olhos (amostras) de 12 corujas. Tomou-se 0
devido cuidado para que a zaragatoa ndo tocasse as filoplumas e a margem
palpebral, tentando assim evitar ao maximo a contaminacdo externa. Nao foi
administrado anestésico topico, pois a utilizacdo deste farmaco poderia interferir no
crescimento de micro-organismos (MULLIN; RUBINFELD, 1997). Em seguida, as
zaragatoas foram acondicionadas em meio de transporte de Stuart e armazenadas
sob refrigeragdo para, posteriormente, serem enviadas ao laboratério de
microbiologia. As culturas dos micro-organismos foram realizadas em placas com
meio BHI (brain-heart infusion), Agar sangue de carneiro 5% e MacConkey, as quais
permaneceram incubadas a 37°C em ambiente aerdbico durante 24 a 48 horas. Em
suma, a metodologia para analise microbioldégica empregada nesta pesquisa foi a
mesma de outras pesquisas realizadas em outras espécies animais para o
estabelecimento da microbiota conjuntival (PINARD et al., 2002; MONTIANI-
FERREIRA et al., 2006; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008a; LIMA et al., 2010). As
colonias bacterianas obtidas foram identificadas por coloracdo de Gram e
procedimentos padrao de avaliagao.

5.4.3.4 Estesiometria

A sensibilidade da cornea de 27 olhos de 14 corujas foi mensurada, utilizando
o estesidbmetro de Cochet-Bonnet (Figura 1C). O equipamento € composto por um
monofilamento de nailon com didmetro pré-definido, e comprimento ajustavel. Para a
mensuragao, tocou-se suavemente o monofilamento de nailon, na superficie central
da cornea, regulando o comprimento do fio, deixando-o mais curto, até se obter uma

resposta (ato de piscar) da ave.



97

5.4.3.5 Presséo intraocular (PIO)
A pressao intraocular de 31 olhos de 16 corujas foi mensurada com auxilio do

tonbmetro de aplanacéo (Figura 1D), posicionando-o perpendicularmente a cornea e
tocando-a suavemente. O resultado final obtido representa uma média de trés
mensuracgdes, com erro maximo de 5%, entre as mensuragdes consecutivas. Nesta
etapa do estudo, o avaliador preocupou-se em nao realizar qualquer forma de
pressdo na regido cervical dos animais, evitando assim possivel alteracdo na

mensuragao final da PIO.
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Figura.1 - Os testes oculares realizados nos olhos das corujas-orelhudas. (A) Teste lacrimal de
Schirmer. (B) Coleta de amostra da microbiota da conjuntiva e cérnea. (C) Analise estesiométrica da
cérnea central. (D) Mensuragao da PIO.

5.4.3.6 Diametro horizontal da rima palpebral e didmetro horizontal da cérnea

As mensuragcdes do diametro horizontal da rima palpebral e do diametro

horizontal da cérnea foram realizadas utilizando-se paquimetro de ago inoxidavel
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com visor de LCD e precisdo de +/- 0,02 mm, em 31 olhos de 16 corujas (Asio
clamator).

Para a mensuracdo do didametro horizontal da rima palpebral uma das
extremidades do paquimetro foi posicionada sobre o vértice do angulo medial do
olho e, a outra extremidade, sobre o vértice do angulo lateral. Ja para a aferigcdo do
didmetro horizontal da cérnea, ambas as extremidades do paquimetro foram

posicionadas sobre o limbo da cornea (Figura 2A e B).

5.4.3.7 Paquimetria central de cérnea

A espessura central da cérnea (ECC) foi mensurada em 28 olhos de 14
corujas, utilizando-se um paquimetro ultrassénico, que apresenta a velocidade de
som na cornea pré-estabelecida em 1640 m/s (Figura 2C). Previamente ao exame,
instilou-se um colirio anestésico tépico estéril a base de cloridrato de tetracaina 1% e
cloridrato de fenilefrina 0,1% (Colirio Anestésico, Allergan, Sado Paulo, Brasil.).

5.4.3.8 Fundoscopia
Os fundos dos olhos de cinco corujas foram examinados por meio de uma

lente de 20 dioptrias e um transiluminador de Finoff (Figura 2D). As fotografias foram
obtidas por meio do biomicroscépio com lampada de fenda adaptado a um sistema

de fotografia digital.
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Figura. 2 - Os testes oculares realizados nos olhos de corujas-orelhudas. (A) Mensuragdo do
didmetro horizontal da rima palpebral. (B) Mensuragdo do didmetro horizontal da cérnea. (C)
Paquimetria de cérnea. (D) Oftalmoscopia indireta com lente de 20 dioptrias.

5.4.3.9 Analise estatistica

Foi realizada analise de estatistica descritiva, Teste-f quando houve
comparagao entre dois grupos (comparando olhos direitos e esquerdos ou animais
machos e fémeas) de dados continuos numéricos (dados biométricos), Teste Exato
de Fisher (para comparagao de proporc¢des) e Teste de Correlagdo de Bartlett (para
comparar correlagdes das variaveis continuas numeéricas) utilizando o software JMP,
versdo 5.0.1 (Software JMP, versdo 5.0.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, Estados
Unidos). Os dados foram expressos na forma de média + desvio padrdo e foram

considerados significativos quando o valor de P<0,05.
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5.5 RESULTADOS

Os resultados numéricos obtidos para todos os testes oftalmicos utilizados
nos animais desta pesquisa apresentaram uma distribuicdo normal, uma vez que os
erros dos dados apresentaram distribuicdo normal de acordo com o Teste Shapiro-
Wilk. A Tabela 1 contém os resultados das analises estatisticas descritivas dos

testes oftalmicos.

Tabela 1- Quantidade de animais e olhos avaliados com os respectivos resultados estatisticos,
obtidos para os diferentes testes de diagndstico oftalmoldgicos em olho de corujas (Asio clamator).

N° de N°de Desv

Exames X Média Mediana . C v,
corujas olhos Pad
Teste L_acrlmal de Schrirmer 16 30 5.03 5.00 3.29 0,65
(mm/min)
Estesiometria (cm) 14 27 0,81 0,50 0,59 0,73
Diametro horizontal da rima 16 31 21,25 21,15 118 0.06

palpebral (mm)
Diametro horizontal da cérnea (mm) 16 31 15,76 16,50 2,74 0,17
Espessura da cérnea central (mm) 13 26 0,29 0,29 0,03 0,11

Presséo intraocular (mmHg) 16 31 13,81 13,00 5,63 0,41

DesvPad* = Desvio padrao; CV** = Coeficiente de variacdo; N° = Numero; (mm/min)
= milimetro por minuto;
(mm) = milimetro; (mmHg) = milimetros de mercurio.

5.5.1 Aspectos morfolégicos da orbita 6ssea e da tunica fibrosa do bulbo ocular

Foi possivel observar que, devido a forma tubular do bulbo ocular, os
ossiculos esclerais desta espécie apresentam forma retangular e cdncava, com o
eixo mais longo direcionado no sentido anteroposterior. A largura dos ossiculos &
nitidamente variavel (Figura 3D). Dentre os quatro animais analisados, dois animais
(50%) apresentavam 16 ossiculos esclerais em ambos os olhos, um animal (25%)
apresentava 15 em ambos os olhos e, por fim, um animal (25%) apresentava apenas
15 no olho direito (OD) e 16 no olho esquerdo (OE). Neste ultimo, o ossiculo escleral
supranumerario se apresentava mais curto que os demais e intercalado entre dois
ossiculos bem desenvolvidos, de modo que a sua extremidade anterior nao
participava da margem anterior do anel de ossiculos esclerais, voltada limbo da

coérnea. Ja a extremidade posterior deste ossiculo participava da margem posterior



101

do anel de ossiculos esclerais, aquela continua com a lamina cartilaginosa da
esclera e que denuncia o equador do bulbo ocular destes animais (Figura 3D). O
0sso sesamoide da esclera foi observado no aspecto ventral de todos os anéis de
ossiculos esclerais (Figura 3D).

A Orbita d6ssea das corujas-orelhudas apresentou um curto processo
supraorbital (Figura 3B, C), dirigido lateral e caudalmente, que se projeta do tergo
médio da margem supraorbital (Figura 3A-C), constituida pelo osso frontal. Tal
processo prové area de fixacdo para a larga fascia orbital, a qual tem papel na
contencao do bulbo na érbita.

O processo pos-orbital (Figura 3B, C) € bem desenvolvido. Trata-se de um
processo longo, largo e cbncavo na sua face orbital. Projeta-se lateral e
ventralmente da parte lateral da margem orbital, que em strigiformes € formada pelo
osso frontal, de modo a acompanhar a curvatura da parte lateral do polo posterior do
bulbo ocular. O processo pés-orbital constitui o limite lateral da cavidade orbital
destas aves.

O septo interorbital (Figura 3C) é reduzido um tanto espesso e sendo
constituido principalmente pelo osso mesetmoide, o qual abrange a parte rostral da
parede medial da 6rbita. Ndo apresenta fonticulos interorbitais, sendo, portanto,
inteiramente 6sseo. Em seu aspecto dorsal esta localizado o sulco do nervo olfatério
(I) (Figura 3C). Rostralmente, fundido ao osso mesetmoide, 0 osso ectetmoide
(Figura 3C) contribui para a formacéo da parede rostral da 6rbita juntamente com o
osso lacrimal (Figura 3B, C), localizado lateralmente a este. Entretanto apesar de
relacionados, estes dois ossos ndao sao fundidos e acabam por constituir uma
parede rostral descontinua. A caracteristica mais marcante do osso ectetmoide € um
processo que se projeta em diregdo ventrolateral, o processo do ectetmoide (Figura
3B, C). Em similaridade com o processo pdés-orbital, o processo do ectetmoide é
cbéncavo em sua face orbital e acompanha o contorno do bulbo ocular, mas no
quadrante ventromedial da orbita. Sua extremidade livre esta voltada para a
extremidade livre do processo pés-orbital, de modo que o espago entre as
extremidades livres dos dois processos e 0 espago entre estes e a parede medial da
orbita constituem um assoalho orbital 6sseo descontinuo, fechado basicamente por
musculos relacionados a mandibula e, no estado macerado, invadido pelo processo

orbital do osso quadrado (Figura 3C).
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O osso lacrimal (Figura 3A-C) € muito desenvolvido e constitui grande parte
da parede rostral da érbita. Esta articulado ao osso frontal e amplamente a maxila,
desde a regido da zona flexora craniofacial (Figura 3A, C), dorsalmente, se
estendendo ventralmente até muito préximo ao osso jugal (Figura 3B, C); rostral e
ventralmente mantém amplo contato com o desenvolvido e bulboso processo
palatino da maxila (Figura 3B, C). Apresenta formato irregular, contornos rombos e
delicadas trabéculas 6sseas que lhe conferem um aspecto esponjoso, perceptiveis
em seu interior através de suas paredes finas e, em algumas partes, fenestradas. O
osso lacrimal ndo apresenta processo supraorbital (este esta presente no osso
frontal) e é sulcado lateralmente pela incisura do ducto nasolacrimal (Figura 3B, C)
gue se continua na maxila e se abre na cavidade medial.

Trés forames sao facilmente perceptiveis no fundo da érbita. O maior e mais
rostral corresponde ao forame 6ptico, enquanto que os outros dois menores € mais
caudais e ventrais, correspondem ao forame comum para os nervos oculomotor (lll),
troclear (1V), abducente (VI) e ao forame do nervo trigémeo (V) (Figura 3C), o mais

caudal e ventral do conjunto.

5.5.2 Observacgbes gerais nos animais vivos

Todos os 16 animais submetidos ao exame fisico apresentavam-se em boas
condi¢cdes de saude. Ao exame oftalmico, somente um paciente apresentou luxagao
de lente unilateral, com edema de cérnea no bulbo ocular direito, sendo este olho
excluido da pesquisa. Destes 16 animais, sete (43,75%) eram fémeas, quatro
(25,00%) eram machos e cinco (31,25%) nédo foram sexados. Nesta pesquisa, nove
(56,25%) eram adultos, trés (18,75%) jovens, quatro (25%) dos animais nao foram
classificados, pois eram de vida livre. Portanto, 12 animais foram classificados
apenas em adultos ou em jovens, ndo sendo possivel calcular a média da idade da
populagdo dos animais avaliados.

O peso médio encontrado foi 510,00+50,00 g. Foi observado que as fémeas
eram significativamente mais pesadas que os machos, apresentando peso médio de
510,00+51,75 g e os machos 490,00+68,50 g, P=<0001. Contudo, ndo houve
diferenca significativa entre idade aproximada e peso médio dos animais (P=0,52).
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Figura 3 - Elementos 6sseos do esqueleto da cabega de uma coruja-orelhuda (Asio clamator) adulta.
(A) Aspecto dorsal. (B) Aspecto lateral direito. (C) Aspecto rostrolateral direito. A mandibula e o anel
de ossiculos esclerais foram removidos. (D) Aspecto ventral do bulbo ocular direito apés remogéo dos
tecidos moles. Notar a forma tubular do anel de ossiculos esclerais (estrela) e como os ossiculos
laterais sdo mais longos em comparagdo aos mediais; o sesamoide da esclera (cabega de seta)
localizado anterior e medialmente, préximo a margem anterior do anel de ossiculos esclerais, margem
que correspondente a regido do limbo da cérnea no vivente; e a lamina cartilaginosa da esclera
(asterisco), fixa @ margem posterior do anel de ossiculos, em forma de cipula. Legenda: aoe, anel de
ossiculos esclerais esquerdo; osso frontal (F); osso lacrimal (L); margem supraorbital (mso); zona
flexora craniofacial (zfcf); processo supraorbital (pso); incisura do ducto nasolacrimal (idn); osso jugal
(J); lamina cartilaginosa da esclera (Ice); processo do osso ectetmoide (pe); processo palatino da
maxila (ppm); processo pds-orbital (ppo); processo zigomatico (pz); osso sesamoide da esclera (se).
(E) osso ectetmoide; forame comum para os nervos oculomotor Il (fc), troclear IV e abducente VI;
forame 6ptico (fo); forame do nervo trigémeo V (ft); maxila (M); osso palatino (P); processo orbital do
osso quadrado (po); osso pterigoide (Pt); osso quadrado (Q); septo interorbital, osso mesetmoide (si);
sulco do nervo olfatério (sno). Barra = 1cm.

5.5.3 Observagdes da morfologia ocular externa em animais vivos
Externamente, é facilmente perceptivel que os olhos de coruja Asio clamator
sdo voltados rostralmente. As palpebras séo relativamente finas e moéveis, sendo

que a inferior € maior que a superior. A palpebra inferior apresenta, na maior parte



104

do tempo, maior mobilidade quando comparada com a superior. Contudo, foi
observado que em algumas situagdes a palpebra superior movimenta-se com maior
intensidade. O angulo lateral do olho € maior do que o angulo medial e a abertura
total da rima palpebral € relativamente larga quando comparada ao didmetro da
cérnea e ao tamanho do bulbo ocular. A margem palpebral é pigmentada, irregular e
apresenta um desnivel em “degrau” entre os limbos palpebrais anterior e o posterior.
Ha delicadas filoplumas (cilios modificados) em ambas as palpebras (Figura 4). Dois
pontos lacrimais, um superior e outro inferior, estdo presentes na margem das

respectivas palpebras, na regido do angulo medial de ambos os olhos.
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Figura 4 - Imagem lateral do olho de uma coruja Asio clamator, evidenciando filoplumas em ambas
as palpebras, superior quanto inferior (setas), margem palpebral inferior mais extensa que a superior,
margem palpebral irregular, demonstrando um desnivel em “degrau” entre os limbos palpebrais
anterior e posterior (asterisco), despigmentacdo na extremidade lateral da margem da terceira
palpebra e cAmara anterior do olho profunda (DTP).
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A terceira palpebra esta localizada dorsomedialmente no saco conjuntival,
entre a palpebra superior e o bulbo ocular. E relativamente espessa e de coloragéo
esbranquicada, ndo possibilitando a visualizacdo das estruturas intraoculares ao
recobrir a superficie corneana. Em alguns exemplares tende a ser azulada. Em sua
margem € possivel observar uma faixa pigmentada marrom-escura, que diminui de
intensidade a medida que se aproxima do angulo lateral do olho e termina por
desaparecer por completo (Figura 5). A terceira palpebra de corujas Asio clamator é

uma estrutura extremamente movel e seu movimento se da em diregao ventrolateral.

