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PARAMETROS OFTALMICOS EM ESPECIMES DE Cuniculus paca CRIADAS
EM CATIVEIRO

RESUMO - Conhecimentos gerados a partir de estudos especificos séo
necessarios para a abordagem frente as diferentes afeccdes oftdlmicas. Variacfes
nos parametros oftalmicos entre as espécies podem ocorrer, notadamente para as
espécies selvagens. Para tanto, estudaram-se alguns parametros oftalmicos em 13
individuos de espécimes de Cuniculus paca, quantificando-se a producao lacrimal,
avaliando-se a bactérias da microbiota conjuntival, a pressado intraocular e o
endotélio corneal. Empregou-se o Teste Lacrimal de Schirmer, a tonometria de
aplanacéo, e a microscopia especular de ndo contato para avaliagdo das variaveis.
A microbiota conjuntival foi avaliada por meio de cultura “Brain Heart Infusion” (BHI)
e “Polimerase Chain Reaction” (PCR) investigando-se a presenca dos
microorganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
e Pseudomonas spp. Ao teste lacrimal de Schirmer I, os resultados foram, na média,
4,10+0,44 mm/min, ndo houve diferenca significativa entre os olhos direito e
esquerdo (p = 0,8275). A média da PIO foi de 6,34 £ 0,43 mmHg, sem diferenca
significativa entre os olhos direito e esquerdo (p= 0,9314). O exame oftalmico
revelou conjuntiva bulbar pigmentada em coloragdo marrom-azulada, cilios
verdadeiros, apenas em palpebra superior e pontos lacrimais superior e inferior,
além de iris com coloracdo marrom, pupila circular e vestigio da membrana
nictitante. Encontraram-se retinas anangiodticas. Identificou-se que 100% dos
individuos foram positivos para as bactérias Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp, 80% para Pseudomonas spp e todos foram negativos para Staphylococcus
aureus. As médias e erro padrao, no que concerne a espessura corneal foram de
0,353 + 0,010 mm. Quanto & &rea foram de 486,30 + 9,56 um?% & densidade de
células endoteliais, foram de 2083,15 + 42,47 célssmm? e em relacdo a
hexagonalidade, de 67,07 + 3,30 %. Com os resultados obtidos, admite-se que 0s
parametros estabelecidos no presente estudo, poderdo servir de referéncia para
estudos futuros, bem como serdo Uteis na abordagem terapéutica frente a diferentes
oftalmopatias, contribuindo para a preservacéo da espécie.

Palavras-chave: silvestre, oftalmologia, pacas, roedor, olho
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OPHTHALMIC PARAMETERS IN Cuniculus paca SPECIMENS RAISED IN
CAPTIVITY

ABSTRACT - Knowledge generated through specific studies is necessary for an
approach about ophthalmic affections. Ophthalmic parameter variations may occur
between species, specially regarding feral ones. Therefore, some ophthalmic
parameters were studied in 13 Cuniculus paca individuals. Lacrimal production was
guantified, corneal endothelium, intraocular pressure and also bacterial presence at
the conjunctival microbiota were evaluated. Schirmer's tear test, applanation
tonometry and non-contact specular microscopy were employed in order to evaluate
the variables. Conjunctival microbiota was evaluated through Brain Heart Infusion
(BHI) culture and Polimerase Chain Reaction (PCR), so the presence of
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and Pseudomonas
spp. microorganisms was investigated. Schirmer's test | results were 4.10+0.44
mm/min, and there has been no significant difference between right and left eyes (p =
0.8275). IOP average range was 6.34 + 0.43 mmHg, with no significant difference
between right and left eyes (p= 0.9314). Ophthalmic examination revealed
(blue/brown) pigmented bulbar conjunctiva, real eyelashes (only at superior eyelid),
superior and inferior lacrimal points, brown iris, round pupil and nictitating membrane
vestige. Anangiotic retinas were found. 100% of the individuals tested positive for
Staphylococcus spp. and Streptococcus spp., 80% for Pseudomonas spp. and all of
them tested negative for Staphylococcus aureus. Averages and standard errors,
concerning corneal thickness were 0.353 + 0.010 mm; regarding to area: 486.30 *
9.56 pm?; referring to endothelial cells density: 2083.15 + 42.47 cells/mm? and
relating to hexagonality: 67.07 £ 3.30%. The results obtained allow the conclusion
that parameters set through this study might be used as reference to future ones,
and also contribute to ophthalmopathy treatment and species preservation.

Key words: feral, ophthalmology, lowland pacas, rodent, eye



1. INTRODUCAO

A fauna é patrimbnio da humanidade, notadamente quando se consideram 0s
aspectos ecoldgico, cientifico, econdbmico e cultural, muito embora boa parte da
populacao brasileira ndo a reconheca em sua relevancia. A maioria dos governantes
e a maior parte da sociedade ndo detém consciéncia da importancia ambiental das
diferentes espécies na estruturacdo, na manutencdo e no equilibrio biolégico dos
ecossistemas, essenciais a todas as formas de vida (VIDOLIN et al., 2004).

O Instituto Ambiental do Parana elaborou relatério quanto as apreensdes de
animais silvestres naquele Estado no interregno de 1980 a 2002. De acordo com o
documento, dentre os mamiferos, a ordem Rodentia foi a que mais sofreu com a
caca predatoria. A constatacdo reflete a tendéncia de captura de espécies de
interesse cinegético, ou mesmo para a reproducao em cativeiro, visto que sua carne
¢ muito apreciada (PARANA, 2003). Segundo estudo realizado por Gomes e
colaboradores (2013), a carne de paca foi considerada como de grande potencial
para consumo, mediante a realizacdo de teste de perfil sensorial e forca de
cisallhamento.

Cuniculus paca, também chamada de Agouti paca, pertence a ordem
Rodentia e a familia Cuniculidae. Dentre as espécies de mamiferos apreendidas na
regido do Parand, ela deteve os maiores indices, e boa parte encontrava-se em
sistema de criaco ilegal (PARANA, 2003).

A paca é o segundo maior roedor da América Latina, sendo o primeiro a
capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) (REIS et al., 2011). Trata-se de uma espécie
de habitos noturnos, com larga distribuicdo na América do Sul, sendo encontrada em
guase todo o territério brasileiro. Suas tocas possuem de um a trés orificios de
acesso apenas para entrada e saida, de um a quatro para fuga circunstancial e uma
cavidade interna para sono diurno (AQUINO et al., 2009).

A espécie ocupa, preferencialmente, florestas tropicais Umidas, embora
ocorra também em uma variedade de habitats, como manguezais, florestas
deciduas e semideciduas, e areas florestadas proximas a cursos d’agua (AQUINO et
al., 2009). E considerada generalista quanto a dieta e alimenta-se principalmente de
frutos e de sementes disponiveis no ambiente (ZUCARATTO et al., 2010). Zucaratto



e colaboradores (2010) verificaram, em area de cultura agricola na floresta Atlantica
brasileira, marcas de incisivos de pacas em frutos de espécies nativas e exoticas,
tais como sapucainha, sapucaia, caja-mirim, cacau, arrediabo, maracuja do mato,
laranja, limédo, mexerica, jaca e banana.

As pacas nascem com doze dentes, sendo trés em cada hemiarcada. O pré-
molar é deciduo e os demais, incluindo os incisivos de crescimento continuo por
toda a vida e os molares, sdao permanentes. A troca dos dentes acontece
regularmente ao longo de trinta meses, o0 que possibilita estimar a idade dos animais
valendo-se de imagens radiogréaficas das arcadas dentais (OLIVEIRA et al., 2006a).

