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RESUMO

A presente tese compreende dois capitulos. O primeiro capitulo consiste em revisédo de
literatura sobre oncas pintadas, ongas pardas, visdo dos felinos, filme lacrimal e teste lacrimal
de Schirmer, pressdo intraocular, microbiota conjuntival, citologia conjuntival, paquimetria
corneana e retinografia, seguido de artigo sobre estudo oftalmoldgico realizado nesses animais.
Primeiramente, é descrito que as ongas pintadas e pardas sdo os maiores felideos das Américas,
e as primeiras estdo classificadas como “quase extintas”. O objetivo do trabalho foi descrever
e comparar os valores obtidos nos seguintes exames oftalmologicos: mensuracdo de producédo
lacrimal, microbiota conjuntival, citologia de impressdo conjuntival, pressdo intraocular,
paquimetria corneana e retinografia em oncas pintadas (Panthera onca) e pardas (Puma
concolor). Os resultados obtidos nos exames foram: producdo lacrimal em ongas pintadas,
média de 13,7£7,1Imm/min e 14,5£5,4mm/min em oncas pardas; a microbiota conjuntival das
oncas pintadas apresenta 100% de bactérias gram-positivas e das oncas pardas 62,5% de gram-
positivas e 37,5% gram negativas; as ongas pintadas apresentaram média de pressdo intraocular
de 24,4+3,5mmHg (calibracdo gatos) e as oncas pardas apresentaram média de 23,7+3,9mmHg
(calibracdo gatos); a andlise citoldgica identificou células epiteliais da cornea e conjuntiva e
células caliciformes; a espessura da cérnea central de trés oncas pintadas foi de 877um e
1152,8um de quatro oncas pardas; o padrdo de vascularizagdo da retina das oncas é
holangidtico. O segundo capitulo consiste em artigo de estudo oftalmoldgico realizado em
capivaras. Relata-se que a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) é a maior espécie de roedor
do mundo e vive em areas de acdo antropicas, proximas a fontes de dgua. Os objetivos do estudo
foram descrever valores de producdo lacrimal, pressdo intraocular, biometria ocular,
ceratometria da cornea e o valor diéptrico da lente intraocular das capivaras. Os resultados
obtidos para producdo lacrimalforam média de 15,18 + 542mm/min no OD e 16,73 *
7,11mm/min no OE; PIO média do OD foi de 8,03 + 2,94mmHg e OE de 8,12 + 3,16mmHg;da
ceratometria média no OD foi de 9,51 + 0,65 e 9,49 + 0,59mm no OE; as médias da
ultrassonografia modo A, respectivamente para olho direito e esquerdo, foram de 21,45 +
1,15mm e 21,42 £+ 0,98mm para o comprimento axial, para camara anterior 3,04 £ 0,44mm e
3,22 £ 0,58mm e para a espessura do cristalino (lente) 5,46 £ 0,57mm e 5,48 = 0,71lmm; 0s
valores médios da dioptria da L1O foram de 39,80+3,05 para Haigis, 34,18+2,32 para SRK/T,
36,75+2,23 para Hoffer Q e 35,61+2,34 e 34,50+2,04 para Holladay | e Holladay II

respectivamente.

Keywords: pressdo intraocular, producao de lagrima, felideos neotropicais, roedor,Holladay Il



ABSTRACT

The present thesis comprises two chapters. The first chapter consists of a literature review
on jaguars, pumas, feline vision, lacrimal film, Schirmer tear test, intraocular pressure,
conjunctival microbiota, conjunctival cytology, corneal pachymetry, and retinography, followed
by an article on an ophthalmological study conducted on these animals. Initially, it is described
that jaguars and pumas are the largest felids in the Americas, with jaguars classified as "near
threatened.” The objective of the study was to describe and compare the values obtained in the
following ophthalmological exams: lacrimal production measurement, conjunctival microbiota,
conjunctival impression cytology, intraocular pressure, corneal pachymetry, and retinography in
jaguars (Panthera onca) and pumas (Puma concolor). The results obtained in the exams were as
follows: lacrimal production in jaguars, an average of 13.7+7.1mm/min, and in pumas,
14.5£5.4mm/min; the conjunctival microbiota of jaguars showed 100% gram-positive bacteria,
while pumas exhibited 62.5% gram-positive and 37.5% gram-negative bacteria; jaguars had an
average intraocular pressure of 24.4+3.5mmHg (calibrated for cats), and pumas had an average of
23.7£3.9mmHg (calibrated for cats); cytological analysis identified corneal and conjunctival
epithelial cells and goblet cells; the central corneal thickness of three jaguars was 877um, and of
four pumas was 1152.8um; the retinal vascularization pattern in jaguars is holangiotic. The second
chapter consists of an article on an ophthalmological study conducted on capybaras. It is reported
that the capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) is the largest rodent species in the world and lives
in anthropic areas near water sources. The study aimed to describe lacrimal production values,
intraocular pressure, ocular biometry, corneal keratometry, and the dioptric value of the intraocular
lens in capybaras. The results for lacrimal production were an average of 15.18 + 5.42mm/min in
the right eye and 16.73 £ 7.11mm/min in the left eye; the average intraocular pressure for the right
eye was 8.03 + 2.94mmHg and for the left eye, 8.12 + 3.16mmHg; the average keratometry for the
right eye was 9.51 £ 0.65mm and for the left eye, 9.49 £ 0.59mm; the mean A-mode ultrasound
values for the right and left eyes were 21.45 + 1.15mm and 21.42 + 0.98mm for axial length, 3.04
+ 0.44mm and 3.22 £ 0.58mm for anterior chamber depth, and 5.46 + 0.57mm and 5.48 + 0.71mm
for lens thickness; the mean diopter values for the intraocular lens were 39.80+3.05 for Haigis,
34.18+2.32 for SRK/T, 36.75%2.23 for Hoffer Q, and 35.61+2.34 and 34.50+2.04 for Holladay |
and Holladay I1, respectively.