Figura 5 - Olho esquerdo de uma coruja-orelhuda adulta, evidenciando a terceira palpebra, de
coloragédo esbranquigada e margem pigmentada, que esta localizada dorsomedialmente (asterisco).
Notar a superficie irregular das margens palpebrais de ambas as palpebras (setas).

A iris apresenta diferentes graus de pigmentagao, variando entre o marrom

escuro nos animais adultos e nos jovens de amarelado a marrom claro. As pupilas
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possuem formato circular, movimento voluntario e & possivel observar uma pequena
parte do epitélio pigmentar da iris na margem pupilar (Figura 6).

Com relacdo aos reflexos pupilares, as corujas avaliadas ndo apresentaram
resposta ao reflexo direto e ao consensual, contudo, foi observado que dois animais
apresentaram anisocoria, provavelmente por estresse, logo apds a contengao,
sendo que as pupilas retornaram a dilatagdo normal quando as corujas estavam em
situacao de repouso apds cerca de 20 minutos.

Os ligamentos pectinados nestas aves s&o mais desenvolvidos que nos
mamiferos sendo que as malhas trabeculares sdo extensas, particularmente no nivel
do angulo lateral do olho. Nos animais jovens parte da malha trabecular encontra-se
nao apenas no angulo iridocorneano, mas € também visivel na superficie periférica
da iris, podendo-se observar os espacgos entre os ligamentos pectinados, espagos
do angulo iridocorneano (Espacos de Fontana), sem o uso de lente para
gonioscopia. Nos animais adultos, os ligamentos pectinados, espagos do angulo
iridocorneano e até mesmo parte da malha trabecular, ainda estdo aparentes ao
olho desarmado. Entretanto, a extensédo de tais ligamentos e o espagamento entre

eles nitidamente diminuem conforme as corujas envelhecem (Figura 6).
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Figura 6 - iris de olhos de corujas-orelhudas em diferentes faixas etarias, evidenciando as diferentes
coloragbes, os ligamentos pectinados e os espacgos do angulo iridocorneano (Espagos de Fontana)
observaveis sobre na superficie da iris. (A) Ligamentos pectinados do olho direito de uma coruja de
aproximadamente um més de idade. Observar a grande extensdo dos ligamentos pectinados e o
espagamento entre eles, e a coloragéo marrom clara. (B) Angulo iridocorneano do olho direito de uma
coruja jovem evidenciando espagos menores entre os ligamentos pectinados e coloragdo mais
amarelada. (C, D) Angulo iridocorneano do olho esquerdo de uma coruja idosa; notar os ligamentos
pectinados ainda aparentes, mas curtos e com espagamento pequeno entre si € ambos apresentam
coloragdo marrom escura.

A lente nesta espécie é transparente, contudo nas aves mais jovens (com
aproximadamente um més de idade) foi observada leve opacidade de localizagéo
central (nuclear), que apds aproximadamente dois meses de vida comegou a
diminuir, tornando-se translucida quando as aves chegam a idade adulta (entre trés
e quatro meses de idade) (Figura 7A, B).
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Figura 7 - Face de duas aves em diferentes faixas etéarias. (A) Coruja jovem de aproximadamente um
més, é possivel notar a opacidade da lente em ambos os olhos. (B) Coruja adulta, apresentando
translucidez da lente bilateralmente.

5.5.4 Exames oftalmicos

5.5.4.1 Teste Lacrimal de Schirmer

O valor médio geral encontrado no Teste Lacrimal de Schirmer foi de
5,03+3,28 mm/min. De acordo com o sexo, as fémeas apresentaram a média de
6,64+3,85 mm/min, ja os machos de 4,16+2,40 mm/min, e de acordo com a idade,
foi mensurado nos jovens 4,00+£3,09 mm/min e 6,25+3,58 mm/min nos adultos. N&o
houve diferenga significativa do Teste Lacrimal de Schirmer entre machos e fémeas
(P=0,16), adultos e jovens (P=0,19) e olhos direito e esquerdo (P=0,62).

5.5.4.2 Analise microbioldgica

Foram isoladas 22 tipos de bactérias, em 23 amostras oculares obtidas de 12
corujas. A Tabela 2 traz os resultados condensados das analises microbioldgicas
encontrada em olhos de corujas. Os resultados da cultura revelaram que houve
crescimento bacteriano nas amostras, em 21 dos 23 olhos (91,3%), sendo que
apenas 2 (9,52%) amostras foram negativas. No total de amostras positivas, foram
isoladas 20 (90,9%) bactérias classificadas em Gram-positivas e apenas 2 (9,09%)
amostras foram Gram-negativas. As bactérias encontradas na microbiota ocular das
corujas deste estudo incluem: Staphylococcus sp., Micrococcus sp.,
Corynebacterium sp., todas Gram-positivas. Dentre as Gram-negativas foram
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isoladas apenas E. coli e Serratia sp. (Tabela2). Neste estudo, as bactérias mais
frequentes na microbiota ocular dos animais foram os Staphylococcus sp., sendo
encontrado em 18 (81,83%) amostras (Tabela 2).

Tabela 2 - Géneros bacterianos e frequéncia de bactérias encontradas em olhos de corujas-
orelhudas (Asio clamator) saudaveis

N° de
Bactérias - Género bactérias %de bactérias Espécie das bactérias
TOTAL DE GRAM-POSITIVA 20 90,90%
Staphylococcus sp. 18 81,82
sp. 4 18,18  Staphylococcus sp.
Staphylococcus
SCP 8 36,35 sapeo;})/hyticus
SCN 6 27,27  Staphylococcus aureus
Micrococcus sp. 1 4,54
Corynebacterium sp. 1 4,54
TOTAL DE GRAM-NEGATIVA 2 9,1
Enterobacteria 2 9,1
E. coli 1 4,55
Serratia sp. 1 4,55
Total de bactérias isoladas 22 100

SCP= Staphylococcus coagulase positivo;
SCN = Staphylococcus coagulase negativo.

5.5.4.3 Estesiometria da cornea

A média geral de estesiometria foi de 0,80+0,59 cm para a populagdo
estudada. O valor médio encontrado nas fémeas foi 1,00+0,51 cm e nos machos
0,64+0,61 cm. Os animais jovens apresentaram média de 1,2+0,28 cm e os adultos
de 0,86+0,65 cm. Nao foi encontrada diferengca significativa das médias de
estesiometria com relagdo a idade (adultos ou jovens) (P=0,22), entre machos e
fémeas (P=0,23) ou entre olhos direto e esquerdo (P=0,53).

5.5.4.4 Presséo intraocular (PIO)
A média geral da PIO foi de 13,81+5,62 mmHg da populagédo estudada. As

fémeas apresentaram meédia de 14,35+4,58 mmHg e os machos de 13,143+4,88
mmHg. A média de pressédo intraocular encontrada nos jovens foi de 16,83+3,86
mmHg e nos adultos de 12,29+4,41 mmHg. A PIO nas aves jovens foi

significativamente maior que nas aves adultas (P=0,036). Nao houve diferenca
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significativa das médias obtidas entre os sexos (P=0,58) ou entre os olhos direito e
esquerdo (P=0,79).

5.5.4.5 Diametro horizontal da rima palpebral e didmetro horizontal da cérnea

O valor médio horizontal geral para a rima palpebral foi de 21,24+1,17 mm
para a populacdo estudada. A média obtida para os machos foi 22,18+0,95 mm e
para fémeas 21,02+1,09 mm. A média encontrada para jovens foi de 20,43+0,97 mm
e em adultos foi de 21,78+0,97 mm. Foi observado que os machos apresentam o
didmetro horizontal da rima palpebral significativamente maior que as fémeas
(P=0,027), e nos jovens é significativamente menor que nos adultos (P=0,008).

A média geral do diametro horizontal da cornea foi de 15,7+2,74 mm para a
populagdo estudada. O comprimento médio encontrado nos machos foi de
17,57£0,48 mm e de 14,12+3,40 mm para fémeas. Nos jovens a média foi de
13,63£3,29mm e 16,02+2,87mm para os adultos. Os machos tiveram o diametro da
cornea significativamente maior que as fémeas (P=0,016). Ndo houve diferenca
significativa quando o diametro horizontal da cérnea das corujas adultas e jovens foi

comparado (P=0,10), e do olho direito e esquerdo (P=0,99).

5.5.4.6 Espessura central da cornea

O valor médio da espessura central da cornea para a populagao estudada foi
de 0,28+0,03 cm. Para fémeas a espessura média foi de 0,29+£0,02 cm o qual foi
significativamente menor (P=0,03) que a espessura observada em machos desta
espécie 0,31£0,02 cm. Com relacdo a idade dos animais, observou-se pouca
diferenga na espessura central da cornea entre jovens e adultos, os quais os valores
meédios encontrados foram 0,30+£0,02 cm e 0,30£0,024 cm, respectivamente. Nao foi
observada diferenca significativa com relacéo a idade (P=0,71) ou aos olhos direito e
esquerdo (P=0,68).

5.5.4.7 Fundoscopia
Somente em cinco corujas que responderam a contengéo fisica em ambiente

escuro com midriase, foi possivel observar padrdo anangiodtico e atepetal da retina.

A coroide é altamente vascularizada, com vasos evidentes e distribuidos em um
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padrao radial a partir de uma faixa central imaginaria, onde tais vasos, por vezes, se
entrelacam (Figura 2D). Da superficie do nervo optico se protrui, em direcdo ao
corpo vitreo, uma estrutura denominada pécten ocular, em formato plissado, similar
a um pente, altamente pigmentada (Figura 8). Foi possivel de se observar ainda
uma févea bem desenvolvida em algumas aves, localizada dorsolateralmente ao

pécten ocular.

Figura 8 - Fundo de olho de uma coruja-orelhuda adulta capturada por oftalmoscopia indireta.
Observar a intensa vascularizagdo coroidal, com vasos em disposi¢cado radial a partir de uma faixa
central imaginaria na qual tais vasos, por vezes, se entrelagam, e a presenga do pécten ocular (seta).

5.6 DISCUSSAO

Devido ao fato dos animais examinados terem sido originalmente de vida
livre, ndo foi possivel obter a idade exata de cada exemplar, apenas aproximada. No
presente estudo, observou-se diferenga significativa de pesos entre os sexos das
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corujas-orelhudas (Asio clamator), sendo que as fémeas sdo mais pesadas. Esta
diferenga entre sexos ja foi descrita anteriormente em outros rapinantes. Esta
caracteristica € mais evidente em falconideos que nas corujas, podendo ser em
decorréncia do chamado dimorfismo sexual reverso que estas aves apresentam
(WEIDENSAUL, 1996; PEREIRA, 2007). Nosso achado corrobora também com
alguns relatos, que afirmam que as fémeas sdo mais pesadas nos rapinantes que se
alimentam de serpentes e roedores, como € o caso das corujas Asio clamator (DEL
HOYO; SARGATAL; ELLIOT, 1994; PEREIRA, 2007).

Como ja demonstrado em outros animais da ordem Strigiformes (CURTIS;
MILLER, 1938), observamos na coruja-orelhnuda que os ossiculos esclerais
apresentam forma retangular e cdncava, com o eixo mais longo direcionado no
sentido anteroposterior, apresentando uma largura nitidamente variavel, isto em
decorréncia da forma tubular do bulbo ocular destas aves (FRANZ-ODENDAAL,;
HALL, 2006; LIMA et al., 2009; MENEGAZ; KIRK, 2009). A forma individual dos
ossiculos esclerais varia entre as aves de achatada ou ligeiramente convexa a
cbncava, de acordo com o formato geral do bulbo ocular (BAUMEL et al., 1993;
LIMA et al., 2009). Este arranjo tem importante papel na acomodagao da coérnea e
na protecédo do bulbo ocular (FRANZ-ODENDAAL; HALL, 2006; LIMA et al., 2009). A
guantidade de ossiculos esclerais variaram entre 15-16, corroborando Mohecha &
Oliveira, (1998) que encontraram variacdo de 14-16 ossiculos esclerais em corujas
da familia Titonidae e Stringidae, e Lima et al., (2009), que encontraram 15 ossiculos
esclerais em cada anel de ossiculos em corujas da espécie T. alba. Porém, o bulbo
ocular destes animais, as coruja-das-torres (7. alba), € relativamente pequeno,
provavelmente, pelo fato do cranio desta espécie ser mais estreito
comparativamente ao de outras corujas (MAHECHA; OLIVEIRA, 1998). Diversos
estudos afirmam que o anel escleral € composto por ossiculos que podem
apresentar-se em quantidade variavel e possuir formatos diferentes entre si,
variando amplamente entre as diferentes espécies de aves (CURTIS; MILLER, 1938;
DE QUEIROZ; GOOD, 1988; WARHEIT; GOOD; DE QUEIROZ, 1989; LIMA et al.,
2009; MENEGAZ; KIRK, 2009), répteis e teledsteos (FRANZ-ODENDAAL; HALL,
2006).

O osso sesamoide da esclera foi observado no aspecto ventral de todos os
anéis de ossiculos esclerais das corujas-orelhudas analisadas. Segundo Mahecha e
Oliveira (1998), relatam que tal osso sesamoide foi observado apenas nas corujas,
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apresentando dimensdes e formas variadas nas diferentes espécies estudadas.
Ocasionalmente pode ser duplo, como na coruja jacurutu (Bubo virginianus)
(MAHECHA,; OLIVEIRA, 1998). O osso sesamoide tem a funcdo de redirecionar o
trajeto do tenddo do musculo piramidal da terceira palpebra (BAUMEL et al. 1993;
MAHECHA; OLIVEIRA, 1998).