Na tentativa de se minimizar a caca predatéria, tem-se buscado a criagcédo de
pacas em cativeiro. Tal atividade representa alternativa de conservagao, porquanto
enseja 0 aumento de seu estoque populacional e atua como forma de diminuicdo da
sua caca e, consequentemente, do trafico, além de contribuir para a conservacao
das areas marginais as florestas ou as reservas, muito embora o custo envolvido
seja alto (LOURENCO et al.,, 2008). Afigura-se importante conhecer os héabitos
desses animais, no que concerne aos aspectos reprodutivos (NOGUEIRA et al.,
2005; GUIMARAES et al., 2008), ao comportamento social e as enfermidades que
0s acometem, o que contribui para a prevencdo, o diagndstico e o tratamento de
doencas, e também para o manejo (MENEGHELLI et al., 1990).

As fémeas em cativeiro tendem a uniparidade (OLIVEIRA et al., 2007a). Séao
guatro as fases do ciclo estral (anestro, proestro, estro e metaestro) (NOGUEIRA et
al., 2005), com periodo gestacional variando entre 135 e 139 dias, e um a dois
partos por ano (OLIVEIRA et al.,, 2003a). Os filhotes nascem com peso e
comprimento médios de 754 gramas e 33 cm, respectivamente (OLIVEIRA et al.,
2003a). Quando adultos, o peso corpéreo varia de 10-12 kg. O corpo € robusto e
vigoroso, especialmente a garupa e os membros pélvicos (GUIMARAES et al.,
2008).

Animais mantidos em cativeiro estdo sujeitos a traumas e, nao raro, os olhos
sédo acometidos (OLIVEIRA et al., 2009a). Afecgbes oftalmicas decorrentes de erros
no manejo nutricional também tém sido encontradas em animais exoticos criados em
cativeiro (MILLICHAMP, 2002).



2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

A espécie Cuniculus paca tem sido alvo de modelo experimental em estudos
envolvendo morfologia dos sistemas cardiovascular (AVILA et al., 2010; GARCIA
FILHO et al., 2013), genital masculino (BORGES et al., 2013; BORGES et al., 2014)
e feminino (BONATELLI et al., 2005), bem como da anatomia radiogréafica dos
dentes (OLIVEIRA et al., 2006 a) e dos esqueletos axial (OLIVEIRA et al., 2006b) e
apendicular (OLIVEIRA et al., 2007b). Tém sido produzidos trabalhos envolvendo
procedimentos em cirurgia experimental (OLIVEIRA et al., 2003b) e ultrassonografia
(OLIVEIRA et al., 2003a).

Estudos relativos aos parametros e as alteracfes oftalmicas em roedores de
vida selvagem, mantidos ou ndo em cativeiro, tém sido pouco realizados. Montiani-
Ferreira e colaboradores (2008), em pesquisa com capivaras, estabeleceram valores
de referéncia quanto ao teste lacrimal de Schirmer, a pressdo intraocular, a
espessura central da cOrnea e a microbiota conjuntival. Trabalho semelhante foi
conduzido em chinchilas, introduzindo—se a avaliacdo da sensibilidade corneal e o
teste da fita de fenol vermelho, em substituicdo ao teste lacrimal de Schirmer
(MULLER et al., 2010).

E consenso que o conhecimento gerado a partir de estudos espécie-
especificos € necessario para a correta abordagem diagndstica e terapéutica das
diferentes afeccdes oftdlmicas. Cabe ressaltar que variacdes entre espécies sao
muitas (OFRI et al., 2001; MARTINS et al., 2007; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008;
MULLER et al., 2010), e que nem sempre adaptacdes sao factiveis, notadamente
em se tratando de espécies selvagens.

Na presente pesquisa, foram estudadas variaveis que pudessem
subvencionar estudos futuros em oftalmologia veterinaria, colaborando com o
aproveitamento controlado e racional da espécie Cuniculus paca e com sua
preservacdo. Para tanto, avaliaram—se a producdao lacrimal, a microbiota conjuntival,
a presséao intraocular e ao endotélio corneal. Empregou-se o Teste Lacrimal de
Schirmer, o cultivo em caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) e “Polimerase Chain
Reaction” (PCR), a tonometria de aplanagdo e a microscopia especular de nao

contato.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Filme Lacrimal pré corneal

O filme lacrimal pré corneal desempenha um papel decisivo ha manutencao
da saude da superficie ocular. Ele é responsavel pela lubrificacdo das pélpebras e
da superficie ocular, pela oxigenacéo primaria da cérnea e pela remoc¢ao de debris e
de células esfoliadas. Ademais, detém propriedades antimicrobianas que protegem a
superficie ocular (DAVIDSON; KUONEN, 2004; BROADWATER et al., 2010).

Trés camadas compdem o filme lacrimal pré corneal: a lamina lipidica,
localizada mais externamente, produzida pelas glandulas tarsais; uma camada
intermediaria aquosa, produzida principalmente pelas glandulas lacrimal principal e
membrana nictitante; e uma camada interior de mucina, formada primariamente
pelas células caliciformes da conjuntiva (DAVISDON; KUONEN, 2004; LIM;
CULLEN, 2005; PIGATTO et al., 2007).

O teste lacrimal de Schirmer (TLS) é o teste padrdo para se quantificar a
por¢cdo aquosa da lagrima, podendo ser realizado de duas maneiras: sem colirio
anestésico (TLS-lI) ou ap6s o seu uso (TL-Il). O teste de Schirmer | (TLS-I)
possibilita que se avalie a producdo basal e reflexa da lagrima, sendo o mais
empregado em medicina veterinaria. O teste de Schirmer Il (TLS-II) permite avaliar a
producdo basal da lagrima (BROADWATER et al., 2010; TRBOLOVA; GHAFFARI,
2012).

De maneira geral, a quantificacdo da porcdo aquosa do filme lacrimal pré
corneal em olhos sadios dos animais ndo demonstra ter diferenga significativa entre
os olhos direito e esquerdo (MONTIANI - FERREIRA et al., 2008; LIMA et al., 2010;
RODARTE- ALMEIDA et al., 2013). Contudo, em algumas situa¢des, alteracbes na
producdo lacrimal podem se tornar evidentes, notadamente na ceratoconjuntivite
seca unilateral por aplasia ou por hipoplasia da glandula lacrimal (HERRERA et al.,
2007).

Para a avaliacao qualitativa do filme lacrimal pré corneal em animais utiliza-se
o teste de tempo de ruptura do filme lacrimal, que oferece informacdes acerca da
estabilidade do filme lacrimal (LIM; CULLEN, 2005). Varios sdo os fatores que

interferem na producéo lacrimal, entre o quais se destacam a espécie (OFRI et al.,



1999; CULLEN, 2003; MONTIANI- FERREIRA et al., 2008), a idade (HARTLEY et
al., 2006; TRBOLOVA; GHAFFARI, 2012), o género, o peso (BROADWATER et al.,
2010) e a sazonalidade (BEECH et al., 2003).