Keywords: intraocular pressure, tear production, neotropical felids, rodent, Holladay II.



CAPITULO 1
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INTRODUCAO

Os felideos neotropicais sdo distribuidos em trés linhagens filogenéticas, pertencentes
aos géneros Panthera (on¢a pintada), Puma (onca parda e gato mourisco) e Leopardus
(jaguatirica, gato do mato grande, gato do mato pequeno, gato maracaja e gato palheiro)
(ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). A onca pintada (Panthera onca) é o maior felino das
Américas, possuem pintas negras, que formam rosetas de tamanhos variados (ADANIA;
SILVA; FELIPPE, 2014). No Brasil estdo presentes na regido norte, até o leste do Maranhéo,
partes do Brasil Central, Pantanal e em algumas &reas isoladas das regifes Sul e Sudeste
(RODRIGUEZ-ALBA; LINARES-MATAS; YRAVEDRA, 2019). Em cativeiro, apresentam
estimativa de vida por volta de vinte anos (ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014).

A onca parda (Puma concolor) é a segunda maior espécie de felideos do Brasil
(CULVER et al., 2000; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). Possui coloracdo uniforme, de
marrom a cinza-avermelhado e também vida média de vinte anos em cativeiro (ADANIA,
SILVA; FELIPPE, 2014). Esta presente do Canadé até os EUA, América Central e do Sul, até
o extremo sul do Chile, sendo mais prevalente que a pintada e adaptada a diferentes ambientes
eclimas (NIELSEN et al., 2017; CULVER et al., 2000).

A Unido Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN) categoriza a onca pintada
como espécie “quase ameagada” de extin¢do e a parda como “menor preocupacdo”, entretanto,
a populacdo esta em declinio e a conservacao e gestdo da espécie é desafiadora (NIELSEN et
al., 2017; QUIGLEY et al., 2017). Sao animais ameacados pela destruicdo e fragmentacao de
seu habitat natural (GILBERT et al., 2015; NIELSEN et al., 2017; NGUYEN et al., 2022), o
que promove aproximagdo com os humanos e desenvolvimento de doencas infectocontagiosas
(GILBERT et al., 2015; NIELSEN et al., 2017; NGUYEN et al., 2022).

Os felideos selvagens sdo acometidos por processos infecciosos oculares similares aos
que ocorrem nos gatos domésticos (ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). A descrigdo dos
parametros oftalmoldgicos é de extrema importancia para assegurar qualidade de atendimento e
tratamento nesses animais (ADANIA; SILVA; FELIPPE,2014; NGUYEN et al., 2022).

Nguyen et al. (2022) relataram a dificuldade em diagnosticar e tratar doengas oculares
em felinos selvagens, devido aos desafios relacionados ao diagndstico e terapéutica. Na
literatura consultada, observa-se auséncia dos principais valores dos exames oculares
especificos realizados na rotina e descri¢do da microbiota conjuntival e citologia conjuntival da
Panthera onca e Puma concolor, estimulando o desenvolvimento de um estudo exploratério. A
hipotese do estudo € que os testes oftalmologicos sejam similares entre as oncas pintadas e

pardas, e diferentes dos felinos domésticos.
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REVISAO DA LITERATURA

1.0nc¢a pintada (Phantera onca- Linnaeus, 1758)

A onca pintada é o maior felideo das Américas, esta no topo da cadeia alimentar nos
ecossistemas que habita (ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014; PORFIRIO, 2019; TERBORGH,
1990). A espécie mantém densidades populacionais baixas enecessita de grandes areas com boa
oferta de presas e qualidade de habitats (LEITE, 2000). Sdo conhecidas como jaguar e
apresentam melanismo frequente, herdado por um gene dominante, por isso também s&o
conhecidas como onca preta (DEUTSCH, 1975; LEITE, 2000; ADANIA;SILVA; FELIPPE,
2014). Acredita-se que a alta frequéncia de individuos melanicos nas areas que habitam indicam
que este traco se tornou uma vantagem adaptativa daespécie, selecdo natural, ou que seja apenas
um efeito do acaso devido ao pequeno tamanho populacional (HAAG, 2009).