A Orbita 6ssea das corujas-orelhudas apresentou algumas particularidades
distintas, dentre elas um curto processo supraorbital, dirigido lateral e caudalmente,
projetado do terco médio da margem supraorbital, constituido pelo osso frontal
(PYCRAFT, 1902). Tal processo prové area de fixagcao para a larga fascia orbital que
contribui para a manutengao do bulbo ocular na érbita e que se continua pela parte
caudal da margem supraorbital e processo pos-orbital (PYCRAFT, 1902). Outra
peculiaridade observada é o processo pés-orbital que é bem desenvolvido. Trata-se,
no caso, de um processo longo, largo e céncavo na sua face orbital, projetando-se
lateral e ventralmente da parte lateral da margem orbital, que em Struthioniformes é
formada pelo osso frontal (BAUMEL et al. 1993), de modo a acompanhar a curvatura
da parte lateral do polo posterior do bulbo ocular. Aparentemente, as corujas s&o as
unicas aves nas quais o processo pos-orbital, pelo fato de ser largo, isola a érbita da
fossa lateral (MENEGAZ; KIRK, 2009). Adicionalmente, foi observado que o septo
interorbital € reduzido, um tanto espesso e ndo apresenta fonticulos interorbitais,
sendo, portanto, inteiramente 0sseo. Esta caracteristica é observada nas espécies
Asio, Photodilus, Bubo (PYCRAFT, 1902) e na espécie Strinx que também apresenta
o septo interorbital relativamente espesso, comparativamente a outras espécies de
corujas (SHUFELDT, 1900). Sendo assim, o septo interorbital de corujas-orelhudas &
diferente da ampla e delgada lamina éssea presente na maioria das outras ordens
de aves, apresentando tecido 6sseo esponjoso entre suas finas ldminas de 0sso
compacto (PYCRAFT, 1902; BAUMEL et al. 1993). O osso lacrimal (Figura 1-3) é
muito desenvolvido e constitui grande parte da parede rostral da 6rbita, mantendo
amplo contato com o desenvolvido e bulboso processo palatino da maxila presente
neste género (PYCRAFT, 1902). Trés forames foram identificados no fundo da
orbita, corroborando com os achados de Pycraft (1902) que demonstram que o
maior e mais rostral corresponde ao forame Optico, enquanto que os outros dois
menores, mais caudais e ventrais, correspondem ao forame comum para 0s nervos
oculomotor (lll), troclear (IV) e abducente (VI) e ao forame do nervo trigémeo (V)
(Figura 3), o mais caudal e ventral do conjunto.
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Nas corujas Asio clamator, em algumas situagdes, ha grande movimentagao
da palpebra superior no ato de piscar em decorréncia da movimentacao da terceira
palpebra, com frequéncia de movimentos maior do que a palpebra inferior. Em
outras situagdes a palpebra inferior move-se com maior intensidade. Isto pode estar
associado ao estresse ou nervosismo destes animais, frente a situacbes em que se
sentem ameacgados (SICK, 1993). Nas aves em geral, as palpebras comumente s&o
finas, mais susceptiveis aos traumas e apresentam pouco movimento, sendo que as
palpebras inferiores s&o mais moveis que as superiores (MURPHY, 1993;
WILLIAMS, 1994; GELATT, 1999; MONTIANI-FERREIRA, 2001), principalmente em
situacdo de tranquilidade (SICK, 1993). Nas corujas-orelhudas observou-se que o
movimento da terceira palpebra ocorre no sentido ventrolateral, diferente dos caes e
gatos, espécies nas quais a terceira palpebra se movimenta no sentido dorsolateral
devido esta estrutura estar localizada ventromedialmente no saco conjuntival, entre
a palpebra inferior e o bulbo ocular (MAGGS; MILLER; OFRI, 2008). Nos rapinantes
diurnos, este movimento ocorre do angulo medial do olho em diregdo lateral
(MURPHY, 1993). Nas corujas estudadas, foi observado que a terceira palpebra é
espessa, apresenta coloragdo esbranquicada e nao € translucida como em muitas
outras aves (GELATT, 1999; MONTIANI-FERREIRA, 2001; HARRIS et al., 2008;
MAGGS; MILLER; OFRI, 2008). Em sua margem apresentam pigmentagcdo, como
observado em alguns caes (MAGGS; MILLER; OFRI, 2008).

As aves apresentam as margens palpebrais altamente pigmentadas e nao
apresentam glandulas tarsais (MURPHY, 1993; MONTIANI-FERREIRA, 2001;
HARRIS et al., 2008), diferentemente dos canideos, felinos domésticos (MAGGS;
MILLER; OFRI, 2008) e seres humanos (LIESEGANG; SKUTA; CANTOR, 2005).
Nas palpebras de corujas-orelhudas, percebeu-se que as margens, sao irregulares e
associadas aos foliculos das filoplumas. Além disso, um desnivel em “degrau” é
nitidamente perceptivel entre os limbos palpebrais anterior e posterior de ambas as
palpebras. O angulo lateral do olho é aparentemente maior que o dngulo medial e foi
notado que as palpebras inferiores sdo maiores que as superiores diferentemente do
que foi encontrado por Harris et al. (2008), que destacaram que a palpebra superior
das corujas Megascops asio, € maior que a inferior. As filoplumas séo cilios
modificados que estdo presentes em ambas as palpebras de corujas e sao
estruturas observadas apenas em aves (MURPHY, 1993; MONTIANI-FERREIRA,
2001; HARRIS et al., 2008).
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A cor da iris, bem como o formato da pupila, podem variar de acordo com a
espécie dos individuos (GELATT, 1999), podendo também alterar-se entre os
animais, dependendo da quantidade e tipos de pigmentos, do grau de
vascularizagdo (GELATT, 1999), da idade (GELATT, 1999) e sexo (BORTOLOTTI;
SMITS; BIRD, 2003). Em aves a dieta também pode influenciar na coloragéo da iris
(GELATT, 1999). Como os animais vieram de diferentes criatorios, as dietas podem
ter influenciado a coloragao da iris destes animais. Contudo, verificou-se que nas
corujas-orelhudas ocorre influéncia da idade na coloragdo da iris. Os animais jovens,
até aproximadamente quatro meses de vida, apresentavam iris mais clara, variando
de castanho amarelada a castanho claro. Nos animais com idade além desta, a iris
tornou-se marrom escura, podendo este fendbmeno estar relacionado com a
presencga de purinas e de pteridinas (GELATT, 1999; BORTOLOTTI; SMITS; BIRD,
2003), sendo isto observado principalmente em pombas e nas corujas jacurutu
(Bubo virginianus) (GELATT, 1999).

No presente estudo dois animais apresentaram anisocoria fisiologica,
provavelmente em decorréncia do estresse da contencédo, sendo este fendbmeno
comumente descrito em aves em situagdes de estresse (MONTIANI-FERREIRA,
2001; HARRIS et al., 2008).

Quanto ao angulo iridocorneano, pode-se observar que a malha trabecular
estende-se pelo estroma da iris. Isto ocorre porque no angulo iridocorneano das
aves, ha extensdo lateral da cadmara anterior, situada entre a iris e a cornea, é
altamente desenvolvida e estende-se posteriormente, entre o corpo ciliar e a esclera,
onde recebe o nome de seio cilioescleral (EVANS; MARTIN, 1993). Este seio é
atravessado por uma grande rede de fibras elasticas que constituem os ligamentos
pectinados com largas aberturas, os chamados espag¢os do angulo iridocorneano
(Espagos de Fontana). Nos animais investigados os mais jovens apresentavam
espacamento entre os ligamentos pectinados, enquanto que, nos adultos, a malha
trabecular pareceu estar mais desenvolvida, com espacamentos menos evidentes
ou ausentes.

A mensuragdo lacrimal é parte importante do exame oftalmico e tem como
objetivo avaliar o funcionamento da glandula lacrimal, sendo possivel mensurar em
mamiferos, répteis e aves por meio do Teste Lacrimal de Schirmer-1 (TLS)
(MONTIANI-FERREIRA, 2001). Com relagdo aos rapinantes noturnos, ndo ha
relatos da mensuracédo do Teste Lacrimal de Schirmer em corujas-orelhudas. A
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produgdo lacrimal que encontramos foi de 5,03+5,00 mm/min, diferiu
substancialmente do resultado encontrado em 21 olhos de corujas-screech-oriental
(Megascops asio) nas quais a média foi de <2 mm/min (HARRIS et al., 2008). Outros
estudos em diferentes espécies de aves, ja foram realizados, como nos
psitaciformes que apresentaram 3,2+2,7 a 7,5£2,6 mm/min de produgdo lacrimal e
nas pombas africanas que foi de 4,5t1 mm/min (WILLIAMS, 1994). Dentre os
rapinantes diurnos, os Accipitriformes apresentaram uma producdo lacrimal bem
maior que os Falconiformes, que foi de 10,7+4,0 a 11,545,4 mm/min e de 4,1£2.7 a
14,4+7.2 mm/min, respectivamente (HARRIS et al., 2008). Provavelmente as
diferencas de valores encontrada nas diferentes espécies de aves podem estar
relacionadas com a adaptacdo ao meio ambiente natural no qual cada uma vive,
tamanho da érbita, tamanho e fungédo da glandula lacrimal (WILLIAMS, 1994), além
da conformacdo e do movimento das palpebras.

A microbiota conjuntival normal tem sido estudada em diferentes mamiferos e
animais selvagens, pois pode auxiliar eventualmente na escolha da melhor conduta
terapéutica, frente a processos infecciosos. Dentre os animais investigados
encontram-se aves (DUPONT et al., 1994, WILLIAMS, 1994; HARRIS et al., 2008;
BAYON et al. 2007), porcos (DAVIDSON et al., 1994), cdes (MOORE; NASISSE
1995), gatos (SHEWEN et al., 1980), cavalos (ANDREW et al., 2003), cervo (DUBAY
et al., 2000), macacos-prego (GALERA et al.,, 2002; MONTIANI-FERREIRA et al.,
2008b), bugio (GALERA et al.,, 2002), capivaras (MONTIANI-FERREIRA et al.,
2008a), castores (CULLEN, 2003), furdo-europeu (MONTIANI-FERREIRA et al.,
2006), chinchilas (LIMA et al., 2010; MULLER et al., 2010), gambas (PINARD et al.,
2002; SPINELLI et al. 2010), racoon (PINARD et al., 2002; SPINELLI et al. 2010),
coelhos (COOPER et al., 2001), entre outras. Neste estudo, assim como a grande
maioria dos mamiferos (SHEWEN et al., 1980; DAVIDSON et al., 1994; DUPONT et
al., 1994; WILLIAMS, 1994; MOORE; NASISSE 1995; DUBAY et al., 2000; PINARD
et al., 2002; CULLEN, 2003; MONTIANI-FERREIRA et al., 2006; BAYON et al.,
2007; HARRIS et al.,, 2008; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008a; MONTIANI-
FERREIRA et al., 2008b; LIMA et al., 2010; SPINELLI et al. 2010), a predominancia
foi de isolados bacterianos Gram-positivas, com maior prevaléncia do Staphlococcus
sp. e em menor frequéncia Micrococcus sp. e Corynebacterium spp. Estas bactérias
fazem parte microbiota conjuntival normal destes animais, mas sdo oportunistas e

podem se tornar patogénicas em situagdes especificas (MOORE; NASISSE 1995).
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Nas corujas deste estudo, a maioria das bactérias Gram-negativas foram da familia
Enterobacteriaceae, dentre elas E. coli, e Serratia sp. Corroborando com estudos
que afirmam que o isolamento de E. coli em olhos de animais € um achado
relativamente comum, e sendo igualmente descrito em outras espécies de corujas,
falconiformes (DUPONT et al.,, 1994; HARRIS et al., 2008) entre outras espécies
animais. Por serem bactérias habitantes naturais do intestino de mamiferos, s&o
excretadas pelas fezes, podendo sobreviver em particulas fecais, na poeira e em
agua por meses (QUINN, 1994). Assim como no caso das E.coli, estas bactérias n&o
parecem serem residentes do olho e sim, agentes transitorios. Portanto, o seu
isolamento neste estudo pode indicar possivel contaminagcdo fecal, sendo neste
caso, apenas uma bactéria transitoria da conjuntiva.

O estesiometro de Cochet-Bonnettem objetiva avaliar a sensibilidade da
cérnea através do limiar de toque da sua superficie, sendo a utilizacdo deste
instrumento calibrado recentemente bem estabelecida na medicina veterinaria. Para
tanto, pesquisas com diversas espécies de animais ja foram realizadas, exceto em
corujas-orelhudas, as quais apresentaram menor sensibilidade corneana média
(0,81+0,59 cm) em relagao a outras espécies animais, tais como os porcos-da-india
(2,0£0,6 cm) (TROST; SKALICKY; NELL, 2007), os Hispaniolan parrot (1,33+1,06
cm) (Storey, 2009), os gatos domésticos (2,8 cm) (CHAN-LING, 1989, BLOCKER,;
VAN DER WOERDT, 2001), os equinos (5,01+£0,61 cm) (BROOKS et al., 2000;
RANKIN et al., 2003) e os seres humanos (5,3 cm) (MILLODOT, 1969). Esta menor
sensibilidade corneana observada nas corujas-orelhudas e nos Hispaniolan parrot
pode ocorrer para permitir que a visdao durante o v6o ndo seja obstruida por
lacrimejamento excessivo (STOREY, 2009). Vale ressaltar que as corujas jovens
(1,25+0,28 cm) foram mais sensiveis que as corujas adultas (0,86+0,65 cm), fato
este ndo sendo descrito em outras aves. Porém, corrobora com estudos em outras
espécies, como em gatos domésticos (BLOCKER; VAN DER WOERDT, 2001),
equinos e em alpacas que apresentaram sensibilidade corneana significativamente
maior em filhotes (BROOKS; CLARK; LESTER, 2000; RANKIN et al., 2012). Millodot
(1977) afirma em seu estudo, comparando a influéncia da idade na sensibilidade
corneana de seres humanos que pessoas de 7-40 anos de idade apresentam maior
sensibilidade. Porém, apdés os 50 anos, a sensibilidade vai diminuindo
significativamente e o autor ainda questiona se esta alteragdo € decorrente do
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espessamento da estrutura fibrosa da cérnea, da diminui¢do do teor de agua ou da
atrofia das fibras nervosas (MILLODOT, 1977).

A PIO ja foi relatada em algumas aves e em diferentes espécies de corujas,
contudo n&o ha relatos da PIO em corujas Asio clamator. Os valores de PIO
relatados variaram consideravelmente entre as diferentes espécies de corujas, como
nas corujas jacurutu (Bubo virginianus) que apresentaram média de PIO de 7,111
mmHg, relativamente menor que a encontrada nas outras espécies (RAYMENT,;
WILLIAMS, 1997). Contudo o instrumento utilizado nesta ocasido foi a tonometro de
Schiotz (RAYMENT; WILLIAMS, 1997), que pode ter levado a esse tipo de diferenca.
Nas corujas bufo-real (Bubo bubo), que atualmente s&o as maiores corujas
relatadas, a média encontrada foi de 9,35+1,81 mmHg (JEONG et al., 2007). Nas
corujas Scheech-oriental (Megascops asio) as médias encontradas foram de 11
1,9 mmHg (HARRIS et al., 2008). Ja nas corujas mocho-galego (Athene noctua), que
sd0 aves pequenas, as médias da PIO (19,15 mmHg) (BAYON et al., 2006) foram
muito maiores as que as médias obtidas para a espécie investigada no presente
estudo (13,81+5,63 mmHg). Valores maiores de PIO também foram observados em
trés espécies de falconideos, os aguia-calgada, (Aquila pennata) 16,19+3,49 mmHg
(BAYON et al., 2006), na aguia-cobreira (Circaetus gallicus) 20+5,92 mmHg
(BAYON et al., 2006) e aguia-de-bonelli, (Aquila fasciata) 19,61+2,43 mmHg
(BAYON et al., 2006). Em outras espécies de aves a PIO também foi avaliada, como
nos perus (25 mmHg) (BAYON; ALMELA; TALAVERA, 2007) e nos Psitacideos (20-
25 mmHg) (BAYON et al., 2007), sendo estes resultados, maiores que os valores
mensurados nas corujas deste estudo. Estas discrepancias encontradas entre os
strigiformes, falconideos e outras familias de aves ocorrem, provavelmente, devido
as diferengas nos instrumentos empregados em cada estudo, diferengas nas formas
dos bulbos oculares entre estas espécies, influéncia do ciclo circadiano na regulagéo
e formagdo do humor aquoso (PEREIRA et al., 2011) e por ultimo, devido as
diferengcas no mecanismo de acomodagdo ocular entre as diferentes aves
(GLASSER; HOWLAND, 1996).

No presente estudo, apesar das corujas fémeas serem significativamente
maiores que os machos, a média do didmetro horizontal da rima palpebral
encontrada foi maior nos machos e nos adultos. Como algumas corujas se
encontravam ainda em crescimento, também foi observada diferenca no diametro

horizontal da rima palpebral entre jovens e adultos. Com relacdo ao didmetro
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horizontal da cérnea das corujas-orelhudas deste estudo, a média encontrada foi de
15,7£2,74 mm, corroborando com os achados em corujas Scheech-oriental
(Megascops asio) (15,5£0,5 mm), que foram semelhantes (HARRIS et al., 2008).
Contudo, em nosso estudo observamos que a cérnea dos machos (17,57+0,48 mm)
é significativamente maior que as das fémeas (14,12+3,40 mm) fato ainda n&o
relatado em outras espécies (WILLIAMS, 1994; CULLEN, 2003; HARRIS et al.,
2008).