Estudos tém sido desenvolvidos com o proposito de se compreenderem 0s
efeitos locais e sistémicos de farmacos sobre a producéo lacrimal (DODAM et al.,
1998; SANCHEZ et al., 2006; GHAFFARI et al., 2009b; GHAFFARI et al., 2010;
SANTOS et al., 2013) .Em boa parte dos estudos com mamiferos selvagens torna-se
inevitavel o uso de contencdo quimica durante a realizacdo dos exames (CULLEN,
2003; MONTIANI - FERREIRA et al., 2008; GRUNDON et al.,, 2011). Sabe-se,
todavia, que eles podem interferir na producao lacrimal (DODAM et al., 1998;
SANCHEZ et al., 2006; GHAFFARI et al., 2009a; GHAFFARI et al., 2010; SANTOS
et al., 2013).

Conforme reportado por Ghaffari e colaboradores (2010), gatos sedados com
xilazina ou com acepromazina, isoladamente, apresentaram uma reducdo na
producdo da porcdo aquosa do filme lacrimal, o que foi igualmente relatado por
Santos e colaboradores (2013) em caes sedados com acepromazina. Associacdo de
farmacos pré-anestésicos como a acepromazina com a oximorfina, o diazepan com
o butorfanol, a xilazina com o butorfanol e a medetomidina com o butorfanol também
pode igualmente ensejar uma reducao na producédo do filme lacrimal (DODAM et al.,
1998; SANCHEZ et al., 2006). Pontes e colaboradores (2010) informaram que cées
gue passaram por inducéo anestésica com proporfol ou com tiopental apresentaram
diminuicdo da producéo lacrimal.

Em estudos empregando-se colirio a base de tropicamida 1%, ndo se
constatou qualquer efeito sobre a producédo lacrimal em caes; contudo, em gatos e
em cavalos os valores se mostraram inferiores aos normais (MARGADANT et al.,
2003; GHAFFARI et al., 2009a). Outros farmacos induzem o aumento da producéao
lacrimal. Os mais conhecidos s&o o tacrolimus e a ciclosporina (BERDOULAY et al.,
2005; HENDRIX et al., 2011).



3.2 Endotélio Corneal

A tunica externa do bulbo do olho é composta pela esclera e pela cérnea.
A cornea é a superficie de refracdo Optica mais potente do olho, desempenhando
funcdes como refracéo e transmissao da luz. Apresenta-se transparente, avascular,
nao pigmentada e com superficie O&ptica lisa; exibe disposicdo regular e
organizada de suas fibrilas de colageno estromais e capacidade de se manter em
relativo estado de desidratacdo (SLATTER, 2005; SAMUELSON, 2007).

A cérnea € constituida por cinco camadas: o filme lacrimal pré corneal, o
epitélio, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio (SLATTER, 2005). O
endotélio esta localizado posteriormente a membrana de Descemet e é formado
por um Unico leito de células justapostas entre si, que atuam no transporte de fluidos
e na manutencdo da transparéncia corneal. Lesbes endoteliais podem resultar em
alteragbes neste mecanismo, em edema corneal e na diminuicdo ou na perda da
percepcéao visual, por perda da transparéncia corneal (JUMBLATT; WILLER, 1996).

Em sua maioria, as células endoteliais corneais (CEC) sdo hexagonais,
entretanto podem ser encontradas células com quatro, cinco, sete, e até oito lados
(SAILSTAD; PEIFFER JR, 1981; COLLIN; COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2005;
PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Trata-se de células
provenientes da crista neural, que se especializam ainda durante o desenvolvimento
embrionario (STUMPF; NOSE, 2006). O endotélio possui baixa capacidade de
regeneracdo em individuos adultos, mas detém maior condicdo de fazé-lo em
individuos jovens, com variacdes entre espécies. Atribui-se ao endotélio e ao epitélio
a manutencao da deturgescéncia da cornea (MILLER, 2001; SAMUELSON, 2007).

As dimensdes das CEC variam conforme as espécies. Segundo Sailstad e
Peiffer jr (1981), a média do diametro das células endoteliais em coelhos é de 18,6 a
23,2 ym. Em bovinos adultos, por exemplo, o valor encontrado foi de 25,4 ym
(DOUGHTY et al., 1997).

No que tange aos aspectos estruturais da superficie das CEC, sabe-se que
sdo planas e achatadas, com excecao dos cilios, microvilosidades e interdigitacdes
(COLLIN; COLLIN, 1998; DOUGHTY, 1998; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Os
cilios estdo localizados na superficie posterior da célula endotelial, centralizados e

direcionados para a camara anterior, ja tendo sido identificados em alguns



mamiferos como homem, macaco, porco e coelhos, em aves e peixes (COLLIN e
COLLIN, 1998; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Suas funcdes ainda ndo séo bem
conhecidas, entretanto admite-se que possam desempenhar um papel importante na
guimiorrecepcdo, na osmorregulacdo e na deteccdo de variacbes de presséo
(BERCHT, 2012).

Células endoteliais de mamiferos apresentam microvilosidades em sua
superficie posterior (DOUGHTY, 1998; JOYCE, 2003; TAMAYO-ARANGO et al.,
2009). Em coelhos, verificou-se grande quantitativo delas a microscopia eletronica
de varredura (DOUGHTY, 1998).

Prolongamentos tortuosos da membrana basal lateral das células endoteliais,
conhecidos como interdigitacdo, sdo estruturas responsaveis pelo aumento da
superficie de contato entre as células. Trata-se de estruturas ja descritas em muitas
espécies (COLLIN e COLLIN, 1998; OJEDA et al., 2001; TAMAYO-ARANGO et al.,
2009).

As CEC contém citoplasma rico em organelas como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, assim como um desenvolvido aparelho de Golgi, o
gue sinaliza para a ocorréncia de uma acentuada sintese protéica. Essas células
dispdem ainda de sistema de bomba fluidica, que previne a passagem excessiva de
fluidos e de solutos para o estroma, além de atuar na captacdo de nutrientes. O
transporte de fluido pelas células endoteliais esta vinculado ao metabolismo
aerébico (JOYCE, 2003). O transporte de agua é passivo e segue o fluxo do
transporte ativo de ions da membrana posterior das células endoteliais (SLATTER,
2005; DELMONTE; KIM, 2011).

LesOes endoteliais e perda da celularidade podem decorrer de fatores como
envelhecimento (RODRIGUES et al., 2006), uveites (OLIVEIRA et al., 2009b),
trauma, glaucoma, procedimentos intraoculares (STUMPF; NOSE, 2006), toxicidade
a farmacos, entre outros (OLLIVIER et al., 2007; ALVES et al.,, 2013). O mau
funcionamento do endotélio enseja edema corneal e, consequentemente, aumento
da sua espessura (STUMPF; NOSE, 2006).

A diminuicdo, fisiolégica ou ndo, da densidade das CEC ja foi bem
documentada (RODRIGUES et al., 2006; STUMPF; NOSE, 2006; DELMONTE; KIM,
2011). Alteracbes no tamanho (polimegatismo) e na forma (pleomorfismo) séo



variaveis importantes, jA que podem indicar dano endotelial. Em seres humanos
(DELMONTE; KIM, 2011), sabe-se que a densidade celular é de, aproximadamente,
3500 células/mm? ao nascimento, e que ha diminuicdo gradual ao longo da vida,
dado esse que corrobora com estudos realizados em cdes (RODRIGUES et al.,
2006) e gatos (FRANZEN et al., 2010).

A morfologia das CEC (tamanho e forma) também parece estar
correlacionada a funcéo de bomba. Polimegatismo e pleomorfismo guardam relacéo
com a capacidade reduzida de realizacdo da deturgecéncia da cérnea por parte das
células endoteliais (POLSE et al., 1990).