Apresentam cabeca grande e troncuda, com membros menores quando comparados a
outros animais desse género. O corpo € revestido por pintas negras que formam rosetas de varios
tamanhos, a coloracdo tende a amarelo-acastanhado (OLIVEIRA; CASSARO, 2005).As oncas
que habitam florestas sdo0 menores e mais escuras que 0s animais que habitam areas abertas.
Nas florestas pluviais da América Central os machos pesam em média 57kg e as fémeas42Kkg,
enquanto no pantanal brasileiro os machos pesam em torno de 100kg e as fémeas 76kg. Essa
diferenca esta relacionada a abundéncia de espécies de presas de grande porte em locais abertos
(RABINOWITZ; NOTTINGHAM, 1986; ARANDA; SANCHEZ-CORDERO, 1996;
ALMEIRA, 1984). As ongas da Amaz0nia, que habitam matas densas e fechadas, sdo menores
e mais escuras que as do Pantanal ou cerrado, que habitam &reas abertas e sdo maiores
(ADANIA; SILVA,; FELIPPE, 2014).

A onga pintada tem habitos solitarios e terrestres, é ativa durante o dia e tem picos de
atividades ao amanhecer e anoitecer. E excelente nadadora, mergulhadora e escaladora,
podendo ser tdo arboricola quanto o leopardo (Panthera pardus) (ADANIA; SILVA; FELIPPE,
2014). Habitam do México a Argentina, incluindo florestas tropicais e subtropicais, cerrado,
caatinga, pantanal e manguezal. No Brasil estdo presentes na regido norte, até o leste do
Maranh&o, partes do Brasil Central, Pantanal e em algumas areas isoladas das regides Sul e
Sudeste (RODRIGUEZ-ALBA; LINARES-MATAS; YRAVEDRA, 2019). Em cativeiro,
apresentam estimativa de vida acima de vinte anos (ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014).

A dieta da onca pintada € variada, dependendo da disponibilidade de presas e facilidade
de captura. E composta principalmente por mamiferos de médio e grande porte como cervos,
antas, capivaras, catetos, preguicas, tatus, répteis e peixes (RABINOWITZ; NOTTINGHAM,
1986; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). No Brasil o habitat das ongas tem se transformado
em pasto e por isso, 0s bovinos tem sido predados (POLISAR; MAXIT; SCOGNAMILLO,
2003; PALMEIRA, 2004). O declinio de presas selvagens aumenta a depredacdo do gado
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por grandes felinos, o que pode levar a mortes retaliatérias de felinos por proprietarios de

rebanhos (KHOROZYAN et al., 2015).

Considerando a Unido Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN), a onca pintada
é categorizada como espécie “quase ameacada” de extin¢ao, pois sua populacdo esta em declinio
suspeito de 20-25% nas Ultimas trés geracdes. Sdo ameacadas pela perda e fragmentacdo do
habitat, desenvolvimento residencial e comercial, producdo de energia e mineragdo, uso de
recursos bioldgicos, modificacdo do sistema natural, agricultura e aquicultura, corredores de
transporte e servico, invasodes e perturbacGes humanas. A perda de habitat estd reduzindo e
isolando as populacdes de oncas pintadas (MEDELLIN et al., 2002; QUIGLEY et al., 2017;
PAVIOLO et al., 2008).

2.0nca parda (Puma concolor- Linnaeus, 1771)

A onga parda (Puma concolor), também conhecida como suguarana, puma, ledo baio ou
onga vermelha, é a segunda maior espécie de felideos do Brasil (CULVER et al., 2000;
ADANIA; SILVA,; FELIPPE, 2014). Os machos variam de 53kg a 72 kg e as fémeas de 34kg
a 48kg. Porém, quanto mais ao norte da linha do Equador, os animais tendem a sermaiores
(NOWELL; JACKSON, 1996; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). Apresentam 0 corpo e
cauda longos, membros fortes e cabega pequena, com as partes inferiores esbranquigadas. Ao
redor da boca hd uma mancha branca e a ponta do focinho é rosada. Os olhos sdo grandes € a
iris amarela (OLIVEIRA; CASSARO, 2005; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014).