Algumas pesquisas com o0 paquimetro ultrassOnico avaliando a espessura
central da cérnea em aves ja foram realizadas nas aves de rapina. No entanto, este
€ o primeiro relato da mensuragao de espessura central da cérnea em corujas Asio
clamator (0,294£0,03 mm). A espessura central da cornea (ECC) desta espécie foi
maior que as encontradas em coruja mocho-galego (Athene noctua) (0,140,018
mm) (BAYON et al., 2006) e na espécie de corujas bufo-real (Bubo bubo)
(0,24+0,008 mm) (BAYON et al., 2006). Comparando nossos resultados com os
resultados obtidos em outra espécie de ave, nosso dado foi ainda maior que o
encontrado nas galinhas 0,24+0,0004 mm (MONTIANI-FERREIRA; CARDOSO;
PETERSEN-JONES, 2004). Comparativamente a diferentes espécies de mamiferos
ja estudadas, a ECC das corujas foram menores que no furdo-europeu (0,33+0,02
mm) (MONTIANI-FERREIRA et al., 2006), nos macacos-prego (0,46 mm)
(MONTIANI-FERREIRA et al., 2008b), nas capivaras (0,48+0,03 mm) (MONTIANI-
FERREIRA et al., 2008a), nos gatos domésticos (0,57+0,012 mm) (MOODIE et al.,
2001) e nos seres humanos (0,52+0,03 mm) (ASHWIN et al., 2009). Corroborando
com Prince (1956), que afirmam que a ECC em aves, de forma geral, € mais fina
que em outras espécies. Contudo a razdo para este fato ndo esta bem elucidada,
podendo ocorrer em decorréncia do formato do bulbo ocular e pela presenca da
ldmina cartilaginosa da esclera. Discordando desta ideia, achados em outras aves
de rapina, como nos falconideos, mostram que a espessura corneana media
encontrada na aguia-calgada (Aquila pennata) 0,58+0,05 mm, na aguia-cobreira
(Circaetus gallicus) 0,60+£0,05 mm e aguia-de-bonelli, (Aquila fasciata) 0,63+0,02 mm
foram maiores que nas corujas deste estudo e até mesmo que nos seres humanos
(BAYON et al., 2006).

Apesar das fémeas deste estudo serem mais pesadas, suas corneas foram
significativamente mais finas que as dos machos. O mesmo fenbmeno ocorreu nas
chinchilas (LIMA et al., 2010) e em criangas (SAHIN et al., 2008), contudo n&o foi
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encontrado relatos na literatura sobre este fenbmeno em aves. Em contrapartida, em
capivaras (MONTIANI-FERREIRA et al., 2008a), furdo-europeu (MONTIANI-
FERREIRA et al., 2006) e seres humanos adultos (SANCHEZ-TOCINO et al., 2007)
0 oposto ocorreu, as corneas das fémeas foram mais espessas comparativamente
aos machos de suas respectivas espécies.

Nao foi realizada fundoscopia em todas as corujas-orelhudas examinadas,
uma vez que foi encontrada certa dificuldade em sua execugdo em decorréncia da
miose parcial observada em muitos destes animais. O padrédo da retina das cinco
corujas-orelhudas examinadas € anangiotica e atapetal, recebendo sua nutricdo
através do corpo vitreo e da coroide, como € observado em aves de forma geral
(PEREIRA, 2007, RUGGERI et al., 2010). Ruggeri et al. (2010) confirmaram através
das imagens obtidas por tomografia de coeréncia 6ptica (TCO) que as camadas da
retina de falconideos e strigiformes ndo possuem vasos sanguineos, diferentemente
da dos seres humanos. Foi possivel observar nas corujas veias coroidais,
especialmente nas aves jovens (MURPHY, 1993), podendo estas serem
visualizadas em decorréncia da pouca pigmentagao do epitélio pigmentar na maioria
das aves de rapina noturnas (MURPHY, 1993). Apenas uma fovea, a fovea
temporal, que € bem desenvolvida e localizada dorsolateralmente ao pécten ocular
foi observada nas corujas-orelhnuda (RUGGERI et al.,, 2010), caracteristica
comumente relatada em strigiformes (MURPHY, 1993; OROSZ, 2007). Por sua vez
os falconiformes e os psitaciformes possuem duas féoveas em cada bulbo ocular
(PRINCE, 1956; MURPHY, 1993; WILLIAMS, 1994; MONTIANI-FERREIRA, 2001;
OROSZ, 2007; RUGGERI et al., 2010). Exames de TCO em corujas (Bubo
virginianus e Strix varia) revelam que a espessura da coroide altera dependendo da
localizagao, ou seja, a coroide é mais fina na regido proxima no nervo Optico e mais
espessa ao redor da fovea (RUGGERI et al., 2010). A maioria das espécies
domésticas de mamiferos ndo possui févea, apresentando uma acuidade visual
menos privilegiada comparativamente as aves (GELATT, 1999; MONTIANI-
FERREIRA, 2001; MONTIANI-FERREIRA, 2008a; CULLEN, 2003; LIMA et al.,
2010).

O pécten ocular € uma projecao tecidual localizado no interior da camara
vitrea (PRINCE 1956; GELATT, 1999; OROSZ, 2007; MONTIANI-FERREIRA, 2001;
RUGGERI et al., 2010), similar ao tecido da uvea (MONTIANI-FERREIRA, 2007),
que é encontrado em todas as aves (PRINCE 1956; MURPHY, 1993; OROSZ, 2007,
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RUGGERI et al., 2010). O pécten ocular da coruja Asio clamator é plissado
diferenciando-se de outros formatos relatados, como a forma de palheta, ou de cone
(MONTIANI-FERREIRA, 2001). Esta estrutura pode ser evidenciada em corujas-
orelhudas no exame de oftalmoscopia, no entanto exames de ultrassonografia ocular
(SQUARZONI et al., 2010) e de OCT (RUGGERI et al., 2010) também auxiliam na
observacao desta estrutura in vivo. O pécten ocular das aves tem como funcéo,
proteger e obstruir a sobrecarga de brilho na retina (PRINCE, 1956), mas
provavelmente suas fungdes primarias incluem a nutricdo da por¢ao interna da retina
avascular (MURPHY, 1993; GELATT, 1999; MONTIANI-FERREIRA, 2001),
participagdo na regulagcdo acido-basica e provavel contribuicdo na formagédo de
fluido intraocular (MURPHY, 1993).

Este estudo contribuiu para o estabelecimento de valores de referéncias para
testes diagnosticos oftalmicos em corujas-orelhudas (Asio clamator), bem como para
a caracterizagdo da morfologia ocular, gerando dados e demonstrando aspectos que
poderdo auxiliar os médicos veterinarios oftalmologistas a ndo confundirem
eventuais oftalmopatias com as caracteristicas morfolégicas peculiares desta
espécie. Sendo assim, o estabelecimento de valores de referéncia certamente
proporcionara diagnosticos mais precisos para as oftalmopatias nestas aves quando
receberem cuidados oftalmologicos no futuro. Para melhor compreenséo de algumas
das caracteristicas morfologicas descritas nesta pesquisa, acredita-se ser
necessario o desenvolvimento estudos complementares sobre histologia ocular

nesta espécie.
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6 ANEXOS



Pesq. Vet. Bras. 33(10):1275-1289, outubro 2013

O olho da coruja-orelhuda: observagoes morfoldgicas, biométricas

e valores de referéncia para testes de diagnostico oftalmico’

Ana C.V. Rodarte-Almeida?*, Marcello Machado3, Suelen B. Baldotto?, Luciane
Leigue dos Santos?, Leandro Lima? Rogério R. Lange?, Tilde R. Froes?
e Fabiano Montiani-Ferreira?
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L., Lange R.R, Froes T.R. & Montiani-Ferreira F. 2013. [The eye of the striped owl: mor-
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The investigation aimed to describe the most relevant morphological characteristics
of the eyes of the striped owl (Asio clamator) and determine normal values for selected
ophthalmic diagnostic tests. A total of 32 eyes of 16 young and adult free-ranging heal-
thy striped owls of both sexes were investigated. Data of different morphological observa-
tions of the skull, eye globe and adnexa, clinical tests and parameters were collected, inclu-
ding Schirmer Tear Test (STT), normal conjunctival bacterial microbiota, esthesiometry,
intraocular pressure (IOP), central corneal thickness (CCT), horizontal palpebral fissure
length, horizontal, corneal diameter and fundoscopy. Twenty two types of bacteria were
identified in twelve owls, the most frequent bacteriae were the Gram-positive. The mean
value found for the STT was 5.03+3.28mm/min; horizontal palpebral fissure lengths was
21.24+1.17mm, and 15.7+2.74mm for horizontal corneal diameter. The mean value for the
esthesiometry was 0.80+0.59cm, I0P was 13.81+5.62mmHg and CCT was 0.28+0.03cm.
This study contributes to establish reference values for selected ophthalmic diagnostic
tests in the striped owl, as well as for morphological characterization of the eyeball of Asio
clamator; but it is still necessary to characterize furthermore its histologic features.

INDEX TERMS: 4sio clamator, Schirmer tear test, normal microflora, esthesiometry, intraocular pres-
sure, morphology of the skull, ultrasound paquimetry.

RESUMO.- Objetivou-se relatar caracteristicas morfold-
gicas do bulbo ocular e determinar valores de referéncia
para testes oftalmicos selecionados em corujas-orelhudas
(Asio clamator). Foram estudados 32 olhos de 16 corujas
(Asio clamator), adultas e jovens, machos e fémeas, de vida
livre. Sendo compilados dados referentes a observagdes
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morfoldgicas do cranio, bulbo ocular e anexos, além de
mensuracao de testes oftalmicos, incluindo, Teste Lacrimal
de Schirmer (TLS), cultura da microbiota normal da con-
juntiva, estesiometria, pressao intraocular (PI10), espessu-
ra de cérnea central (ECC), didmetro horizontal da rima
palpebral, didmetro horizontal da cérnea e oftalmoscopia
indireta. Vinte e dois tipos de bactérias foram identificados
em 12 corujas havendo predomindncia de microrganis-
mos Gram-positivos. A média encontrada para o TLS foi de
5,03+3,28mm/min, para o didmetro horizontal da rima pal-
pebral em 16 corujas foi 21,24+1,17mm, e 15,7+2,74mm
para o didmetro horizontal da cérnea. O valor médio para
o teste de estesiometria foi de 0,80+0,59cm, a PIO média
de 13,81+5,62mmHg e ECC média de 0,28+0,03cm. O estu-
do contribuiu para a caracterizacdo da morfologia ocular e
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para o estabelecimento de valores de referéncias de testes
diagndsticos oftalmicos em corujas-orelhudas, sendo ne-
cessario ainda o desenvolvimento de estudos complemen-
tares sobre histologia ocular desta espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: Asio clamator, teste lacrimal de Schir-
mer, espessura central da cornea, pressdo intraocular, microbiota
conjuntival normal, paquimetria ultrassonica, estesiometria, mor-
fologia da o6rbita.

INTRODUCAO

A coruja (Asio clamator), também conhecida como coruja-
-orelhuda (Sick 1993, Novaes 2011), é uma ave de rapina
noturna pertencente a ordem dos Strigiformes que é sub-
dividida em duas familias: Titonidae (suindaras) e Estrigi-
dae (corujas tipicas) (Agillar 2003, Pereira 2007). A familia
Titonidae conta com 1 género composto por 16 espécies
diferentes e 63 taxons. Por sua vez, a familia Estrigidae é
composta por 25 géneros com 189 espécies 548 taxons
(Agillar 2003).

As corujas estdo distribuidas em diversos habitats no
mundo (Santos 1979, Sick 1993, Agillar 2003), exceto na
Antartica, e sdo provavelmente originarias do Velho Mundo
(Sick 1993, Aguiar & Naiff 2009). As corujas-orelhudas sao
encontradas na América do Sul, principalmente na Vene-
zuela, Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil, tanto
em areas altamente arborizadas quanto em areas urbanas
(Sick 1993, Agillar 2003, Squarzoni et al. 2010).

Os tamanhos das corujas de modo geral variam consi-
deravelmente com a espécie (Sick 1993), sendo que as co-
rujas-orelhudas (4sio clamator) sao relativamente grandes,
apresentando aproximadamente 37cm e pesando entre
320,00-546,00g (Sick 1993, Squarzoni et al. 2010). Os indi-
viduos de ambos os sexos se parecem, sendo que as vezes
as fémeas sdo maiores que os machos. Uma peculiaridade
das corujas é que a penugem natal destas aves é substitui-
da por uma segunda gerac¢do de plumas assemelhando-se a
uma lanugem (Sick 1993).

As corujas-orelhudas (4sio clamator) se alimentam de
roedores, marsupiais (gambas) e morcegos (Santos 1979,
Sick 1993, Agillar 2003), muitas vezes devorando a presa
inteira sem limpa-la, e possuem ainda a capacidade de re-
gurgitar alimentos inteiros, ou seja, pelotas de ossos de ro-
edores maiores e de quirépteros. (Santos 1979, Sick 1993,
Agillar 2003, Pereira, 2007). Sua maior atividade cagado-
ra desenvolve-se no crepuisculo e no comec¢o da noite até
aproximadamente 21 horas, podendo haver alteracido de
acordo com a claridade da lua (Sick 1993). Esta espécie ani-
mal apresenta um ouvido bem desenvolvido, com presenca
de um disco facial que possui a funcdo de refletor sonoro,
permitindo assim, que a coruja localize sua preza em movi-
mento. Os ouvidos externos sio assimétricos, fato este que
parece colaborar, com a focaliza¢do, onde o lado esquerdo
focaliza para baixo e o direito para cima. As penas que re-
cobrem os ouvidos possuem uma estrutura rala peculiar,
permitindo a penetragdo de som (Sick 1993, Agillar 2003).
Nestas corujas, a capacidade visual aparentemente nao é
inferior a actstica destas aves (Sick 1993).

Nas corujas em geral, os olhos apresentam caracteristi-
cas distintas, como olhos grandes localizados rostralmen-
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te, altamente expressivos, com campo visual limitado pela
pouca mobilidade do bulbo ocular, fato este suprido pela
alta mobilidade da cabega, que pode girar em até aproxima-
damente 2700, para facilitar a visdo, sendo ela uma cabega
larga e redonda (Santos 1979, Sick 1993, Agillar 2003). Os
olhos destas aves apresentam formato semitubular devido
a conformacdo do anel de ossiculos esclerais, continuo com
a lamina cartilaginosa da esclera. O olho da ave é relativa-
mente grande em relacdo a cabeca do animal. Geralmente a
coruja-orelhuda e as outras corujas apresentam excelente
acomodacio visual, em torno de 0,7-10 Dioptrias aproxima-
damente (Gelatt 1999), ja que tanto a cornea quanto a lente
podem modificar a curvatura ao focar (King 1984, Murphy
1993, Gelatt 1999, Montiani-Ferreira 2001, Montiani-Fer-
reira 2007). Sabe-se que as cdrneas das corujas apresen-
tam a lamina limitante anterior (ldmina de Bowman) visi-
vel a microscopia. As retinas das corujas de modo geral sao
anangiéticas, possuindo apenas uma févea e o pécten ocu-
lar, sendo capaz de responder a amplo espectro de cores,
como o ultravioleta (King 1984, Murphy 1993, Montiani-
-Ferreira 2001, Montiani-Ferreira 2007). Algumas investi-
gacdes oftdlmicas ja foram realizadas em outras espécies
de corujas como Scheech-oriental (Megascops asio) (Harris
et al. 2008), macho galego (Athene noctua), bufo-real (Bubo
bubo) (Bayon et al. 2006, Jeong et al. 2007). Na espécie Asio
clamator, no entanto, apenas avaliagcdes dos aspectos ul-
trassonograficos dos olhos destes animais foram realizadas
(Squarzoni et al. 2010), sendo portando, necessarios ainda
mais estudos, principalmente de outros parametros biomé-
tricos e morfoldgicos dos seus olhos e valores de referéncia
para testes de diagndstico oftalmico desta espécie. Uma vez
que a oftalmologia comparada tornou-se parte importante
na oftalmologia veterinaria, objetivou-se obter na presen-
te investigacdo descritiva do drgio da visdo, dados sobre
as peculiaridades morfolégicas, bem como fisiolégicas do
olho das corujas orelhudas, por meio de testes oftalmicos
aqui selecionados, que poderdo ajudar na interpretacao e
no diagndstico de doencas oculares nessas aves.