3.3 Microbiota bacteriana conjuntival

A conjuntiva é considerada a membrana mais exposta do organismo, sendo
de importancia para a dinamica ocular. Ela mantém relacdo direta com o meio
externo e atua na protecao mecanica do bulbo do olho. Microrganismos de sua flora
ajudam na defesa e, juntamente com fatores humorais, previnem contra o
estabelecimento de agentes patdogenos (GALERA et al., 2002; HENDRIX, 2007,
SANTOS et al., 2009).

Microrganismos inerentes a conjuntiva podem se tornar patdgenos em uma
cornea aviltada (GALERA et al., 2002; PRADO et al., 2005; WANG et al., 2008). A
Pseudomonas sp., presente na microbiota conjuntival de alguns animais, é fator
complicador em Ulceras de cornea e em cirurgias oculares por produzir enzimas
litcas em grande quantidade. Outros exemplares tém sido isolados em ceratite
ulcerativa, como as bactérias Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia
coli, Bacillus cereus, e Corynebacterium spp. (PRADO et al., 2005; LEDBETTER,;
SCARLETT, 2008).

A microbiota conjuntival pode sofrer variacbes sazonais, regionais, de
temperatura, entre espécies, habitat e quanto aos métodos de coleta (PISANI et al.,
1997; ANDREW et al., 2003; MARTINS et al., 2007).

Estudos foram conduzidos para a identificacdo dos principais agentes
presentes na microbiota dos animais domésticos e de espécies selvagens
(MARTINS et al., 2007; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008) e exéticas (CULLEN,
2003). Em caes, bactérias como Bacillus spp., Staphylococcus intermedius,



Staphylococcus B-haemolyticus, Escherichia coli, S. aureus, Proteus mirabilis,
Enterobacter aerogenes, Micrococcus sp. e Pseudomonas aeruginosa; e agentes
fungicos como Candida spp., Malassezia pachydermatis, Penicillium sp, Fusarium
sp, Dermatium sp. e Curvularia sp ja fora isolados em animais higidos (ANDRADE et
al., 2002; SANTOS, et al., 2009).

Souza e colaboradores (2010), estudando a microbiota conjuntival de felinos,
detectaram a presenca de Gram-positivos como Staphylococcus coagulase
negativo, Enterococcus sp., Micrococcus sp. e Streptococcus pyogenes, e de Gram-
negativos como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli. e Pseudomonas sp.

Segundo Pisani e colaboradores (1997), a microbiota conjuntival de equinos

em diferentes estacfes do ano assemelha-se a de cées, a de felinos e a de lhamas
(Lama glama). Em estudo envolvendo capivaras, as bactérias Corynebacterium sp.,

Micrococcus sp., Bacillus sp. e Staphylococcus sp. foram isoladas do saco
conjuntival de 40 animais (MONTIANI - FERREIRA et al.,, 2008). Os dados
corroboram com achados em espécimes de castor canadense (Castor canadensis),
em que também se encontraram Aeromonas hydrophila, Enterobacter spp.,
Streptococcus spp.,Pseudomonas spp., Clostridium sordellii e Peptostreptococcus
sp. (CULLEN, 2003).

Na maioria dos estudos em que se visa a avaliacdo da microbiota conjuntival
de animais, o cultivo celular e testes bioquimicos séo utilizados como fontes de
identificacdo dos agentes. Entretanto, esses métodos sO permitem identificar o
género do microorganismo. A técnica de PCR, rapida e de facil execuc¢ao, possibilita
gue se amplifiguem fragmentos de DNA de interesse, que se identifiquem e que se
sequenciem genes, valorizando os resultados e os tornando mais fidedignos
(NERCESSIAN et al., 2005; MIZRAHI-MAN et al., 2013).

N&do obstante a variedade de agentes bacterianos isolados no saco
conjuntival de diferentes espécies de animais, estudos com cultivo celular e PCR
mostraram que alguns géneros se repetem. Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. € Pseudomonas spp sdo alguns dos exemplos de bactérias identificadas em
animais domésticos (SANTOS et al.,, 2009; SOUZA et al., 2010) e em selvagens
clinicamente sadios (PISANI et al.,1997; CULLEN, 2003).
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3.4 Microscopia Especular de ndo contato

A microscopia especular € técnica ndo invasiva, utlizada na avaliacdo de
celularidade do endotélio corneal. Baseia-se na reflexdo de um feixe luminoso
incidente em que parte reflete de forma especular (MELO, 2007; MELO et al., 2008).
E procedimento de facil execucdo, rapido e que oferece riscos minimos de leséo
corneal, além de n&o carecer da instilacdo de colirio anestésico. Equipamentos
modernos oferecem focalizacdo automatica, promovendo reflexo especular menor,
por ndo aplainar a curvatura da cérnea. Os aparelhos automatizados disponibilizam
recursos informatizados para a analise do mosaico endotelial, requerendo pouca
intervencao do operador (BERCHT, 2012).

A microscopia especular é ferramenta importante na avaliacdo de condicdes
endoteliais pré e poés-cirurgias intraoculares. Diminuicdo da densidade celular e
alteragdes morfologicas séo frequentes apos traumas cirtrgicos (STUMPF e NOSE,
2006; CHIURCIU et al., 2010).

Os parametros que podem ser avaliados a microscopia especular podem ser
divididos em morfolégicos e morfométricos. Dentre os morfolégicos estdo o
polimegatismo (tamanho) e o pleomorfismo (formato). A morfometria refere-se a
densidade e a area celulares médias (MELO, 2007).

Pigatto e colaboradores (2006) observaram que valores médios da area e da
densidade celulares a microscopia especular, em caes adultos, foram de 395 + 36
um? e 2555 + 240 células/mm?, respectivamente. Em felinos, os valores médios
variam de 348 = 37,9 um? e de 2873 + 319,3 células/mm?, respectivamente
(FRANZEN et al., 2010). Sailstad e Peiffer (1981) documentaram valores médios de
densidade endotelial de 2998 + 326 células/mm?em coelhos.



11

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi submetida & apreciacdo e aprovada pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP
— Campus de Jaboticabal (Protocolo numero: 01387/14). Cumpre ressaltar que
foram adotados cuidados bioéticos, de consoante com as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology — ARVO e de acordo com o cddigo de
Nuremberg (SHUSTER, 1998). Contou-se com a anuéncia do SISBIO - Sistema de

autorizacao e informacéo em biodiversidade (cadastro de numero 42778-1).
4.2 Delineamento experimental

Todos os animais, em aparente estado higido, foram submetidos a exame
oftalmico, em ambos os olhos, balizado no teste lacrimal de Schirmer I, na analise
da microbiota conjuntival, na biomicroscopia com lampada em fenda, na tonometria
digital de aplanacdo e na oftalmoscopia binocular indireta. Avaliou-se o endotélio

corneal & microscopia especular de ndo contato.
4.2.1 Animais

Foram utilizados até 13 animais da espécie Cuniculus paca, adultos, sendo
nove fémeas, provenientes do Setor de Animais Silvestres do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal
— UNESP, credenciado pelo IBAMA (cadastro de numero 484508) como criatério
experimental. Os animais se encontravam confinados em baias de 15 m?, com toca
coberta de 03 m? e lamina d’agua. Em cada baia havia um macho para cada duas ou

trés fémeas.
4.2.2 Técnicas de contencao

Os animais foram capturados com o auxilio de um puca de polipropileno. Em

seguida pesados e contidos quimicamente empregando-se a combinagdo de
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diazepan® (0,5 mg/ kg) com cloridrato de tramadol?® (04 mg/ kg) na musculatura do
membro pélvico dos individuos. Empregou-se, ainda, anestesia dissociativa
valendo-se da associacéo do cloridrato de xilazina 2%°(01 mg /kg) com o cloridrato
de cetamina 10%* (30 mg/kg), pela via intramuscular, apés transcorrido 05 minutos
da administracdo da medicacdo pré anestésica. Protocolo adaptado de Oliveira e
colaboradores (2003b).