Nos tropicos a pelagem € curta, mas no inverno do hemisfério norte pode ser mais longa
e densa. A coloracdo é uniforme e varia de marrom acinzentado ao marrom avermelhado. O
padréo de coloragdo pode variar na mesma cria, mas 0s animais do norte do Brasil tendem a ser
marrom avermelhados e 0s que vivem em areas mais abertas sdo mais claros (NOWELL,;
JACKSON, 1996; OLIVEIRA; CASSARO, 2005; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). Do
nascimento até o terceiro ou quarto més de vida, os filhotes apresentam olhos azuis e pintas
escuras pelo corpo (NOWELL; JACKSON, 1996).

Esta presente do Canada até os EUA, América Central e do Sul, até o extremo sul do

Chile, é mais frequente que a pintada e adaptada a varios ambientes e climas, incluindo desertos,
savanas, florestas tropicais e estepes (CULVER et al., 2000; NIELSEN et al., 2017). E agil,
sobe com facilidade em arvores, possui habitos solitarios e terrestres, com atividade
predominantemente noturna. A estimativa de vida em cativeiro é acima de 20 anos
(OLIVEIRA; CASSARO, 2005; ADANIA; SILVA; FELIPPE, 2014). A onca parda é um
predador generalista, com alimentacdo variada e quase exclusiva de mamiferos, com pequenos
roedores, cutias, pacas, veados, capivaras até bezerros e ovelhas, além de cobras e lagartos,
peixes e insetos (NOWELL; JACKSON, 1996; POLISAR; MAXIT; SCOGNAMILLO, 2003;
ADANIA; SILVA,; FELIPPE, 2014).
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Na Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (IUCN), a onca parda €

categorizada como “menor preocupagdo” de extingdo, pois estd amplamente distribuida no
hemisfério ocidental. Entretanto, a populacdo também esta em declinio e sua conservagdo e
gestdo da espécie é desafiadora (NIELSEN et al.,, 2017). Sdo ameacados pela perda e
fragmentacdo do habitat e pela caca furtiva de sua base de presas selvagens, além de serem
perseguidos pela caca retaliatoria devido a depredagdo do gado. O desenvolvimento residencial
e comercial, estradas e ferrovias, invasoes e perturba¢des humanas, agricultura e aquicultura,
uso de recursos biologicos como caca e captura de animais terrestres, e modificacdes do sistema
natural sdo ameacas a espécie (POLISAR; MAXIT; SCOGNAMILLO, 2003; PALMEIRA,
2004; NIELSEN et al., 2017).

3. A visao dos felinos

Segundo Ewer (1998) e Corsi et al. (2022), os predadores dependem de habilidades
sensoriais acuradas para localizar e cacar as presas de forma eficiente. Nos felinos, algumas
destas sdo mais desenvolvidas que em outros carnivoros. Dependem do olfato para localizar as
presas, porém o olfato dos canideos é mais desenvolvido. Apresentam vibrissas ou bigodes, que
sdo pélos sensiveis ao toque, em ambos os lados do focinho, ao redor dos olhos, abaixo do
queixo e nos pulsos, que servem como “visdo tatil” ou “terceiro olho tatil”, possibilitando
movimentacOes em pequenos espagos e cagadas noturnas. Os bigodes sdo extremamente
sensiveis ao movimento, permitindo até que gatos vendados desviem obstaculos. Antes de
cacar, movem os bigodes para frente, para obter informacdes de direcdo e movimento da presa,
e ap0s a captura envolvem os bigodes em torno da presa, sensivel a qualquer tremor que indique
que a presa possa se contorcer

A visdo para os felinos apresenta destacada importancia na captura de suas presas; seus
olhos séo adaptados para capacidade visual diurna e noturna, apesar de ser melhor a noite e, em
condicbes fotopicas o sucesso visual € dominado pela acuidade e visdo de cores. Quando
comparada a outros mamiferos, como os primatas por exemplo, a acuidade visual dos gatos nao
é alta, limitada por propriedades da retina (BLAKE; COOL; CRAWFORD, 1974; CORSlet al.,
2022).

A acuidade visual esta relacionada a quantidade de cones e ao tamanho do bulbo ocular
(CORSI et al., 2022) que contribui para sensibilidade escotdpica em diversas espécies.Segundo
Ekesten e Ofri (2021), quanto maior o didmetro da cornea, maior a quantidade deluz que atinge
a retina a noite, quando a pupila esta dilatada. Nos felinos domésticos, hd aumento de 135 vezes
na quantidade de luz que atinge a retina, comparado aoshumanos (80 vezes). Associado a esses
fatores, a alta concentracdo de cones e o tapetum lucidum altamente refletivo, a visdo escotopica
dos gatos € 5,5 vezes menor que a dos humanos,ou seja, podem detectar luminosidade 5,5 vezes

mais fracas. Nos grandes felinos, o tamanho dos olhos varia, mas pode ser até duas vezes maior
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que o dos gatos domesticos (MALMSTROM; KROGER, 2006).