MATERIAL E METODOS

A nomenclatura utilizada nesta investigacdo, para a classificacio
da coruja-orelhuda (4sio clamator) e das outras espécies de aves
mencionadas, foi a proposta pelo Comité Brasileiro de registros
ornitolégicos (CBRO) (Novaes 2011).

Preparo das pecas anatomicas. Para o estudo morfolégico
da 6rbita éssea da espécie de coruja Asio clamator, objeto deste
trabalho, foram utilizadas 03 (trés) cabecas de animais que vie-
ram a 6bito no Hospital Veterinario da Universidade do Contes-
tado (UnC, Canoinhas, Brasil) e 1 (uma) de um animal doado por
um pesquisador (Dr. José Ricardo Pachaly, Unipar-PR). A técnica
utilizada para o preparo dos ossos das cabegas foi maceragdo com
larvas de moscas, a qual permite a completa remog¢ao dos tecidos
moles, preservando apenas as partes 6sseas e as ranfotecas. Tal
técnica é um método eficaz para a preservacdo de ossos delica-
dos, pois evita danos que comumente ocorrem com o emprego de
outras formas de osteotécnicas, como também em tentativas de
dissec¢do com instrumental cirtrgico.

Apods a remocdo da pele e dos bulbos oculares, as cabegas fo-
ram colocadas em recipientes individuais e cobertas por tela de
metal com aberturas hexagonais de cerca de 2 cm de didmetro,
em seguida, serem expostas ao tempo na intenc¢do de haver a de-
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posicdo de ovos de insetos dipteros, comumente atraidos por car-
cacas desprotegidas. O periodo de maceragdo varia de acordo com
a quantidade de larvas que se desenvolvem e, neste estudo, variou
de 5-7 dias. Apds este periodo, as pecas dsseas foram lavadas em
agua corrente e mergulhadas em perdxido de hidrogénio 50%
para o seu clareamento, durante 24 horas. Em seguida as pecas
foram lavadas em agua destilada, secas ao ar e montadas. Um ade-
sivo comercial de éster de cianoacrilato foi utilizado para colar as
partes dsseas, com exce¢do da mandibula, a qual foi mantida livre.
Os bulbos oculares foram preparados por dissec¢do com instru-
mental cirdrgico, a fim de se preservar a disposicdo natural dos
ossiculos esclerais. Logo apds removidos da 6rbita, os bulbos fo-
ram minuciosamente dissecados para a remocao de tecidos moles
como musculos extrinsecos oculares, fascias, conjuntiva bulbar,
camadas superficiais da esclera, cornea e componentes internos
como iris, corpo ciliar, coroide, retina, corpo vitreo e lente. Foram
preservados apenas a lamina cartilaginosa da esclera e o anel de
ossiculos esclerais. Especial aten¢do foi dada a preservagdo do
osso sesamoide da esclera. Assim, a conformacdo 6ssea da 6rbita
e os ossiculos esclerais de 4 (quatro) corujas adultas da espécie
Asio clamator foi estudada a olho desarmado, como também sob
magnificacdo de duas a quatro vezes por meio de lupa estereos-
copica. Foram realizadas fotografias digitais do conjunto total dos
ossos da cabeca, bem como de detalhes relativos a érbita e aos
bulbos oculares.

Procedimentos oftalmicos e animais vivos. Foram estuda-
das 16 corujas (Asio clamator), sendo que nove delas eram apa-
rentemente adultas, trés jovens e quatro ndo foram informadas
as idades. Adicionalmente, dois filhotes de corujas, de aproxima-
damente um més de idade também tiveram seus bulbos oculares
examinados e documentados apenas com relagio a morfologia. Do
total foram avaliadas sete fémeas; quatro machos e cinco animais
cujo sexo nao foi determinado. Os animais pesavam entre 485,00

Fig.1. Os testes oculares
realizados nos olhos
das corujas-orelhu-
das. (A) Teste lacri-
mal de Schirmer. (B)
Coleta de amostra da
microbiota da con-
juntiva e cérnea. (C)
Andlise estesiométri- "%
ca da cérnea central. & ;
(D) Mensuragdo da s
PIO.

e 625,00g e foram selecionados aleatoriamente dos seguintes
locais: Centro de Triagem de Animais Silvestres (Cetas, PUCPR/
IBAMA), Tijucas do Sul, Brasil; Guira-Oga Centro de Recuperacgido
e Reprodugido de Animais da Selva Paranaense, Puerto Iguazy,
Argentina; Zoolégico Roberto Ribas Lange, Criadouro de Animais
Silvestres e Hospital Veterinario da ITAIPU, Foz do Iguagu, Brasil;
e do Parque Ecoldgico Ouro Fino, Campo Largo, Brasil.

O experimento foi integralmente baseado nos critérios pre-
conizados pelas “Normas para uso de animais em pesquisas
oftalmoldgicas” da ARVO (Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research) e aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Objetivando excluir possiveis alteracdes sistémicas, todos os
animais foram submetidos a exame fisico, seguido de exame of-
talmico. Os testes oftalmicos foram realizados por diferentes ava-
liadores, porém, para evitar discrepancia de resultados, o mesmo
avaliador que realizou um determinado teste, passou a sempre
fazé-lo durante toda a investigagao.

Exames oftalmicos. Para a contengio fisica, utilizaram-se lu-
vas de couro, que auxiliaram na conten¢ido dos membros pélvicos.
As asas foram entdo recolhidas e seguradas com a mesma mao
que continha os membros pélvicos, para evitar fraturas em qual-
quer seguimento dos membros ou quebra das penas, gerando o
minimo de estresse possivel para o animal durante os procedi-
mentos. Cada ave foi entdo mantida na posi¢do vertical, com a ca-
beca estabilizada por conten¢do manual da extremidade do bico
e tomou-se cuidado para ndo realizar compressao sobre a regido
cervical.

Apbs contencdo, as aves foram submetidas a exame oftalmico,
que incluia uso do transiluminador de Finoff, biomicroscopia com
lampada de fenda (Hawk Eye, Dioptrix, L'Union, France.), teste La-
crimal de Schirmer (TLS) (Teste da Lagrima de Schirmer, Ophthal-
mos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.), coleta de material
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para cultura e andlise bacteriolégica, estesiometria (Cochet-Bon-
net, Luneau Ophtalmologie, Chartres Cedex, France.), documen-
tagdo fotografica digital (Maquina fotografica, Sony Cybershot,
DSC- T700, Camera Digital com 3x Zoom Optico.), tonometria de
aplanacdo (Tonopen XL, Mentor Medical Systems.), medida da es-
pessura central de cornea (Paquimetro ultrassénico, Micropach®
Sonomed, Model 200P+, Lake Success, NY, USA.), mensuragao do
diametro horizontal da rima palpebral e do didametro horizontal
da cérnea (paquimetro de ago inoxidavel) (Paquimetro de aco
inoxidavel, Neiko Tools, Klamath Falls, Oregon, USA.) e fundosco-
pia (Hawk Eye, Dioptrix, L'Union, France).

Inspecido ocular. Utilizando iluminagdo direta com auxilio de
um transiluminador de Finoff e biomicroscépio com lampada de
fenda, procedeu-se a inspe¢do do segmento anterior de 32 olhos
de 16 corujas (Asio clamator). Um olho foi excluido da pesquisa,
por apresentar altera¢des oftalmicas, totalizando entdo 31 olhos
estudados.

Teste lacrimal de Schirmer (TLS). Posteriormente, proce-
deu-se o exame lacrimal, por meio do Teste Lacrimal de Schirmer
tipo 1 (TLS) (Fig.1A) em 31 olhos das 16 corujas, sem instilagdo
de colirio anestésico para minimizar qualquer influéncia sobre os
resultados. Este teste mensurou a produgdo basal e parte da pro-
ducdo reflexa da fracdo aquosa do filme lacrimal, sendo utilizadas
tiras milimetradas e padronizadas de papel estéril de TLS para
sua realizacdo. As fitas foram acondicionadas individualmente
no interior do saco conjuntival até o férnice inferior de ambos os
olhos, durante o periodo de um minuto.

Pesq. Vet. Bras. 33(10):1275-1289, outubro 2013

Andlise microbioldgica. Para analise da microbiota ocular de
avaliou-se 12 corujas realizando gentil friccdo de zaragatoa na con-
juntiva palpebral e fornice conjuntival inferior de cada olho e na
superficie ocular (cérnea e conjuntiva bulbar) (Fig.1B), de forma
asséptica, perfazendo um total de 23 olhos (amostras) de 12 coru-
jas. Tomou-se o devido cuidado para que a zaragatoa ndo tocasse as
filoplumas e a margem palpebral, tentando assim evitar ao maximo a
contaminagdo externa. Ndo foi administrado anestésico topico, pois a
utilizacdo deste farmaco poderia interferir no crescimento de micro-
-organismos (Mullin & Rubinfeld 1997). Em seguida, as zaragatoas
foram acondicionadas em meio de transporte de Stuart e armaze-
nadas sob refrigeracdo para, posteriormente, serem enviadas ao la-
boratdrio de microbiologia. As culturas dos micro-organismos foram
realizadas em placas com meio BHI (brain-heart infusion), Agar san-
gue de carneiro 5% e MacConkey, as quais permaneceram incubadas
a 37°C em ambiente aerdbico durante 24 a 48 horas. Em suma, a me-
todologia para andlise microbiolégica empregada nesta pesquisa foi
amesma de outras pesquisas realizadas em outras espécies animais
para o estabelecimento da microbiota conjuntival (Pinard et al.2002,
Montiani-Ferreira et al. 2006, Montiani-Ferreira et al. 2008a, Lima
etal. 2010). As coldnias bacterianas obtidas foram identificadas por
coloracdo de Gram e procedimentos padrao de avaliacdo.

Estesiometria. A sensibilidade da cérnea de 27 olhos de 14
corujas foi mensurada, utilizando o estesiometro de Cochet-Bonnet
(Fig.1C). O equipamento é composto por um monofilamento de
nailon com didmetro pré-definido, e comprimento ajustavel. Para a
mensuracdo, tocou-se suavemente o monofilamento de nailon, na

ON/OFF = ZERO

Fig.2. Os testes oculares
realizados nos olhos
de corujas-orelhu-
das. (A) Mensura-
¢do do didmetro
horizontal da rima
palpebral. (B) Men-
suracdo do diametro
horizontal da cor-
nea. (C) Paquime-
tria de cornea. (D)
Oftalmoscopia indi-
reta com lente de 20
dioptrias.
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superficie central da cérnea, regulando o comprimento do fio, dei-
xando-o mais curto, até se obter uma resposta (ato de piscar) da ave.

Pressao intraocular (PI0). A pressao intraocular de 31 olhos
de 16 corujas foi mensurada com auxilio do tonémetro de apla-
nagdo (Fig.1D), posicionando-o perpendicularmente a coérnea e
tocando-a suavemente. O resultado final obtido representa uma
média de trés mensurag¢des, com erro maximo de 5%, entre as
mensuragdes consecutivas. Nesta etapa do estudo, o avaliador
preocupou-se em ndo realizar qualquer forma de pressio na re-
gido cervical dos animais, evitando assim possivel alteracdo na
mensuracdo final da PIO.

Diametro horizontal da rima palpebral e didmetro horizontal
da cornea. As mensuragdes do didmetro horizontal da rima palpe-
bral e do didametro horizontal da cérnea foram realizadas utilizan-
do-se paquimetro de aco inoxidavel com visor de LCD e precisdo
de +/- 0,02 mm, em 31 olhos de 16 corujas (Asio clamator).

Para a mensuragdo do didmetro horizontal da rima palpebral
uma das extremidades do paquimetro foi posicionada sobre o
vértice do angulo medial do olho e, a outra extremidade, sobre o
vértice do angulo lateral. Ja para a aferigdo do didmetro horizontal
da cdérnea, ambas as extremidades do paquimetro foram posicio-
nadas sobre o limbo da cérnea (Fig.2A e B).

Paquimetria central de cérnea. A espessura central da cor-
nea (ECC) foi mensurada em 28 olhos de 14 corujas, utilizando-se
um paquimetro ultrassonico, que apresenta a velocidade de som
na cérnea pré-estabelecida em 1640m/s (Fig.2C). Previamente ao
exame, instilou-se um colirio anestésico tépico estéril a base de
cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina 0,1% (Coli-
rio Anestésico, Allergan, Sdo Paulo, BR).

Fundoscopia. Os fundos dos olhos de 5 corujas foram exami-
nados por meio de uma lente de 20 dioptrias e um transilumi-
nador de Finoff (Fig.2D). Fotografias foram obtidas por meio do
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Fig.3. Elementos 6sseos do esqueleto da cabe¢a de uma coruja-orelhuda (Asio clamator) adulta. (A) Aspecto dorsal. (B) Aspecto lateral

direito. (C) Aspecto rostrolateral direito. A mandibula e o anel de ossiculos esclerais foram removidos. (D) Aspecto ventral do bulbo
ocular direito ap6s remocdo dos tecidos moles. Notar a forma tubular do anel de ossiculos esclerais (estrela) e como os ossiculos
laterais sdo mais longos em comparagdo aos mediais; o sesamoide da esclera (cabeca de seta) localizado anterior e medialmente,
proximo a margem anterior do anel de ossiculos esclerais, margem que correspondente a regido do limbo da cérnea no vivente; e
a lamina cartilaginosa da esclera (asterisco), fixa a margem posterior do anel de ossiculos, em forma de cupula. Legenda: aoe, anel
de ossiculos esclerais esquerdo; Osso frontal (F); osso lacrimal (L); margem supraorbital (mso); zona flexora craniofacial (zfcf);
processo supraorbital(pso); incisura do ducto nasolacrimal (idn); osso jugal (J); lamina cartilaginosa da esclera (Ice); processo do
osso ectetmoide (pe); processo palatino da maxila (ppm); processo pos-orbital (ppo); processo zigomatico (pz); osso sesamoide da
esclera (se). (E) Osso ectetmoide; forame comum para os nervos oculomotor III (fc), troclear IV e abducente VI; forame dptico (fo);
forame do nervo trigémeo V (ft); maxila (M); osso palatino (P); processo orbital do osso quadrado (po); osso pterigoide (Pt); osso
quadrado (Q); septo interorbital, osso mesetmoide (si); sulco do nervo olfatério (sno). Barra = 1cm.
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Quadro 1. Quantidade de animais e olhos avaliados com os respectivos resultados
estatisticos, obtidos para os diferentes testes de diagnodstico oftalmolégicos em
olho de corujas (Asio clamator)

Exames N2de N2de Média Mediana Desv Pad* CV**
corujas olhos

Teste lacrimal de Schrirmer (mm/min) 16 30 5,03 5,00 3,29 0,65
Estesiometria (cm) 14 27 0,81 0,50 0,59 0,73
Diametro horizontal da rima palpebral (mm) 16 31 21,25 21,15 1,18 0,06
Diametro horizontal da crnea (mm) 16 31 15,76 16,50 2,74 0,17
Espessura da cornea central (mm) 13 26 0,29 0,29 0,03 0,11
Pressao intraocular (mmHg) 16 31 13,81 13,00 5,63 0,41

DesvPad* = Desvio padrao; CV** = Coeficiente de variagdo; N2 = Nimero; (mm/min) = milimetro
por minuto; (mm) = milimetro; (mmHg) = milimetros de mercurio.

biomicroscopio com ldmpada de fenda adaptado a um sistema de
fotografia digital.