4.2.3 Parametros oftalmicos
4.2.3.1 Teste lacrimal de Schirmer |

Quantificou-se a porcdo aquosa do filme lacrimal empregando-se fita
absorvente®, delicadamente posicionada no saco conjuntival, por um minuto em 10
animais (20 olhos) (OLLIVIER et al., 2007). As avaliacbes ocorreram entre 08 e 11

horas da manha, durante o verao.
4.2.3.2 Microbiota bacteriana conjuntival

Colheram-se amostras de secrecao conjuntival de ambos os olhos de 10
animais, em separado, imediatamente apds a inducao anestésica e o teste lacrimal
de Schirmer. As amostras foram colhidas em duplicata (40 amostras) para o cultivo
bacteriano em aerobiose e em anaerobiose. Estudou-se a microbiota conjuntival
guanto a presenca das bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. € Pseudomonas spp.

O cultivo foi realizado a partir dos “swabs” secos® coletados da secrecéo
conjuntival dos olhos das pacas. O material foi introduzido em tubos contendo 5,0
mL de caldo BHI . Um tubo de cada amostra foi incubado a 37°C por 18 horas, em

aerobiose, e 0 outro em anaerobiose, utilizando-se jarra e “kit” Anaerobac®.

! Diazepan 5mg/ml, Hipolab, Brasil

2 Cloridratode tramadol 50mg/ml, Cristalia, Brasil.

3 Xylasina 2%, Dopaser, Brasil

4 Ketamina 10% Agener , Brasil

® Teste da lagrima de Schirmer, Ophtalmos LTDA, Brasil
® Swabs estereis, Cral, Coitia, Sp

” Brain Heart Infusion Broth - Oxoid.

8 Anaerobac - Probac do Brasil.
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Amostras com crescimento bacteriano em caldo BHI foram submetidas a
extracdo do DNA pelo método de fervura. Para tanto, 1,0 mL do cultivo foi
transferido para “eppendorfs” de 2,0 mL. Os tubos foram centrifugados por 2 minutos
a 13.400 x g. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e ao “pellet” de
colénias foi acrescido 1,0 mL de solucdo “phosphate-buffered saline” (PBS) (8 mM
Na;HPO,4.12H,0; 1,76 mM KH,PO,; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI). O “pellet" foi
dissolvido em vértex e, em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas
valendo-se do mesmo critério. O sobrenadante foi descartado e ao “pellet” foi
acrescido 0,5 mL de agua milli-Q estéril, na qual foi dissolvido. A extragcdo de DNA
realizou-se por fervura, em equipamento térmico®, & temperatura de 99°C, por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e 0,4 mL do
sobrenadante foi acondicionado em novos tubos.

O DNA extraido das amostras foi submetido a técnica de PCR, para
identificacdo quanto a eventual presenca de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e Pseudomonas spp.. Os géneros e espécies bacterianos
escolhidos foram selecionados levando-se em conta a literatura compulsada, que os
elenca como os mais encontrados (ANDRADE et al., 2002; PRADO et al., 2005;
WANG et al., 2008). Na PCR com os “primers” coa_f/coa_r e pta_fl/pta _rl, utilizou-
se a cepa padrdao de Staphylococcus aureus ATCC (“American Type Culture
Collection”) 6538 (Departamento de Patologia Veterinaria/Laboratério de
Microbiologia Veterinaria/lUNESP/Campus de Jaboticabal/SP). Na amplificagdo com
os primers Ps_for/Ps_rev, empregou-se cepa padrdao de Pseudomonas aeruginosa
(doada pelo Centro de Pesquisa em Virologia/Laboratorio de Virologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP/Campus de Ribeirao
Preto/SP).

As amostras que apresentaram crescimento bacteriano em anaerobiose
foram submetidas a técnica de PCR de amplificacdo com os “primers” C1 (5 -
GCGTGCCTAATACATGCAA - 3) e C2 (5 -TACAACGCAGGTCCATCT - 3),

utiizando cepa padrdo de Streptococcus pneumoniae (doada pelo Centro de

° Thermomixer Compact - Eppendorf®, USA.
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Pesquisa em Virologia/Laboratorio de Virologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP/Campus de Ribeirdo Preto/ SP).

Para a PCR de amplificacdo dos fragmentos (tabela 01), utilizou-se tampéao
1X [100 mM Tris-HCI pH 8,8; 500 mM KCI; 0,8% (v/v) Nonidet P40]; MgCl, 2 mM;
dNTP’s 0,2 mM, 1,5 U de “Taq DNA polimerase”, 5 pmol de cada primer, 100 ng de
DNA genOmico e agua pura estéril g.s.p. 20 puL. A amplificacdo foi realizada em
termociclador'®, programado para um ciclo a 95°C, por 4 minutos; 35 ciclos a 94°C,
por 30 segundos; temperatura de anelamento do “primer”, por 30 segundos e a
72°C, por um minuto. Finalizando, realizou-se um ciclo a 72°C, por 10 minutos. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), contendo
corante! e padrdo de tamanho molecular'?. Os fragmentos foram visibilizados sob a

luz ultravioleta, em equipamento de fotodocumentagéo“.

Tabela 01. Agentes pesquisados (Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Pseudomonas spp.) e respectivos alvos, “primers”,
sequéncias de oligonucleotideos e tamanhos, em pares de bases (pb), utilizados
nas PCRs das amostras do saco conjuntival, em espécimes de Cuniculus paca
adultos. Jaboticabal, SP, 2014.

Agente Alvo Primer Sequéncia de oligonucleotideos Ta?;%?ho
coa_f GAACAAAGCGGCCCATCATTA
Staphylococcus. Céa 930
Aureus
tred coa_r TAAGAAATATGCTCCGATTGTCG
pta_fl
Staphylococcus Pta AAAGACAAACTTTCAGGTAA 320
spp. ota_r1 GCATAAACAAGCATTGTACCG
165 C1 GCGTGCCTAATACATGCAA 200
Streptococcus spp. RNA
C2 TACAACGCAGGTCCATCT

1% veriti Thermal Cycler - Applied Biosystems®.USA
'SYBR® Safe DNA Gel Stain - Invitrogen™,USA
12 100pb DNA Ladder - InvitrogenTM,USA

* GEL DOC XR - BioRad.
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Ps_for GGTCTGAGAGGATGATCAGT
16S
Pseudomonas spp. RNA 990
Ps_rev TTAGCTCCACCTCGCGGC

4.2.3.3 Biomicroscopia com lampada em fenda

Os olhos de 12 animais (24 olhos) foram avaliados a biomicroscopia com
lampada em fenda®. Foram examinadas as palpebras superior, inferior e membrana
nictitante, os cilios, as conjuntivas bulbar e palpebral, a cérnea, a camara anterior, a
iris, e a lente (OLLIVIER et al., 2007; MONTIANI - FERREIRA et al., 2008).