Dentre os carnivoros, os felinos possuem o maior grau de visao binocular, pois a posi¢cdo
dos olhos é frontal e mais alta no cranio comparada a outros carnivoros, permitindo a
estereopsia ou percepcao de profundidade para observar e calcular com preciséo a distancia da
presa (PTITO; LEPORE;GUILLEMOT, 1991). Felideos menores possuem pupila em formato
de fenda, ja os felideos de espécies maiores podem apresentar pupilas arredondadas. Grandes
felinos com pupilas redondas tém éptica lenticular monofocal, enquanto aqueles em fenda tem
Optica multifocal (CORSI et al., 2022). O leopardo nebuloso € o Unico grande felino com pupila
em formato de fenda (MALMSTROM; KROGER, 2006). O fato de apenas os felideos menores
e o leopardo nebuloso terem pupila em fenda, sugere que essas espécies sdo mais ativas a noite
eque sua visdo noturna € melhor que a dos grandes felideos (CORSI et al., 2022).

A retina dos felinos é composta predominantemente por bastonetes, que proporcionam
alta sensibilidade, e possuem cones dicromaticos, que permitem o discernimento de cores
(BLAKE, 1979). A area centralis da retina, comparada a fovea das aves e primatas, € composta
principalmente por bastonetes, embora possua maior densidade de cones, comparada a outras
areas da retina e fornece resolucéo espacial de baixa luminancia (WALLS, 1942). Os animais
de héabitos noturnos possuem tapetum lucidum, uma camada reflexiva localizada na coroide.
Segundo Ekesten; Ofri. (2021) e Corsi et al. (2022), os gatos apresentam tapetum celular, com
brilho particular, coloracdo heterogénea que varia com a idade e espécie, sendo os filhotes de
coloracdo azulada e os adultos variam de laranja claro a verde. Possuem maior quantidade de
camadas celulares, que resultam em maior refletancia e promovem aos fotorreceptores a
segunda chance de absorver fotons de luz, aumentando a sensibilidade visual noturna.
Diferencas anatbmicas adicionais de relevancia clinica conhecidas entre felideos selvagens e
domésticos sdo minimas, no entanto, abordar o exame e 0 manejo terapéutico em felideos

exoticos selvagens e cativos pode ser um grande desafio clinicamente (CORSI et al., 2022).

4.Filme lacrimal e Teste lacrimal de Schirmer

O filme lacrimal é a interface da superficie ocular com o ambiente. Possui propriedades
lubrificantes que garantem conforto ocular ao diminuir as forgas de cisalhamento da margem
palpebral no ato de piscar (PFLUGFELDER; STERN, 2020). O filme lacrimal é importante na
manutencgéo da superficie corneana uniforme, na remogéo de corpos estranhos e debris celulares
da cornea e saco conjuntival, prover fonte de oxigenagdo para a cornea avascular, fornecimento
de substancias antimicrobianas (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

Alguns autores consideram o filme lacrimal trilaminar, outros bilaminar, devido ao fato
da camada aquosa e mucinica serem interligadas (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021,
DARTT; WILLCOX, 2013). A camada externa, lipidica, é produzida pelas glandulas de

meibdmio e de Zeiss, e evita a evaporacdo da camada aquosa subjacente e a quebra do filme
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lacrimal. A camada intermediria, aquosa, tem 61,7% de seu conteudo secretado pela glandula

lacrimal orbital, 35,2% pela glandula da terceira palpebra e 3,1% por glandulas acessorias.
Fornece oxigénio para a cornea, que € avascular, e remove detritos celulares. A camada interna,
mucinica, é produzida pelas células caliciformes da conjuntiva e fornece superficie hidrofilica,
sobre a qual o fluido lacrimal aquoso se adere e se espalha durante o ato de piscar, lubrificando
a superficie da cornea e conjuntiva (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A avaliacdo quantitativa do filme lacrimal € parte essencial do exame oftalmolégico na
medicina veterindria (GRAHN; STOREY, 2004). O teste lacrimal de Schirmer quantifica o
componente aquoso do filme lacrimal. Descrito pela primeira vez em 1903 por Schirmer, o teste
baseia-se na insercdo de uma tira milimetrada padronizada de papel filtro no saco conjuntival
por um minuto. Em seguida, é realizada a leitura em milimetros da por¢do umedecida
(mm/min). O teste de Schirmer 1 (STT-1) é realizado sem anestesia topica e mede o
lacrimejamento basal e reflexo. O teste de Schirmer 1l (STT-2) é realizado com anestesia topica
e mede apenas o lacrimejamento basal (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

O STT-1 deve ser o primeiro exame realizado na avaliacdo oftalmoldgica, para
minimizar o efeito do lacrimejamento reflexo a manipulacéo das palpebras e antes da aplicacao
de colirios diagnosticos rotineiramente utilizados (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).
Fatores como idade (BROADWATER et al., 2010; SILVA et al., 2013; RAJAEI et al., 2019),
raca (RAJAEI et al., 2019), ritmo circadiano (GIANNETTO; PICCIONE; GIUDICE, 2009;
FAGHIHI et al., 2019), sedacdo ou anestesia geral (GHAFFARI; MALMASI; BOKAIE, 2010;
PECHE et al., 2015) podem influenciar o resultado do STT.