Analise estatistica. Foi realizada andlise de estatistica descri-
tiva, Teste-t quando houve comparacgdo entre dois grupos (com-
parando olhos direitos e esquerdos ou animais machos e fémeas)
de dados continuos numéricos (dados biométricos), Teste Exato
de Fisher (para comparacgdo de proporgdes) e Teste de Correlagio
de Bartlett (para comparar correlagdes das variaveis continuas
numéricas) utilizando o software JMP, versao 5.0.1 (Software JMP,
versdo 5.0.1, SAS Institute Inc., Cary, NC). Os dados foram expres-
sos na forma de média + desvio padrdo e foram considerados sig-
nificativos quando o valor de P <0,05.

RESULTADOS

Os resultados numéricos obtidos para todos os testes oftal-
micos utilizados nos animais desta pesquisa apresentaram
uma distribuicdo normal, uma vez que os erros dos dados
apresentaram distribuicdo normal de acordo com o Teste
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Fig.4. Imagem lateral do olho de uma coruja Asio clamator, evi-
denciando filoplumas em ambas as palpebras, superior quan-
to inferior (setas), margem palpebral inferior mais extensa
que a superior, margem palpebral irregular, demonstrando
um desnivel em “degrau” entre os limbos palpebrais anterior
e posterior (asterisco), despigmentacdo na extremidade late-
ral da margem da terceira palpebra e cdmara anterior do olho
profunda (DTP).
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Shapiro-Wilk. O Quadro 1 contém os resultados das anali-
ses estatisticas descritivas dos testes oftalmicos.

Aspectos morfoldogicos da orbita 6ssea e da tunica fi-
brosa do bulbo ocular

Foi possivel observar que, devido a forma tubular do
bulbo ocular, os ossiculos esclerais desta espécie apre-
sentam forma retangular e concava, com o eixo mais lon-
go direcionado no sentido anteroposterior. A largura dos
ossiculos é nitidamente variavel (Fig.3D). Dentre os quatro
animais analisados, dois animais (50%) apresentavam 16
ossiculos esclerais em ambos os olhos, um animal (25%)
apresentava 15 em ambos os olhos e, por fim, um animal
(25%) apresentava apenas 15 no olho direito e 16 no olho
esquerdo. Neste ultimo, o ossiculo escleral supranumera-
rio se apresentava mais curto que os demais e intercalado
entre dois ossiculos bem desenvolvidos, de modo que a sua
extremidade anterior ndo participava da margem anterior
do anel de ossiculos esclerais, voltada limbo da cérnea. Ja
a extremidade posterior deste ossiculo participava da mar-
gem posterior do anel de ossiculos esclerais, aquela conti-
nua com a lamina cartilaginosa da esclera e que denuncia
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Fig.5. Olho esquerdo de uma coruja- orelhuda adulta, ev1denc1an-
do a terceira palpebra, de coloracdo esbranquicada e margem
pigmentada, que esta localizada dorsomedialmente (asteris-
co). Notar a superficie irregular das margens palpebrais de
ambas as palpebras (setas).
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o equador do bulbo ocular destes animais (Fig.3D). O osso
sesamoide da esclera foi observado no aspecto ventral de
todos os anéis de ossiculos esclerais (Fig.3D).

A orbita 6ssea das corujas-orelhudas apresenta um
curto processo supraorbital (Fig.3B,C), dirigido lateral e
caudalmente, que se projeta do terco médio da margem
supraorbital (Fig.3A-C), constituida pelo osso frontal. Tal
processo prové area de fixacdo para a larga fascia orbital, a
qual tem papel na contenc¢do do bulbo na érbita.

O processo pdés-orbital (Fig.3B,C) é bem desenvolvido.
Trata-se de um processo longo, largo e concavo na sua face
orbital. Projeta-se lateral e ventralmente da parte lateral da
margem orbital, que em strigiformes é formada pelo osso
frontal, de modo a acompanhar a curvatura da parte lateral
do polo posterior do bulbo ocular. O processo poés-orbital
constitui o limite lateral da cavidade orbital destas aves.

0 septo interorbital (Fig.3C) é reduzido um tanto espes-
so e sendo constituido principalmente pelo osso mesetmoi-
de, o qual abrange a parte rostral da parede medial da 6rbi-
ta. Nao apresenta fonticulos interorbitais, sendo, portanto,
inteiramente 6sseo. Em seu aspecto dorsal esta localizado
o sulco do nervo olfatério (I) (Fig.3C). Rostralmente, fundi-
do ao osso mesetmoide, o osso ectetmoide (Fig.3C) contri-
bui para a formagio da parede rostral da 6rbita juntamente
com o osso lacrimal (Fig.3B,C), localizado lateralmente a
este. Entretanto apesar de relacionados, estes dois ossos
ndo sio fundidos e acabam por constituir uma parede ros-
tral descontinua. A caracteristica mais marcante do osso
ectetmoide é um processo que se projeta em dire¢do ven-
trolateral, o processo do ectetmoide (Fig.3B,C). Em simila-
ridade com o processo p6s-orbital, o processo do ectetmoi-
de é concavo em sua face orbital e acompanha o contorno
do bulbo ocular, mas no quadrante ventromedial da 6rbita.
Sua extremidade livre esta voltada para a extremidade livre
do processo pés-orbital, de modo que o espago entre as ex-
tremidades livres dos dois processos e o espago entre estes
e a parede medial da 6rbita constituem um assoalho orbi-
tal dsseo descontinuo, fechado basicamente por musculos
relacionados a mandibula e, no estado macerado, invadido
pelo processo orbital do osso quadrado (Fig.3C).

0 osso lacrimal (Fig.3A-C) é muito desenvolvido e cons-
titui grande parte da parede rostral da 6rbita. Estd articu-
lado ao osso frontal e amplamente a maxila, desde a regido
da zona flexora craniofacial (Fig.3A,C), dorsalmente, se
estendendo ventralmente até muito préximo ao osso jugal
(Fig.3B,C); rostral e ventralmente mantém amplo contato
com o desenvolvido e bulboso processo palatino da maxila
(Fig.3B,C). Apresenta formato irregular, contornos rombos
e delicadas trabéculas 6sseas que lhe conferem um aspecto
esponjoso, perceptiveis em seu interior através de suas pa-
redes finas e, em algumas partes, fenestradas. O osso lacri-
mal ndo apresenta processo supraorbital (este esta presen-
te no osso frontal) e é sulcado lateralmente pela incisura do
ducto nasolacrimal (Fig.3B,C) que se continua na maxila e
se abre na cavidade medial.

Trés forames sdo facilmente perceptiveis no fundo da
orbita. O maior e mais rostral corresponde ao forame 6pti-
co, enquanto que os outros dois menores e mais caudais e
ventrais, correspondem ao forame comum para os nervos

oculomotor (III), troclear (IV), abducente (VI) e ao forame
do nervo trigémeo (V) (Fig.3C), o mais caudal e ventral do
conjunto.

Observacoes gerais nos animais vivos

Todos os 16 animais submetidos ao exame fisico apre-
sentavam-se em boas condi¢cdes de saude. Ao exame oftal-
mico, somente um paciente apresentou luxacdo de lente
unilateral, com edema de cornea no bulbo ocular direito,
sendo este olho excluido da pesquisa. Destes 16 animais,
sete (43,75%) eram fémeas, quatro (25,00%) eram ma-
chos e cinco (31,25%) ndo foram sexados. Nesta pesquisa,
nove (56,25%) eram adultos, trés (18,75%) jovens, quatro
(25%) dos animais ndo foram classificados, pois eram de
vida livre. Portanto, 12 animais foram classificados apenas
em adultos ou em jovens, ndo sendo possivel calcular a mé-
dia da idade da populagdo dos animais avaliados.

0 peso médio encontrado foi 510,00 + 50,00g. Foi ob-
servado que as fémeas eram significativamente mais pesa-
das que os machos, apresentando peso médio de 510,00 *
51,75 g e os machos 490,00 + 68,50 g, P= <0001. Contudo,
ndo houve diferenca significativa entre idade aproximada e
peso médio dos animais (P= 0,52).

Observacoes da morfologia ocular externa em animais
vivos

Externamente, é facilmente perceptivel que os olhos de
coruja Asio clamator sdo voltados rostralmente. As palpe-
bras sdo relativamente finas e méveis, sendo que a inferior
é maior que a superior. A palpebra inferior apresenta, na
maior parte do tempo, maior mobilidade quando compara-
da com a superior. Contudo, foi observado que em algumas
situagdes a palpebra superior movimenta-se com maior in-
tensidade. O angulo lateral do olho é maior do que o angulo
medial e a abertura total da rima palpebral é relativamente
larga quando comparada ao didmetro da cérnea e ao tama-
nho do bulbo ocular. A margem palpebral é pigmentada,
irregular e apresenta um desnivel em “degrau” entre os
limbos palpebrais anterior e o posterior. Ha delicadas filo-
plumas (cilios modificados) em ambas as palpebras (Fig.4).
Dois pontos lacrimais, um superior e outro inferior, estdo
presentes na margem das respectivas palpebras, na regido
do angulo medial de ambos os olhos.

A terceira palpebra esta localizada dorsomedialmente
no saco conjuntival, entre a palpebra superior e o bulbo
ocular. E relativamente espessa e de coloracio esbranqui-
cada, ndo possibilitando a visualizacdo das estruturas in-
traoculares ao recobrir a superficie corneana. Em alguns
exemplares tende a azulada. Em sua margem é possivel ob-
servar uma faixa pigmentada marrom-escura, que diminui
de intensidade a medida que se aproxima do dangulo lateral
do olho e termina por desaparecer por completo (Fig.5). A
terceira palpebra de corujas Asio clamator é uma estrutu-
ra extremamente movel e seu movimento se da em direcao
ventrolateral.

A iris apresenta diferentes graus de pigmentacdo, va-
riando entre o marrom escuro nos animais adultos e nos
jovens de amarelado a marrom claro. As pupilas possuem
formato circular, movimento voluntario e é possivel obser-
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var uma pequena parte do epitélio pigmentar da iris na
margem pupilar (Fig.6).

Com relagdo aos reflexos pupilares, as corujas avaliadas
ndo apresentaram resposta ao reflexo direto e ao consen-
sual, contudo, foi observado que dois animais apresenta-
ram anisocoria, provavelmente por estresse, logo apds a
contengdo, sendo que as pupilas retornaram a dilatacdo
normal quando as corujas estavam em situacao de repouso
ap6s cerca de 20 minutos.

Os ligamentos pectinados nestas aves sdo mais desen-
volvidos que nos mamiferos sendo que as malhas trabecu-
lares sdo extensas, particularmente no nivel do angulo late-
ral do olho. Nos animais jovens parte da malha trabecular
encontra-se ndo apenas no angulo iridocorneano, mas é
também visivel na superficie periférica da iris, podendo-se
observar os espacgos entre os ligamentos pectinados, espa-
¢os do angulo iridocorneano (Espagos de Fontana), sem o
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uso de lente para gonioscopia. Nos animais adultos, os liga-
mentos pectinados, espacos do angulo iridocorneano e até
mesmo parte da malha trabecular, ainda estdo aparentes ao
olho desarmado. Entretanto, a extensdo de tais ligamentos
e o0 espacamento entre eles nitidamente diminuem confor-
me as corujas envelhecem (Fig.6).

A lente nesta espécie é transparente, contudo nas aves
mais jovens (com aproximadamente um més de idade) foi
observada leve opacidade de localizagao central (nuclear),
que apos aproximadamente dois meses de vida comegou a
diminuir, tornando-se translicida quando as aves chegam
a idade adulta (entre trés e quatro meses de idade) (Fig.
7A,B).

Teste lacrimal de Schirmer
O valor médio geral encontrado no Teste Lacrimal
de Schirmer foi de 5,03+3,28mm/min. De acordo com o
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Fig.6. Iris de olhos de corujas-orelhudas em diferentes faixas etarias, evidenciando as diferentes coloragdes, os ligamentos pectinados
e os espacos do angulo iridocorneano (Espagos de Fontana) observaveis sobre na superficie da iris. (A) Ligamentos pectinados
do olho direito de uma coruja de aproximadamente um més de idade. Observar a grande extensdo dos ligamentos pectinados e o
espacamento entre eles, e a coloracdo marrom clara. (B) Angulo iridocorneano do olho direito de uma coruja jovem evidenciando
espacos menores entre os ligamentos pectinados e coloragio mais amarelada. (C,D) Angulo iridocorneano do olho esquerdo de uma
coruja idosa; notar os ligamentos pectinados ainda aparentes, mas curtos e com espagamento pequeno entre si e ambos apresentam

coloragdo marrom escura.
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Quadro 2. Géneros bacterianos e frequéncia de bactérias
encontradas em olhos de corujas-orelhudas saudaveis

Nede % de
bactérias bactérias

Bactérias - Género Espécie das bactérias

TOTAL DE GRAM-POSITIVA 20 90,90%
Staphylococcus sp. 18 81,82
sp. 4 18,18  Staphylococcus sp.
SCP 8 36,35  Staphylococcus
saprophyticus
SCN 6 27,27  Staphylococcus aureus
Micrococcus sp. 1 4,54
Corynebacterium sp. 1 4,54
TOTAL DE GRAM-NEGATIVAS 2 9,1
Enterobacteria 2 9,1
E. coli 1 4,55
Serratia sp. 1 4,55
TOTAL DE BACTERIAS ISOLADAS 22 100

SCP = Staphylococcus coagulase positivo; SCN = Staphylococcus coagulase
negativo.

sexo, as fémeas apresentaram a média de 6,64+3,85mm/
min, ja os machos de 4,16+2,40mm/min, e de acordo com
a idade, foi mensurado nos jovens 4,00+3,09mm/min e
6,25+3,58mm/min nos adultos. Ndo houve diferenca sig-
nificativa do Teste Lacrimal de Schirmer entre machos e
fémeas (P=0,16), adultos e jovens (P=0,19) e olhos direito
e esquerdo (P=0,62).

Analise microbiolégica

Foram isoladas 22 tipos de bactérias, em 23 amostras
oculares obtidas de 12 corujas. O Quadro 2 traz os resulta-
dos condensados das andlises microbiolégicas encontrada
em olhos de corujas. Os resultados da cultura revelaram
que houve crescimento bacteriano nas amostras, em 21 dos
23 olhos (91,3%), sendo que apenas 2 (9,52%) amostras fo-
ram negativas. No total de amostras positivas, foram isola-
das 20 (90,9%) bactérias classificadas em Gram-positivas e
apenas 2 (9,09%) amostras foram Gram-negativas. As bac-
térias encontradas na microbiota ocular das corujas deste
estudo incluem: Staphylococcus sp., Micrococcus sp. Coryne-
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Fig.7. Face de dois aves em dife
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1283

bacterium sp., todas Gram-positivas. Dentre as Gram-nega-
tivas foram isoladas apenas E. coli e Serratia sp.(Quadro 2).
Neste estudo, as bactérias mais frequentes na microbiota
ocular dos animais foram os Staphylococcus sp., sendo en-
contrado em 18 (81,83%) amostras (Quadro 2).

Estesiometria da cornea

A média geral de estesiometria foi de 0,80+0,59cm para
a populagao estudada. O valor médio encontrado nas féme-
as foi 1,00+0,51cm e nos machos 0,64+0,61cm. Os animais
jovens apresentaram média de 1,2+0,28cm e os adultos de
0,86+0,65cm. Nao foi encontrada diferenca significativa
das médias de estesiometria com relagdo a idade (adultos
ou jovens) (P=0,22), entre machos e fémeas (P=0,23) ou
entre olhos direto e esquerdo (P=0,53).