4.2.3.4 Pressao Intraocular

Avaliou-se a pressdo intraocular & tonometria digital de aplanacdo® em 13
animais. O aparelho foi calibrado antes da realizagdo do teste. Os olhos foram
previamente anestesiados com colirio & base de cloridrato de proximetacaina
0,5%". Foram considerados os valores obtidos a partir da média de trés avaliacdes
consecutivas, com desvio padrao de 5%. (KOBASHIGAWA, 2014).

4.2.3.5 Oftalmoscopia binocular indireta

Os olhos de 12 animais (24 olhos) foram avaliados a oftalmoscopia binocular
indireta’’. Avaliou—se o fundo de olho quanto as condicdes da retina, da cabeca do
nervo optico e das condigbes vasculares. As imagens foram registradas com o

auxilio do retindgrafo®®
4.2.3.6 Microscopia especular de n&o contato

Avaliou-se a regido central da cOrnea a microscopia especular de nao

»20

contato®® em 13 animais. Por meio de “software”?®, as células endoteliais foram

b

guantificadas e as imagens foram analisadas quanto a espessura corneal (mm),

14 Kowa SL-14; Kowa, Tokyo, Japan

15 Tonopen Vet Reischert, German

® Anestalcon, Alcon, Brasil

"Oftalmoscépio binocular indireto, eyetec, Sao Paulo

'8 Retindgrafo, Topcon, japan

19 Specular Microscope SP- 3000 P, Topcom Corporation, Japan.
%0 software Cell Count, Japan
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densidade (células/mm?), area das células endoteliais (um?) e hexagonalidade (%).
Um minimo de 30 células bem definidas foi avaliado (NAGASTUSYU et al., 2014).

4.3ESTATISTICA

As amostras foram testadas quanto a distribuicdo gaussiana e avaliadas a
estatistica descritiva. Comparacdes foram feitas usando-se o teste t. Os dados foram
expressos como média e erro padrdo da média, mediana e intervalo de confianca
(95%). Diferencas foram consideradas significativas para os valores de p menores
ou iguais a 0,05. Todos os célculos foram efetuados empregando-se o “software”
MedCalc?.

# MedCalc INC, Mariakerke, Belgica
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5. RESULTADOS
5.1 Teste lacrimal de Schirmer |

A Figura 01 ilustra a distribuicdo dos dados relativos ao Teste lacrimal de
Schirmer I, em amostra de 20 olhos de espécimes de Cuniculus paca. A média
encontrada foi de 4,10+£0,44 mm/min, a mediana de 4,00 mm/min, e o intervalo de
confianca da meédia (95%) entre 3,17 e 5,02 mm/min. N&do houve diferenca

significativa entre os olhos direito e esquerdo (p = 0,8275).

(o] 1 2 3 4 5 6 7

Figura 01. Boxplots de distribuicdo dos valores
do Teste lacrimal de Schirmer (TLS),
em milimetros por minuto, em
espécimes de Cuniculus paca
adultos. Jaboticabal, SP, 2014.
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5.2 Microbiota bacteriana conjuntival

As 40 amostras cresceram em aerobiose e em anaerobiose em caldo BHlI,
(Figura 02).

Figura 02. Amostras de secrecdo conjuntival dos olhos direito
e esquerdo que apresentaram crescimento de
colonias em caldo BHI, em anaerobiose e em
aerobiose, em espécimes de Cuniculus paca
adultos. Jaboticabal, SP, 2014.

Nas amostras em que houve crescimento em caldo BHI, realizou-se PCR. As
amplificagbes encontram-se apresentadas nas Figuras 03, 04 e 05, e os resultados
dispostos na Tabela 02. Nenhuma das amostras exibiu amplificacdo para o gene
coa.

Identificou-se que 100% dos individuos eram positivos para as bactérias
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp, e 80% para Pseudomonas spp. Todos

foram negativos para Staphylococcus aureus (Tabela 02).



Pb 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 CN CP
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Figura 03. Produto de PCR com o “primer” Ps_for/Ps_rev (990 pb) da
cepa padrdo de Pseudomonas aeruginosa, indicando a
amplificacdo das amostras, exceto CE3 e CE4, representadas
pelos numeros 6 e 8, respectivamente. PM: padrdo de
tamanho molecular 100 pb DNA “Ladder Plus” (Fermentas).
CP: controle positivo, cepa padrdo de Pseudomonas
aeruginosa. CN: controle negativo (“mix” sem DNA), em
espécimes de Cuniculus paca adultos. Jaboticabal, SP, 2014.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 CN CP
Pb
3000

1000

500

150

Figura 04. Produto de PCR com o “primer” C1/C2 (200 pb) da cepa
padrdo de Streptococcus pneumoniae, indicando a
amplificacdo das amostras. PM: padrdo de tamanho
molecular 100 pb DNA “Ladder Plus” (Fermentas). CP:
controle positivo, cepa padrdo de Streptococcus
pneumoniae. CN: controle negativo (“mix” sem DNA), em
espécimes de Cuniculus paca adultos. Jaboticabal, SP,
2014.
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 CN CP
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3000
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Figura 05. Produto de PCR do gene pta (320 pb) da cepa padrédo de
Staphylococcus spp., indicando a amplificagdo das amostras. PM:
padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA “Ladder Plus”
(Fermentas). CP: controle positivo, cepa padrdo de Staphylococcus
spp. CN: controle negativo (“mix” sem DNA) em espécimes de
Cuniculus paca adultos. Jaboticabal, SP, 2014.
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Tabela 02. Resultados das amplificacbes, para a identificacdo por PCR, de
Staphylococcus spp., de Staphylococcus aureus, de Pseudomonas spp. e de
Streptococcus spp., em espécimes de Cuniculus paca adultos. Jaboticabal, SP,
2014.

Amostras  Staphylococcus spp.  Staphylococcus aureus  Pseudomonas spp.  Streptococcus
spp.
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5.3Biomicroscopia com lampada em fenda

O exame oftalmico revelou olhos normais, conjuntiva bulbar pigmentada com
coloracdo marrom-azulada, cilios verdadeiros (apenas em palpebra superior) e
pontos lacrimais superior e inferior. iris com coloracdo marrom, pupila circular e

vestigio da membrana nictitante também foram identificados.

Figura 06. Imagens fotograficas de achados a inspecao por
biomicroscopia. Em A, a seta sinaliza coloragao
marrom-azulada da conjuntiva bulbar. Em B,
cilios apenas em palpebra superior. Em C, iris
marrom e pupila circular. Em D, vestigio da
membrana nictitante, em espécimes de Cuniculus
paca adultos. Jaboticabal/SP, 2014.
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5.4 Pressao intraocular

by

Os valores encontrados relativos a pressao intraocular em 26 olhos de
Cuniculus paca foram: média de 6,34 + 0,43 mmHg, mediana de 6,00 mmHg e o
intervalo de confianca (95%) entre 5,45 e 7,23 mmHg. Nao houve diferenca

estatistica significante entre os olhos direito e esquerdo (p= 0,9314).
5.5 Oftalmoscopia binocular indireta

A oftalmoscopia revelou retinas anangioticas e disco optico circular, com uma

pequena depressdo em regido central, localizado em area néo tapetal (Figura 07).