Ocorre variacdo entre as especies, tais como cdes (IWASHITA et al., 2022), gatos
(KOVALCUKA; SARPIO; MALNIECE, 2021), bezerros (TOFFLEMIRE et al., 2014), lhamas
(TRBOLOVA; GIONFRIDDO; GHAFFRI, 2012), porcos (TRBOLOVA; GHAFFARI, 2012),
cavalos (WIESER; TICHY; NELL, 2013), cervideos (MARTINS et al., 2007; CRIVELARO,
2014), capivaras (MONTIANI-FEREIRA et al., 2008), jacarés (ORIA et al., 2015), chinchilas
(LIMA et al., 2010), entre outras. Até o presente momento, ndo ha valores de producéo lacrimal

de oncas pintadas e pardas descritas na literatura.

5.Avaliagdo da presséo intraocular

A avaliacdo da pressao intraocular (P1O) é realizada pela tonometria e é essencial para
exame oftalmoldgico completo (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). Valores elevados de
PIO indicam glaucoma e valores baixos podem diagnosticar uveite anterior e, uma vez
diagnosticadas, essas doencas precisam de acompanhamento da P10 para avaliar progresséo e
resposta da terapia medicamentosa (PE‘ER et al., 2021).

A PIO ¢ gerada pelo fluxo do humor agquoso contra a resisténcia dos tecidos e é

necessaria para manter o formato apropriado e as propriedades Opticas do bulbo ocular. A
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manutencdo da P10 em valores normais depende do equilibrio entre a producéo e a drenagem

do humor aquoso. Nos gatos, mais de 97% do humor aquoso é drenado pela via convencional
no sistema trabecular e menos de 3% ¢é drenado pela via uveoescleral (MCLELLAN;
TEIXEIRA, 2015; HENDRIX;THOMASY; GUM, 2021).

O humor aquoso é produzido pelo epitélio ndo pigmentado dos processos ciliares do
corpo ciliar, cai em cdmara posterior, atravessa a pupila, alcanca camara anterior e € drenado
pela via convencional e uveoescleral. Na via convencional o humor aquoso passa pela malha
trabecular, localizada na fenda ciliar, canais coletores do plexo aquoso angular, plexo venoso
intraescleral e circulacdo. Na via uveoescleral, 0 humor aquoso passa atraves da iris e estroma
do corpo ciliar até a circulacdo supracoroidal e veias vortice, e através da esclera até tecidos
episclerais (MCLELLAN; TEIXEIRA, 2015; HENDRIX; THOMASY; GUM, 2021).

A média de PIO normal para a maioria dos animais € entre 15mmHg e 25mmHg, porém
os valores variam entre as espécies (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). A maior PIO
relatada entre as espécies foi de 32.1 + 10.4 mmHg em rinocerontes (OFRI et al., 2002) e a
menor foi de 3 mmHg em chinchilas (MULLER; MAULER; EULE, 2010). A diferenca de PIO
entre 0os olhos, deve ser menor que 8mmHg, caso contrario, avaliacdo € necessaria para
identificar alteracdes relevantes (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Na medicina veterinaria, o tondmetro ideal deve ser de facil manipulagdo, atraumatico,
exigir minima contencdo, fornecer estimativas precisas de PIO em olhos saudaveis e doentes e
preciso em  varias espécies com diferentes particularidades anatdmicas oculares
(FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Fatores como espessura e curvatura da cornea, rigidezda cérnea e da esclera, viscosidade
do filme lacrimal, uso de medicamento tdpico, abertura palpebral forcada, pressdo na regido
jugular, sedacdo e anestesia geral e até mesmo a ordem derealizacdo da afericdo no exame
oftalmoldgico, podem interferir nos valores da PIO (KLEIN etal., 2011; SARCHAHI;
ABBASI; GHOLIPOUR, 2012; PIERCE-TOMLIN; SHAUGHNESSY; HOFMEISTER,
2019; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021; PE‘ER et
al., 2021).