Pressao intraocular (P10)

A média geral da PIO foi de 13,81+5,62mmHg da popu-
lagdo estudada. As fémeas apresentaram média de 14,35
+4,58mmHg e os machos de 13,143+4,88mmHg. A média
de pressao intraocular encontrada nos jovens foi de 16,83
+3,86 mmHg e nos adultos de 12,29+4,41mmHg. A PIO nas
aves jovens foi significativamente maior que nas aves adul-
tas (P=0,036). Nao houve diferenca significativa das médias
obtidas entre os sexos (P=0,58) ou entre os olhos direito e
esquerdo (P=0,79).

Diametro horizontal da rima palpebral e didmetro ho-
rizontal da cérnea

O valor médio horizontal geral para a rima palpebral
foi de 21,24+1,17mm para a populacdo estudada. A média
obtida para os machos foi 22,18+0,95mm e para fémeas
21,02+1,09mm. A média encontrada para jovens foi de
20,43+0,97mm e em adultos foi de 21,78+0,97mm. Foi ob-
servado que os machos apresentam o didmetro horizontal
da rima palpebral significativamente maior que as fémeas
(P=0,027), e nos jovens é significativamente menor que nos
adultos (P=0,008).

ad aal
ximadamente um més, é possivel notar a opacidade da lente

em ambos os olhos. (B) Coruja adulta, apresentando translucidez da lente bilateralmente.
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A média geral do diametro horizontal da cérnea foi de
15,7+2,74mm para a populacdo estudada. O comprimen-
to médio encontrado nos machos foi de 17,57+0,48mm
e de 14,12+3,40mm para fémeas. Nos jovens a média foi
de 13,63+3,29mm e 16,02+2,87mm para os adultos. Os
machos tiveram o didmetro da cérnea significativamente
maior que as fémeas (P=0,016). Nao houve diferen¢a sig-
nificativa quando o didmetro horizontal da cérnea das co-
rujas adultas e jovens foi comparado (P=0,10), e do olho
direito e esquerdo (P=0,99).

Espessura central da cérnea

0 valor médio da espessura central da cornea para a
populacio estudada foi de 0,28+0,03cm. Para fémeas a es-
pessura média foi de 0,29+0,02cm o qual foi significativa-
mente menor (P=0,03) que a espessura observada em ma-
chos desta espécie 0,31+0,02cm. Com relacdo a idade dos
animais, observou-se pouca diferenc¢a na espessura central
da cérnea entre jovens e adultos, os quais os valores mé-
dios encontrados foram 0,30 + 0,02 cm e 0,30+0, 024cm,
respectivamente. Nao foi observada diferenca significativa
com relacao a idade (P=0,71) ou aos olhos direito e esquer-
do (P=0,68).

Fundoscopia

Somente em cinco corujas que responderam a conten-
¢do fisica em ambiente escuro com midriase, foi possivel
observar padrdo anangiotico e atepetal na retina. A coroide
¢é altamente vascularizada, com vasos evidentes e distribui-
dos em um padrio radial a partir de uma faixa central ima-
ginaria, onde tais vasos, por vezes, se entrelacam (Fig.2D).
Da superficie do nervo éptico se protrui, em direcao ao
corpo vitreo, uma estrutura denominada pécten ocular, em
formato plissado, similar a um pente, altamente pigmen-

Fig.8. Fundo de olho de uma coruja-orelhuda adulta capturada
por oftalmoscopia indireta. Observar a intensa vascularizagado
coroidal, com vasos em disposi¢do radial a partir de uma faixa
central imaginaria na qual tais vasos, por vezes, se entrela-
¢am, e a presenca do pécten ocular (seta).
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tada (Fig.8). Foi possivel de se observar ainda uma févea
bem desenvolvida em algumas aves, localizada dorsolate-
ralmente ao pécten ocular.

DISCUSSAO

Devido ao fato dos animais examinados terem sido origi-
nalmente de vida livre, nao foi possivel obter a idade exata
de cada exemplar, apenas aproximada. No presente estu-
do, observou-se diferenca significativa de pesos entre os
sexos das corujas-orelhudas (Asio clamator), sendo que as
fémeas sdo mais pesadas. Esta diferenca entre sexos ja foi
descrita anteriormente em outros rapinantes. Esta carac-
teristica é mais evidente em falconideos que nas corujas,
podendo ser em decorréncia do chamado dimorfismo se-
xual reverso que estas aves apresentam (Weidensaul 1996,
Pereira, 2007). Nosso achado corrobora também com al-
guns relatos, que afirmam que as fémeas sdo mais pesadas
nos rapinantes que se alimentam de serpentes e roedores,
como € o caso das corujas Asio clamator (Del Hoyo, Sargatal
& Elliot 1994, Pereira, 2007).

Como ja demonstrado em outros animais da ordem Stri-
giformes (Curtis & Miller 1938), observamos na coruja-ore-
lhuda que os ossiculos esclerais apresentam forma retangu-
lar e concava, com o eixo mais longo direcionado no sentido
anteroposterior, apresentando uma largura nitidamente va-
ridvel, isto em decorréncia da forma tubular do bulbo ocular
destas aves (Franz-Odendaal & Hall 2006, Lima et al. 2009,
Menegaz & Kirk 2009). A forma individual dos ossiculos es-
clerais varia entre as aves de achatada ou ligeiramente con-
vexa a concava, de acordo com o formato geral do bulbo ocu-
lar (Baumel et al. 1993, Lima et al. 2009). Este arranjo tem
importante papel na acomodacdo da cédrnea e na protecdo do
bulbo ocular (Franz-Odendaal & Hall 2006, Lima et al. 2009).
A quantidade de ossiculos esclerais variaram entre 15-16,
corroborando Mohecha & Oliveira (1998) que encontraram
variacdo de 14-16 ossiculos esclerais em corujas da familia
Titonidae e Stringidae, e Lima et al (2009), que encontraram
15 ossiculos esclerais em cada anel de ossiculos em corujas
da espécie T alba. Porém, o bulbo ocular destes animais, as
coruja-das-torres (T alba), é relativamente pequeno, prova-
velmente, pelo fato do cranio desta espécie ser mais estreito
comparativamente ao de outras corujas (Mahecha & Oliveira
1998). Diversos estudos afirmam que o anel escleral é com-
posto por ossiculos que podem apresentar-se em quantida-
de variavel e possuir formatos diferentes entre si, variando
amplamente entre as diferentes espécies de aves (Curtis &
Miller 1938, De Queiroz & Good 1988, Warheit, Good & De
Queiroz 1989, Lima et al. 2009, Menegaz & Kirk 2009), rep-
teis e teledsteos (Franz-Odendaal & Hall 2006).

0 osso sesamoide da esclera foi observado no aspecto
ventral de todos os anéis de ossiculos esclerais das corujas-
-orelhudas analisadas. Segundo Mahecha & Oliveira (1998),
relatam que tal osso sesamoide foi observado apenas nas
corujas, apresentando dimensdes e formas variadas nas di-
ferentes espécies estudadas. Ocasionalmente pode ser du-
plo, como na coruja jacurutu (Bubo virginianus) (Mahecha
& Oliveira 1998). O osso sesamoide tem a fungao de redire-
cionar o trajeto do tendao do musculo piramidal da terceira
palpebra (Baumel et al. 1993, Mahecha & Oliveira 1998).
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A orbita 6ssea das corujas-orelhudas apresentou algu-
mas particularidades distintas, dentre elas um curto pro-
cesso supraorbital, dirigido lateral e caudalmente, proje-
tado do terco médio da margem supraorbital, constituido
pelo osso frontal (Pycraft 1902). Tal processo prové area
de fixacdo para a larga fascia orbital que contribui para a
manuten¢do do bulbo ocular na érbita e que se continua
pela parte caudal da margem supraorbital e processo pds-
-orbital (Pycraft 1902). Outra peculiaridade observada é o
processo pés-orbital que é bem desenvolvido. Trata-se no
caso de um processo longo, largo e concavo na sua face or-
bital, projetando-se lateral e ventralmente da parte lateral
da margem orbital, que em strutioniformes é formada pelo
osso frontal (Baumel et al. 1993), de modo a acompanhar a
curvatura da parte lateral do polo posterior do bulbo ocu-
lar. Aparentemente, as corujas sdo as Unicas aves nas quais
o processo pos-orbital, pelo fato de ser largo, isola a 6rbita
da fossa lateral (Menegaz & Kirk 2009). Adicionalmente foi
observado que o septo interorbital é reduzido, um tanto es-
pesso e ndo apresenta fonticulos interorbitais, sendo, por-
tanto, inteiramente 0sseo. Esta caracteristica é observada
nas espécies Asio, Photodilus, Bubo (Pycraft 1902) e na es-
pécie Strinx que também apresenta o septo interorbital re-
lativamente espesso, comparativamente a outras espécies
de corujas (Shufeldt 1900). Sendo assim, o septo interorbi-
tal de corujas-orelhudas é diferente da ampla e delgada la-
mina 6ssea presente na maioria das outras ordens de aves,
apresentando tecido 6sseo esponjoso entre suas finas lami-
nas de osso compacto (Pycraft 1902, Baumel et al. 1993).
0 osso lacrimal (Fig.1-3) é muito desenvolvido e constitui
grande parte da parede rostral da 6rbita, mantendo amplo
contato com o desenvolvido e bulboso processo palatino da
maxila presente neste género (Pycraft 1902). Trés forames
foram identificados no fundo da orbita, corroborando com
os achados de Pycraft (1902) que demonstram que o maior
e mais rostral corresponde ao forame 6ptico, enquanto que
os outros dois menores, mais caudais e ventrais, corres-
pondem ao forame comum para os nervos oculomotor (I1I),
troclear (IV) e abducente (VI) e ao forame do nervo trigé-
meo (V) (Figura 3), o mais caudal e ventral do conjunto.

Nas corujas Asio clamator, em algumas situag¢des, ha
grande movimentacdo da palpebra superior no ato de pis-
car em decorréncia da movimentagdo da terceira palpebra,
com frequéncia de movimentos maior do que a palpebra
inferior. Em outras situacdes a palpebra inferior move-se
com maior intensidade. Isto pode estar associado ao es-
tresse ou nervosismo destes animais, frente a situagdes
em que se sentem ameacados (Sick 1993). Nas aves em ge-
ral, as palpebras comumente sio finas, mais susceptiveis
aos traumas e apresentam pouco movimento, sendo que
as palpebras inferiores sio mais moéveis que as superio-
res (Murphy 1993, Williams 1994, Gelatt 1999, Montiani-
-Ferreira 2001), principalmente em situa¢do de tranquili-
dade (Sick 1993). Nas corujas-orelhudas observou-se que
o movimento da terceira palpebra ocorre no sentido ven-
trolateral, diferente dos caes e gatos, espécies nas quais a
terceira palpebra se movimenta no sentido dorsolateral
devido esta estrutura estar localizada ventromedialmen-
te no saco conjuntival, entre a palpebra inferior e o bulbo

ocular (Maggs, Miller & Ofri 2008). Nos rapinantes diur-
nos, este movimento ocorre do angulo medial do olho em
direcdo lateral (Murphy 1993). Nas corujas estudadas, foi
observado que a terceira palpebra é espessa, apresenta co-
loracdo esbranquicada e nao é translicida como em muitas
outras aves (Gelatt 1999, Montiani-Ferreira 2001, Harris et
al. 2008, Maggs et al. 2008). Em sua margem apresentam
pigmentacdo, como observado em alguns caes (Maggs et
al. 2008).

As aves apresentam as margens palpebrais altamente
pigmentadas e ndo apresentam glandulas tarsais (Murphy
1993, Montiani-Ferreira 2001, Harris et al. 2008), diferen-
temente dos canideos, felinos domésticos (Maggs, Miller
& Ofri 2008) e seres humanos (Liesegang, Skuta & Cantor
2005). Nas palpebras de corujas-orelhudas, percebeu-se
que as margens, sdo irregulares e associadas aos foliculos
das filoplumas. Além disso, um desnivel em “degrau” é niti-
damente perceptivel entre os limbos palpebrais anterior e
posterior de ambas as palpebras. O angulo lateral do olho é
aparentemente maior que o angulo medial e foi notado que
as palpebras inferiores sdo maiores que as superiores dife-
rentemente do que foi encontrado por Harris et al. (2008),
que destacaram que a palpebra superior das corujas Me-
gascops asio, € maior que a inferior. As filoplumas sao cilios
modificados que estio presentes em ambas as palpebras de
corujas e sdo estruturas observadas apenas em aves (Mur-
phy 1993, Montiani-Ferreira 2001, Harris et al. 2008).

A cor da iris, bem como o formato da pupila, podem va-
riar de acordo com a espécie dos individuos (Gelatt 1999),
podendo também alterar-se entre os animais, dependendo
da quantidade e tipos de pigmentos, do grau de vasculari-
zacdo (Gelatt 1999), da idade (Gelatt 1999) e sexo (Borto-
lotti et al. 2003). Em aves a dieta também pode influenciar
na coloracgdo da iris (Gelatt 1999). Como os animais vieram
de diferentes criatorios, as dietas podem ter influenciado a
coloracgdo da iris destes animais. Contudo, verificou-se que
nas corujas-orelhudas a influéncia da idade na coloragao da
iris. Os animais jovens, até aproximadamente quatro meses
de vida, apresentavam iris mais clara, variando de castanho
amarelada a castanho claro. Nos animais com idade além
desta, a iris tornou-se marrom escura, podendo este fend-
meno estar relacionado com a presenca de purinas e de
pteridinas (Gelatt 1999, Bortolotti et al. 2003), sendo isto
observado principalmente em pombas e nas corujas jacu-
rutu (Bubo virginianus) (Gelatt 1999).

No presente estudo dois animais apresentaram aniso-
coria fisiolégica, provavelmente em decorréncia do estres-
se da contencio, sendo este fendmeno comumente descrito
em aves em situacdes de estresse (Montiani-Ferreira 2001,
Harris et al. 2008).

Quanto ao angulo iridocorneano, pode-se observar que
a malha trabecular estende-se pelo estroma da iris. Isto
ocorre porque no angulo iridocorneano das aves, a extensao
lateral da cAmara anterior, situada entre a iris e a cérnea, é
altamente desenvolvida e estende-se posteriormente, en-
tre o corpo ciliar e a esclera, onde recebe o nome de seio
cilioescleral (Evans & Martin 1993). Este seio é atravessado
por uma grande rede de fibras elasticas que constituem os
ligamentos pectinados com largas aberturas, os chamados
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espacos do angulo iridocorneano (Espacos de Fontana).
Nos animais investigados os mais jovens apresentavam es-
pacamento entre os ligamentos pectinados, enquanto que,
nos adultos, a malha trabecular pareceu estar mais desen-
volvida, com espacamentos menos evidentes ou ausentes.

A mensuracdo lacrimal é parte importante do exame
oftalmico e tem como objetivo avaliar o funcionamento da
glandula lacrimal, sendo possivel mensurar em mamiferos,
repteis e aves por meio do Teste Lacrimal de Schirmer-1
(TLS) (Montiani-Ferreira 2001). Com relagdo aos rapinan-
tes noturnos, ndo ha relatos da mensuracao do Teste La-
crimal de Schirmer em corujas-orelhudas. A produgéo la-
crimal que encontramos foi de 5,03+5,00 mm/min, diferiu
substancialmente do resultado encontrado em 21 olhos de
corujas-screech-oriental (Megascops asio) nas quais a mé-
dia foi de < 2Zmm/min (Harris et al. 2008). Outros estudos
em diferentes espécies de aves, ja foram realizados, como
nos psitaciformes que apresentaram 3,2+2,7 a 7,5+2,6mm/
min de producdo lacrimal e nas pombas africanas que foi
de 4,5+1mm/min (Williams 1994). Dentre os rapinantes
diurnos, os Accipitriformes apresentaram uma produ-
¢do lacrimal bem maior que os Falconiformes, que foi de
10,7£4,0 a 11,5+5,4mm/min e de 4,1+2.7 a 14,4+7.2mm/
min, respectivamente (Harris et al. 2008). Provavelmente
as diferencas de valores encontrada nas diferentes espécies
de aves podem estar relacionadas com a adapta¢do ao meio
ambiente natural no qual cada uma vive, tamanho da érbi-
ta, tamanho e funcio da glandula lacrimal (Williams 1994),
além da conformacdo e do movimento das palpebras.