Figura 07. Imagem fotogréfica de retina anangidtica e disco
Optico circular em é&rea ndo tapetal, em
espécimes de Cuniculus paca adultos.
Jaboticabal, SP, 2014.
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Dados da estatistica descritiva (espessura da coOrnea, densidade, area e

hexagonalidade das células) foram avaliados em 26 olhos (Tabela 03). As células

foram, em sua maioria, hexagonais (Figura 08).

Tabela 03. Resultados da microscopia especular de ndo contato relativamente a
espessura, a densidade, 4 area e a hexagonalidade das células endoteliais, em
espécimes de Cuniculus paca adultos. Jaboticabal — SP, 2014.

Valor Valor Média + erro Intervalo de Mediana
Minimo Maximo padréo confianga de 95%
Minimo Méaximo

Espessura da 0,30 0,47 0,35+ 0,010 0,33 0,37 0,33
cérnea (mm)
Densidade das 1725,00 2694,90 2083,15 + 42,47 1995,67 2170,64 2071,30
células (cél/mm?)
Are%das células 371,10 579,70 486,30 + 9,56 466,59 506,00 486,90
(kM
Hexagonalidade (%) 45,00 100,00 67,07 = 3,30 60,26 73,88 64,50
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Pacient ID : PACALOQE

Shooving Dacve : 11/24/201% 08:51:55
Eye (Foint) : R(C)

Cornea Thick : D.3956 (rm)
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Figura 08. Fotomicrografia especular de endotélio corneal normal
do olho esquerdo. Notam-se células poligonais com
padrdo regular e bordas nitidas, com espessura
corneal de 0,396 mm, area média celular de 468,2
pum? densidade celular de 2135, 8 células/mm?
hexagonalidade de 56%, em espécimes de Cuniculus
paca adultos. Jaboticabal, SP, 2014.
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6. DISCUSSAO

Adaptacdes referentes a protocolos de contencdo quimica em pacas foram
levados em consideracao, principalmente quanto a utilizacdo da cetamina e xilazina.
Oliveira e colaboradores (2003b) utilizaram dosagens mais baixas de cetamina
(20mg/kg) e mais altas de xilazina (1,5 mg/kg), por via intramuscular, em pacas na
realizacdo de hemi-ovariosalpingohisterectomia, contrapondo-se as empregadas no
presente estudo. As doses usadas no presente pesquisa, por via intramuscular,
mostraram-se seguras e eficazes para a realizacdo dos testes ora propostos.
Nenhuma complicag&o anestésica foi observada no transcorrer do estudo.

O TSL | é parte integrante do exame oftalmico em mamiferos. Ele possibilita a
quantificacdo da producdo do componente aquoso do filme lacrimal. Varios sdo os
fatores intrinsecos e extrinsecos que interferem na producéo lacrimal, entre o quais
se destacam a espécie, a idade (HARTLEY et al., 2006; TRBOLOVA; GHAFFARI,
2012), o género, o peso (BROADWATER et al., 2010), a sazonalidade (BEECH et
al., 2003) e os efeitos provocados por farmacos (DODAM et al., 1998; SANCHEZ et
al., 2006; GHAFFARI et al., 2009b; GHAFFARI et al., 2010; SANTOS et al., 2013).
Na presente pesquisa tais variaveis foram consideradas.

A média encontrada no TLS | foi considerada baixa (4,10+0,44 mm/min)
quando comparada aos valores descritos para animais domésticos sem contencao
guimica (> 15 mm/min) (BEECH et al., 2003; HARDLEY et al., 2006; TRBOLOVA;
GHARFARI, 2012) e capivaras contidas quimicamente (14, 97 mm/min) (MONTIANI
— FERREIRA et al., 2008). A utilizacdo de farmacos na contencéo quimica pode ter
contribuido para a obtencdo dos resultados no presente estudo. Sabe-se que
agentes anestésicos interferem na producédo lacrimal (HERRING et al., 2000) e na
pressdo intraocular. Ghaffari e colaboradores (2010) demonstram que a xilazina
reduz a producao lacrimal em felinos, contrapondo o que foi descrito por Dodam e
colaboradores (1998) em cées.

A associacao de cetamina com xilazina pode reduzir a presséo arterial e a
frequéncia cardiaca em roedores, suscitando diminui¢do do influxo sanguineo para a
glandula lacrimal e, consequentemente, reduzindo a producdo da lagrima
(SANDFORD; COLBY, 1980; ERHARDT et al., 1984; PEETERS et al., 1988; HENKE
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et al., 2005). Outro ponto a se considerar € a acdo dos agentes anestésicos, que
suprimem as vias autonémicas durante a anestesia, fato este que contribui para a
diminuicdo da producéo reflexa da lagrima (CROSS; KRUPIN, 1977). Esses dois
fatores podem justificar a ocorréncia dos resultados registrados na presente
pesquisa. Nao obstante, farmacos como cloridrato de tramadol (SANTOS et al.,
2013) e diazepan (DODAM et al.,1998; GHAFFARI et al., 2009b) pouco interferem
na producado da por¢cao aguosa da lagrima em coelhos e cées.

Especula-se ainda a respeito do lapso temporal entre o efeito da cetamina e
xilazina e a realizacdo do teste. Ainda que curto (inferior a 5 minutos), o intersticio
pode ter sido suficientemente capaz de provocar uma diminuicdo do reflexo
palpebral e, consequentemente, maior evaporacdo da lagrima. Achados dessa
natureza foram encontrados por Lipman e colaboradores (1990) quando discorreram
sobre a rapida perda e certa demora no retorno do reflexo palpebral em coelhos
anestesiados com cetamina e xilazina, o que também pode justificar os valores
encontrados no presente estudo.

Na presente pesquisa, todos os individuos foram positivos para 0os géneros
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., € 80% para Pseudomonas spp., dados
estes que se assemelham aos reportados em estudos de microbiota conjuntival em
animais selvagens (CULLEN, 2003; MARTINS et al., 2007; GALLES et al., 2007) e
domésticos saudaveis (SANTOS et al.; 2009; SOUZA et al., 2010). Prato e
colaboradores (2005), Wang e colaboradores (2008) e Ledbetter e Scarlett (2008)
também isolaram os trés géneros em ceratites ulcerativas de animais domésticos.

A técnica de PCR contribuiu para a identificacdo dos géneros bacterianos no
presente estudo. Contudo, para a confirmacédo das espécies, faz-se necessaria a
utilizacdo de técnicas mais especificas, como o emprego de sequenciamento
genético (NERCESSIAN et al., 2005; MIZRAHI-MAN et al., 2013).

A biomicroscopia com lampada em fenda, os achados foram similares aos
descritos para outras espécies de roedores selvagens (CULLEN, 2003; MONTIANI-
FERREIRA et al., 2008; MULLER et al., 2010). Vestigios da membrana nictitante
foram igualmente relatadas em castores canadenses (CULLEN, 2003), capivaras
(MONTIANI-FERREIRA et al., 2008) e chinchilas (MULLER et al., 2010). Outrossim,

a presenca de pupila circular, identificada na espécie em questdo, ndo diverge do
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guanto descrito por Muller e colaboradores (2010) em chinchilas, mas contrapde-se
ao padrao observado por Montiani-Ferreira e colaboradores (2008), que reportaram
a presenca de pupila com formato oval em estudo com capivaras.