O mandmetro é um método direto, considerado o mais preciso na aferi¢cdo da PIO, porém
é invasiso e impraticavel na rotina clinica. A tonometria indireta, por mensuracdo da tensdo
corneana, é simples, rapida, ndo invasiva e causa minimo desconforto ao animal. E 0 método
mais utilizado na clinica oftalmolégica (FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Estdo disponiveis comercialmente duas principais op¢Ges de tonometria indireta, a
aplanacgéo e o rebote. Os equipamentos mais utilizados para afericdo da P1O na oftalmologia
veterinaria sdo 0 Tono-Pen Vet™ (Reichert, Depew, New York, USA) e Tono-Pen AVIA Vet
™ (Reichert, Depew, New York, USA), que sdo tondémetros de aplanacdo; o ICare® TonoVet

(Icare Finland Oy, Helsinki, Finland) e Icare® TonoVet Plus (Icare Finland Oy, Helsinki,
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Finland), ambos tondmetros de rebote (GLOE et al., 2019; FEATHERSTONE; HEINRICH,

2021).

Os tondmetros de aplanagdo se baseiam na lei de Imbert “Fick” de Goldmann: “A
pressdo em uma esfera cheia de liquido e cercada por uma membrana infinitamente fina é
medida pela contra pressdo que simplesmente achata a membrana”, ou seja, fornece uma
estimativa de PIO com base na forca necessaria para achatar uma area da cornea.

O Tono-Pen é um tonémetro de aplanacéo portétil, digital, funciona com bateria e é de
facil uso na medicina veterinaria. E necessario instilar colirio anestésico previamente ao exame.
O aparelho possui uma ponta plana de 3mm de didmetro aproximadamente, que deve ser
posicionada paralela a cornea e pressionada no centro da cornea sem causar identacao visivel. As
medicdes sdo exibidas em uma tela de cristal liquido, com média e coeficiente de variancia (5%,
10%, 20% ou >20%). Se o coeficiente for superior a 5%, a afericdo deve ser repetida. A
desvantagem da tonometria de aplanacdo é ser operador-dependente (LEIVA; NARANJO;
PENA, 2006; MCDONALD et al., 2017; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

O tonémetro de rebote usa um principio mecéanico para aferi¢do da P10, onde uma probe
é rapida e eletromagneticamente impulsionada, a partir de uma distancia fixa da cornea, para
entrar em contato com a coOrnea antes de retornar ao equipamento, ou seja, avalia as
caracteristicas de rebote, ou desaceleracdo da probe (GLOE et al., 2019; FEATHERSTONE;
HEINRICH, 2021). Olhos com P10 baixa apresentam menor desaceleracdo da probe que olhos
com PIO alta, dessa forma, quanto maior a PIO, menor a duracdo do impacto (GLOE et al.,
2019).

A tonometria de rebote apresenta vantagens, como ndo ser necessario uso de colirio
anestésico para realizacdo do exame, é possivel realizar em olhos muito pequenos, pois a area
de contato da probe € de aproximadamente 1,3mm-1,8mm, a probe é descartavel e os erros de
usuarios sao praticamente nulos, pois o0 operador apenas aperta o0 botdo para mensuragdo e ndo
promove contato com o bulbo ocular. A desvantagem € que o instrumento deve ser mantido em
posicdo vertical para que a probe seja impulsionada horizontalmente (GLOE et al., 2019;
FEATHERSTONE;HEINRICH, 2021). O ICare® TonoVet possui programas de softwares
para cdes, gatos e cavalos e o O ICare® TonoVet Plus possui programas para cées, gatos,
cavalos e coelhos, e obtém recursos que permitem a afericdo apenas quando o equipamento esta
em posicao e distancia adequada do animal (LEIVA; NARANJO; PENA, 2006; GLOE et al.,
2019; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Gloe et al. (2019) comparou os valores de PIO de coelhos dos tonémetros Icare ®
TONOVET Plus, Icare ®TONOVET (TV01), Tono-Pen Vet™ e Tono-Pen AVIA Vet™ com
valores manémeétricos para determinar a precisao e exatiddo de cada aparelho, e concluiu que 0s
tondmetros de rebote apresentaram maior preciséo quando comparados aos de aplanacéo, dos

quais, o Icare ® TONOVET Plus obteve os valores mais proximos ao manémetro. Minella et
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al. (2021) realizaram o mesmo estudo em cdes e concluiram que os tondmetros de rebote foram

mais precisos.

6. Microbiota conjuntival

O olho é altamente exposto a patdgenos e antigenos, assim como o trato gastrointestinal
e respiratério (ENGLISH; GILGER, 2021). Alguns fatores contribuem para a manutencao da
homeostase ocular, como os cilios, que prendem mecanicamente particulas e agentes
infecciosos associados, o ato de piscar das palpebras e a acdo de lavagem pela lagrima possuem
efeito de limpeza e protecdo, a drenagem de secre¢cdes contaminadas pelo ducto nasolacrimal
limita a exposi¢cdo do olho, células fagociticas e fatores quimicos como lisozima e anticorpo
secretor local auxiliam na protecdo, além da populacdo bacteriana normal que pode impedir a
multiplicacdo de micro-organismos patogénicos por competicdo de nutrientes e elaboragéo
desubstancias antimicrobianas (GASKIN, 1980; GERDING; KAKOMA, 1990).