A microbiota conjuntival normal tem sido estudada em
diferentes mamiferos e animais selvagens, pois pode au-
xiliar eventualmente na escolha da melhor conduta tera-
péutica, frente a processos infecciosos. Dentre os animais
investigados encontram-se aves (Dupont et al. 1994, Willia-
ms 1994, Harris et al. 2008, Bayoén et al. 2007), porcos (Da-
vidson et al. 1994), cdes (Moore & Nasisse 1995), gatos
(Shewen et al. 1980), cavalos (Andrew et al. 2003), cervo
(Dubay et al. 2000), macacos-prego (Galera et al. 2002,
Montiani-Ferreira et al. 2008b), bugio (Galera et al. 2002),
capivaras (Montiani-Ferreira et al. 2008a), castores (Cullen
2003), furdo-europeu (Montiani-Ferreira et al. 2006), chin-
chilas (Lima et al. 2010, Miiller et al. 2010), gambas (Pinard
et al.2002, Spinelli et al. 2010), racoon (Pinard et al.2002,
Spinelli et al. 2010), coelhos (Cooper et al. 2001), entre ou-
tras. Neste estudo, assim como a grande maioria dos mami-
feros (Shewen et al. 1980, Davidson et al. 1994, Dupont et
al. 1994, Williams 1994, Moore & Nasisse 1995, Dubay et
al. 2000, Pinard et al. 2002, Cullen 2003, Montiani-Ferreira
et al. 2006, Bayon et al. 2007, Harris et al. 2008, Montiani-
-Ferreira et al. 2008a, 2008b, Lima et al. 2010, Spinelli et al.
2010), a predominancia foi de isolados bacterianos Gram-
-positivas, com maior prevaléncia do Staphlococcus sp. e
em menor frequéncia Micrococcus sp., e Corynebacterium
spp. Estas bactérias fazem parte microbiota conjuntival
normal destes animais, mas sdo oportunistas e podem se
tornar patogénicas em situagdes especificas (Moore & Na-
sisse 1995). Nas corujas deste estudo, a maioria das bacté-
rias Gram-negativas foram da familia Enterobacteriaceae,
dentre elas E. coli, e Serratia sp. Corroborando com estu-
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dos que afirmam que o isolamento de E. coli em olhos de
animais é um achado relativamente comum, e sendo igual-
mente descrito em outras espécies de corujas, falconifor-
mes (Dupont et al. 1994, Harris et al. 2008) entre outras
espécies animais. Por serem bactérias habitantes naturais
do intestino de mamiferos, sdo excretadas pelas fezes, po-
dendo sobreviver em particulas fecais, na poeira e em dgua
por meses (Quinn 1994). Assim como no caso das E.coll, es-
tas bactérias ndo parecem serem residentes do olho e sim,
agentes transitorios. Portanto, o seu isolamento neste estu-
do pode indicar possivel contaminacio fecal, sendo neste
caso, apenas uma bactéria transitéria da conjuntiva.

O estesiometro de Cochet-Bonnet tem como objetivo
avaliar a sensibilidade da cornea através do limiar de to-
que da sua superficie, sendo a utilizacdo deste instrumen-
to calibrado recentemente bem estabelecida na medicina
veterindria. Para tanto, pesquisas com diversas espécies
de animais ja foram realizadas, exceto em corujas-orelhu-
das, as quais apresentaram menor sensibilidade cornea-
na média (0,81£0,59cm) em relacdo aos porcos-da-india
(2,0£0,6cm) (Trost, Skalicky & Nell 2007), aos Hispaniolan
parrot (1,33+1,06cm) (Storey 2009), aos gatos domésticos
(2,8cm) (Chan-Ling 1989, Blocker & Van der Woerdt 2001),
aos cavalos (5,0120,61cm) (Brooks et al. 2000, Rankin et al.
2003) e aos seres humanos (5,3cm) (Millodot 1969). Esta
menor sensibilidade corneana observada nas corujas-ore-
lhudas e nos Hispaniolan parrot pode ocorrer para permi-
tir que a visdo durante o v6o nio seja obstruida por lacri-
mejamento excessivo (Storey 2009). Vale ressaltar que as
corujas jovens (1,25+0,28cm) foram mais sensiveis que as
corujas adultas (0,86+0,65cm), corroborando com estudos
em outras espécies, como em gatos domésticos (Blocker &
Van der Woerdt 2001), cavalos e em alpacas que apresen-
taram sensibilidade corneana significativamente maior em
filhotes (Brooks, Clark & Lester 2000, Rankin et al. 2012).
Millodot (1977) afirma em seu estudo, comparando a influ-
éncia da idade na sensibilidade corneana de seres huma-
nos que pessoas de 7-40 anos de idade apresentam maior
sensibilidade. Porém, apds os 50 anos, a sensibilidade vai
diminuindo significativamente e o autor ainda questiona
se esta alteracdo é decorrente do espessamento da estru-
tura fibrosa da cérnea, da diminuicdo do teor de 4gua ou da
atrofia das fibras nervosas (Millodot 1977).

A PIO ja foi relatada em algumas aves e em diferentes
espécies de corujas, contudo ndo ha relatos da PIO em co-
rujas Asio clamator. Os valores de PIO relatados variaram
consideravelmente entre as diferentes espécies de corujas,
como nas corujas jacurutu (Bubo virginianus) que apresen-
taram média de PIO de 7,1+1,1mmHg, relativamente menor
que a encontrada nas outras espécies (Rayment & Williams
1997). Contudo o instrumento utilizado nesta ocasiao foi
a tonometro de Schiotz (Rayment & Williams 1997), que
pode ter levado a esse tipo de diferenca. Nas corujas bufo-
-real (Bubo bubo), que atualmente sdo as maiores coru-
jas relatadas, a média encontrada foi de 9,35+1,81mmHg
(Jeong et al. 2007). Nas corujas scheech-oriental (Megas-
cops asio) as médias encontradas foram de 11 + 1,9mmHg
(Harris et al. 2008). Ja nas corujas mocho-galego (Athe-
ne noctua), que sido aves pequenas, as médias de PIO
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(19,15mmHg) (Bayon et al. 2006) foram muito maiores as
que as médias obtidas para a espécie investigada no pre-
sente estudo (13,81+5,63mmHg). Valores maiores de PIO
também foram observados em trés espécies de falconide-
o0s, os aguia-calcada, (Aquila pennata) 16,19+3,49mmHg
(Bayon et al. 2006), na aguia-cobreira (Circaetus gallicus)
2045,92mmHg (Bayén et al. 2006) e aguia-de-bonelli,
(Aquila fasciata) 19,61+2,43mmHg (Baydn et al. 2006). Em
outras espécies de aves a PIO também foi avaliada, como
nos perus (25mmHg) (Bayon, Almela & Talavera 2007) e
nos Psitacideos (20-25mmHg) (Bayon et al. 2007), sendo
estes resultados, maiores que os valores mensurados nas
corujas deste estudo. Estas discrepancias encontradas en-
tre os strigiformes, falconideos e outras familias de aves
ocorrem, provavelmente, devido as diferencas nos instru-
mentos empregados em cada estudo, diferencas nas formas
dos bulbos oculares entre estas espécies, influencia do cir-
culo circadiano na regulacao e formac¢do do humor aquoso
(Pereira et al. 2011) e por ultimo, devido as diferencas no
mecanismo de acomodacao ocular entre as diferentes aves
(Glasser & Howland 1996).

No presente estudo, apesar das corujas fémeas se-
rem significativamente maiores que os machos, a média
do didmetro horizontal da rima palpebral encontrada foi
maior nos machos e nos adultos. Como algumas corujas
se encontravam ainda em crescimento, também foi obser-
vada diferen¢a no diametro horizontal da rima palpebral
entre jovens e adultos. Com relagdo ao didmetro horizon-
tal da cornea das corujas-orelhudas deste estudo, a mé-
dia encontrada foi de 15,7+2,74mm, corroborando com
os achados em corujas scheech-oriental (Megascops asio)
(15,5+0,5mm), que foram semelhantes (Harris et al. 2008).
Contudo, em nosso estudo observamos que a cérnea dos
machos (17,57+0,48mm) é significativamente maior que
as das fémeas (14,12+3,40mm) fato ainda ndo relatado em
outras espécies (Williams 1994, Cullen 2003, Harris et al.
2008).

Algumas pesquisas com o paquimetro ultrassénico ava-
liando a espessura central da cérnea em aves ja foram re-
alizadas nas aves de rapina. No entanto, este é o primeiro
relato da mensuracdo de espessura central da cédrnea em
corujas Asio clamator (0,29+0,03mm). A espessura central
da cérnea desta espécie foi maior que as encontradas em
coruja mocho-galego (Athene noctua) (0,14+0,018mm)
(Bayon et al. 2006) e na espécie de corujas bufo-real (Bubo
bubo) (0,24+0,008 mm) (Bayon et al. 2006). Comparando
nossos resultados com os resultados obtidos em outra espé-
cie de ave, nosso dado foi ainda maior que o encontrado nas
galinhas 0,24+0,0004mm (Montiani-Ferreira et al. 2004).
Por sua vez, menores do que nos diferentes mamiferos ja
estudados como furdo-europeu (0,33+0,02mm) (Montiani-
-Ferreira et al. 2006), macacos-prego (0,46mm) (Montiani-
-Ferreira et al. 2008b), capivaras (0,48+0,03mm) (Montia-
ni-Ferreira etal. 2008a), gatos domésticos (0,57+0,012mm)
(Moodie et al. 2001) e seres humanos (0,52+0,03 mm)
(Ashwin et al. 2009). Corroborando com Prince (1956),
que afirmam que a espessura central da cérnea em aves, de
forma geral, é mais fina que em outras espécies. Contudo a
razdo para este fato ndo esta bem elucidada, podendo ocor-

rer em funcdo da forma do bulbo ocular e pela presenca
da lamina cartilaginosa da esclera. Discordando desta ideia
geral, achados em outras aves de rapina, como nos falco-
nideos, mostram que a espessura corneana média encon-
trada na aguia-cal¢ada (Aquila pennata) 0,58+0,05mm, na
aguia-cobreira (Circaetus gallicus) 0,60+0,05mm e aguia-
-de-bonelli, (Aquila fasciata) 0,63+0,02mm foram maiores
que nas corujas deste estudo e até mesmo que nos seres
humanos (Bayon et al. 2006).

Apesar das fémeas deste estudo serem mais pesadas,
suas corneas foram significativamente mais finas que as
dos machos. O mesmo fendémeno ocorreu nas chinchilas
(Lima et al. 2010) e em criancas (Sahin et al. 2008), contu-
do nao foi encontrado relatos sobre este fendmeno em aves
na literatura. Em contrapartida, em capivaras (Montiani-
-Ferreira et al. 2008a), furdo-europeu (Montiani-Ferreira
etal. 2006) e seres humanos adultos (Sanchez-Tocino et al.
2007) o oposto ocorreu, as corneas das fémeas foram mais
espessas comparativamente aos machos de suas respecti-
vas espécies.

Nao foi realizada fundoscopia em todas as corujas-ore-
lhudas examinadas, uma vez que foi encontrada certa difi-
culdade em sua execuc¢do em decorréncia da miose parcial
observada em muitos destes animais. O padrio da retina
das cinco corujas-orelhudas examinadas é anangidtica e
atapetal, recebendo sua nutrigdo através do corpo vitreo
e da coroide, como é observado em aves de forma geral
(Pereira 2007, Ruggeri et al. 2010). Ruggeri et al. (2010)
confirmaram através das imagens obtidas por tomografia
de coeréncia 6ptica (TCO) que as camadas da retina de fal-
conideos e strigiformes ndo possuem vasos sanguineos, di-
ferentemente da dos seres humanos.. Foi possivel observar
nas corujas veias coroidais, especialmente nas aves jovens
(Murphy 1993), podendo estas serem visualizadas em de-
corréncia da pouca pigmentacdo do epitélio pigmentar na
maioria das aves de rapina noturnas (Murphy 1993). Ape-
nas uma févea, a févea temporal, que é bem desenvolvida e
localizada dorsolateralmente ao pécten ocular foi observa-
da nas corujas-orelhuda (Ruggeri et al. 2010), caracteris-
tica comumente relatada em strigiformes (Murphy 1993,
Orosz, 2007). Por sua vez os falconiformes e os psitaci-
formes possuem duas féveas em cada bulbo ocular (Prin-
ce 1956, Murphy 1993, Williams 1994, Montiani-Ferreira
2001, Orosz, 2007, Ruggeri et al. 2010). Exames de OCT
em corujas (Bubo virginianus e Strix varia) revelam que a
espessura da coroide altera dependendo da localizagao, ou
seja, a coroide é mais fina na regido préxima no nervo 6pti-
co e mais espessa ao redor da fovea (Ruggeri et al. 1989). A
maioria das espécies domésticas de mamiferos ndo possui
févea, apresentando uma acuidade visual menos privilegia-
da comparativamente as aves (Gelatt 1999, Montiani-Fer-
reira 2001, 2008a, Cullen 2003, Lima et al. 2010).

O pécten ocular é uma projec¢do tecidual localizado no
interior da camara vitrea (Prince 1956, Gelatt 1999, Orosz
2007, Montiani-Ferreira 2001, Ruggeri et al. 2010), similar
ao tecido da dvea (Montiani-Ferreira 2007), que é encon-
trado em todas as aves (Prince 1956, Murphy 1993, Orosz,
2007, Ruggeri et al. 2010). O pécten ocular da coruja Asio
clamator é plissado diferenciando-se de outros formatos
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relatados, como a forma de palhetas, ou de cone (Montiani-
-Ferreira 2001). Esta estrutura pdde ser evidenciada em
corujas-orelhudas no exame de oftalmoscopia, no entanto
exames de ultrassonografia ocular (Squarzoni et al. 2010)
e de OCT (Ruggeri et al. 2010) também auxiliam na obser-
vacdo desta estrutura in vivo. O pécten ocular das aves tem
como funcdo, proteger e obstruir a sobrecarga de brilho na
retina (Prince 1956), mas provavelmente suas fung¢des pri-
marias incluem a nutricao da porgao interna da retina avas-
cular (Murphy 1993, Gelatt 1999, Montiani-Ferreira 2001),
participacdo na regulacdo acido-basica e provavel contri-
buig¢io na formacdo de fluido intraocular (Murphy 1993).

Este estudo contribuiu para o estabelecimento de va-
lores de referéncias para testes diagnodsticos oftalmicos
em corujas-orelhudas (Asio clamator), bem como para a
caracterizacdo da morfologia ocular, gerando dados e de-
monstrando aspectos que poderdo auxiliar os médicos
veterinarios oftalmologistas a ndo confundirem eventuais
oftalmopatias com as caracteristicas morfolégicas peculia-
res desta espécie. Sendo assim, o estabelecimento de va-
lores de referéncia certamente proporcionara diagnosticos
mais precisos para as oftalmopatias nestas aves quando
receberem cuidados oftalmolégicos no futuro. Para melhor
compreensdo de algumas das caracteristicas morfoldgicas
descritas nesta pesquisa, acredita-se ser necessario o de-
senvolvimento estudos complementares sobre histologia
ocular nesta espécie.
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