Conjuntiva bulbar pigmentada (marrom-azulada) foi uma caracteristica
comum a todos os individuos avaliados no presente estudo. A identificagéo de cilios
verdadeiros apenas nas palpebras superiores € igualmente encontrada em caes,
cavalos e capivaras (SAMUELSON, 2007; MONTIANI- FERREIRA et al., 2008).
Coloracdo amarronzada da iris ndo divergiu do reportado por Montiani-Ferreira e
colaboradores (2008) quando estudaram capivaras.

A oftalmoscopia binocular indireta revelou retinas anangiéticas nos espécimes
avaliados. Trata—se de achado compativel com o descrito em aves (RODARTE-
ALMEIDA et al., 2013), morcegos (SAMUELSON, 2007) e algumas espécies de
roedores como chinchilas (MULLER et al., 2010), castores (CULLEN, 2003), cobaias
e capivaras (FERNANDEZ e DUBIELZIG, 2013; RODARTE-ALMEIDA et al., 2013).
Distinto € o padrao retiniano merangioético descrito em coelhos e holangiotico em
ratos, camundongos, caes e gatos (WILLIAMS, 2007). A presenca de disco Optico
circular é semelhante ao descrito em castores e capivara (CULLEN, 2003;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2008).

A média dos valores encontrados na pressao intraocular foi considerada
inferior (6,34 + 0,43 mmHg) a estabelecida para outros roedores selvagens
(CULLEN, 2003; MONTIANI — FERREIRA et al., 2008; LIMA et al., 2010;
PERREIRA et al.,, 2011). Variagcbes na pressao intraocular estdo relacionadas a
casos de inflamac&o intraocular (BLOUIN, 1984; ORIA et al., 2004; VEIGA et al.,
2013), glaucoma (GELLAT e MACKAY, 2004), oscilagcbes da pressdo sanguinea,
senilidade, sazonalidade, ritmo circadiano (KARTZ et al., 1975; VARIELLES et al.,
1977; DEL SOLE et al., 2007) e agdo de farmacos (MURPHY,1985).

Apesar de os valores referentes a PIO terem sido registrados em patamar
inferior ao esperado, ndo havia sinais de doenca ocular (BLOUIN, 1984; ORIA et al.,
2004; VEIGA et al., 2013) ou alteragcbes de qualquer ordem que pudessem justificar
o ocorrido, salvo a sazonalidade, o ritmo circadiano e a acdo de farmacos (KARTZ et
al., 1975; VARIELLES et al., 1977; DEL SOLE et al., 2007).

Os benzodiazepinicos contribuem para a diminuicdo da pressao intraocular. O
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relaxamento dos musculos extraoculares e o aumento da drenagem do humor
aguoso sao variaveis que justificariam a ocorréncia do evento (MURPHY, 1985;
KOVALCUKA, et al., 2013). Outro farmaco que colabora para reducao da PIO é a
xilazina, um excelente analgésico e relaxante muscular que pode reduzir a presséo
intraocular por suprimir a funcdo neuronal simpatica e diminuir o fluxo do aquoso
(BURKE; POTTER, 1986).

Cunnigham e Barry (1986) ratificaram que a maioria dos agentes anestésicos
reduz a pressdo intraocular, a excecdo da cetamina. Kovalcuka e colaboradores
(2013) e Hofmeister e colaboradores (2006), estudando o efeito do farmaco em
caes, observaram o mesmo efeito. Peuler e colaboradores (1975), em pacientes
humanos, nao identificaram aumento da pressdo intraocular ao empregarem
cetamina pela via intravenosa.

Pressodes intraoculares baixas foram identificadas em cavalos, camundongos
e coelhos (TRIM et al.,1985; DING et al., 2011; MATTOS-JUNIOR et al., 2014)
anestesiados com cetamina e xilazina, o que se coaduna com o resultado
encontrado neste estudo. Admite-se que os farmacos diazepan e xilazina podem ter
contribuido para a reducao da PIO na espécie estudada.

N&o se pode olvidar que aspectos anatbmicos como espessura, curvatura e
rigidez da cérnea, bem como o tamanho do olho, podem contribuir para alteracées
na pressao intraocular (SAKATA et al., 2000; PARK et al., 2011).

A microscopia especular permite avaliar a morfologia e a densidade celular do
endotélio corneal, “in vivo” ou “ex vivo”, sem danos para a cérnea (MELO, 2008).
Todavia, estudos envolvendo o uso de microscopio especular de ndo contato em
medicina veterinaria sao ainda escassos (KOBASHIGAWA et al., 2012; RENZO et
al., 2014), embora venham sendo incrementados.

Analisando-se o0s resultados a microscopia especular de nao contato,
preponderaram células endoteliais com formato hexagonal, a similitude de outras
espécies (SAILSTAD e PEIFFER JR, 1981; COLLIN e COLLIN, 1998; PIGATTO et
al., 2005; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

A espessura meédia da cornea foi de 0,35 + 0,010 mm. Kobashigawa e
colaboradores (2012) encontraram valores médios semelhantes em coelhos (0,344 +

0,007mm), utilizando o0 mesmo equipamento empregado no presente estudo.
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A densidade celular reportada por Sailstad e Peiffer Jr (1981), de 2998 + 326
(cé/mm?), e Kobashigawa e colaboradores (2012), de 2518 + 134,9 (células/mm?)
em coelhos difere da identificada na presente investigagdo (2083,15 *= 42,47
células/mm?). Nao obstante, os resultados se aproximaram daqueles encontrados
em chinchilas adultas por Bercht (2013). Analisando-se os dados de trabalho
realizado por Renzo e colaboradores (2014) em caes, foi possivel perceber que a
densidade celular ndo divergiu da observada na presente pesquisa, ainda que
aqueles individuos ndo pertencam a ordem Rodentia.

Relativamente a &rea celular, os dados mostraram valores superiores (486, 30
+ 9,56 pm?) aos reportados por Kobashigawa e colaboradores (2012) (397,2 + 34,67
um?) em coelhos e inferiores aos registrados por Bercht (2013) (545+ 36,64 pm?) em
chinchilas adultas. A partir da andlise dos percentuais de hexagonalidade das
células endoteliais, verificou-se semelhanca com o que foi descrito em chinchilas
adultas (BERCHT, 2013) e em cdes (RENZO et al., 2014).

Lesbes graves no endotélio corneal resultam em espessamento da cornea,
alterag6es no tamanho, forma, densidade e area das células endoteliais (PIGATTO
et al.,, 2006; RENZO et al., 2014). Alteracbes dessa natureza podem ser avaliadas
de maneira rapida e nao invasiva a microscopia especular (MELO, 2008). Até que a
presente pesquisa fosse concluida, ndo se encontravam dados em microscopia
especular para a espécie estudada. Em verdade, poucos foram os trabalhos cujos
protocolos envolveram a microscopia especular de ndo contato em animais. Diante
disso, admite-se que a divergéncia entre o0s resultados ora obtidos e aqueles
provenientes da literatura comparada se deve, notadamente, aos métodos utilizados

e as particularidades da espécie.
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7. CONCLUSOES

Considerando-se a maneira como a pesquisa foi concebida e levando-se em
conta as injuncdes do meio onde ela foi realizada, percebeu-se que os parametros
encontrados no presente estudo, relativamente a espécimes de Cuniculus paca,
servirdo de referéncia para estudos futuros, bem como serdo Uteis na abordagem
terapéutica frente a diferentes oftalmopatias, contribuindo para a preservacdo da

espécie.
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