Segundo English; Gilger (2021), o olho apresenta tecido de origem neural com
capacidade regenerativa limitada e intolerante a inflamagéo e fibrose significativa. Possui
funcdo secretora que minimiza a exposicao e diminui a entrada de patégenos, além de modular
as reacdes imunes iniciadas nos tecidos oculares.

O sistema imunoldgico da mucosa da superficie ocular deve ter resposta imune
especificabem desenvolvida contra organismos invasores para a prote¢do das estruturas oculares
sensiveis. Entretanto, respostas inflamatorias excessivas resultam em lesdes irreversiveis,
podendo levar a cegueira. Dessa forma, a imunidade da superficie ocular € uma combinacgéo
dos sistemas imunologicos inato e adaptativo para prevenir a invasdo microbiana e minimizar
os danos ao tecido ocular delicado (ENGLISH; GILGER, 2021).

Segundo Washington (1996) e English; Gilger (2021), a cultura bacterianaé o método
laboratorial mais importante para isolamento e identificacdo de bactérias. O material coletado é
inoculado em placas com meio de cultura, &gar, para o isolamento das col6nias.

A identificacdo de uma bactéria deve ser interpretada em associacdo com 0s sinais
clinicos, a presenca de microbiota normal, as condic¢fes de transporte da amostra e isolamento
bacteriano (WASHINGTON, 1996; ENGLISH; GILGER, 2021). O isolamento de grande
numero de col6nias de uma Unica bactéria pode representar significancia clinica. Em contraste,
o0 isolamento escasso na maioria dos casos é de significado clinico questionavel, provavelmente
indica flora normal, contaminante ou supressdo do isolamento por antibioticos
(WASHINGTON, 1996; ENGLISH; GILGER, 2021).

A realizacdo de cultura conjuntival € rapida e indolor, sendo necessario anestesia topica
ou blogueios oculares apenas nos casos de animais com olhos doloridos, auxilia no diagnéstico
de doencas oculares e na determinagdo de tratamento antimicrobiano apropriado ((BURD,
2016; FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). As palpebras devem ser suavemente retraidas e
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o0 swab esteril é colocado no saco conjuntival inferior, anterior a terceira palpebra, e inserido no

meio de transporte para cultivo, até que seja realizada a cultura (BURD, 2016;
FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

A espectrometria de massa de dessorcao/ionizacéo a laser assistida por matriz (MALDI-
TOF MS) é meétodo acurado e rapido para identificagdo microbiana (SCHUBERT;
KOSTRZEWA, 2017). Segundo Dingle; Butler-Wu (2013), as amostras microbianas
depositadas em uma placa-alvo sdo cobertas com solucdo de matriz, que cocristaliza com a
amostra e lisa organismos vegetativos. Os organismos mais dificeis de lisar, como certas
bactérias gram-positivas, micobacterias, leveduras e bolores, necessitam de um pré-tratamento
adicional com &cido organico forte ou lise mecéanica. Ao serem colocadas no equipamento, as
amostras sdo ionizadas por pulsos curtos de laser, formando ions em fase gasosa com
fragmentacdo minima, seguidos pela aceleracdo de particulas no vacuo por meio de um campo
elétrico.

O tempo que cada particula leva para chegar ao detector, ou 0 chamado “tempo de voo”,
depende de sua massa e carga (DINGLE; BUTLER-WU, 2013). Apés todas as proteinas
abundantes na amostra terem sido detectadas pelo espectrdmetro de massa, éproduzida uma
impressdo digital espectral exclusiva do organismo que esta sendo analisado. A identificagio
do organismo testado é entdo determinada automaticamente usando software que compara o
perfil espectral do organismo desconhecido com banco de dados de referéncia (DINGLE;
BUTLER-WU, 2013).

A microbiota conjuntival faz parte do mecanismo de defesa do olho e ajuda a prevenir
a colonizacao de micro-organismos patogénicos. Bactérias oportunistas pertencem a microbiota
normal da superficie ocular e, apds traumas, cirurgias oculares, doenca sistémica e
imunossupressao, 0 mecanismo de defesa ocular pode reduzir e essas bactérias prejudicarem a
cura da lesdo. O conhecimento da microbiota conjuntival normal € importante para o tratamento
de doencas oculares de forma racional com uso de antimicrobianos apropriados, caso seja
necessario (WILKIE; GEMENSKY-METZLER, 2004; WANG et al., 2008; BUTTNER et al.,
2019).

As espécies bacterianas identificadas podem variar de acordo com a idade, geografia,
clima, temperatura, estacdo do ano, ambiente e técnica de cultura (COOPER; MCLELLAN;
RYCROFT, 2001; WANG et al., 2008; JOHNS et al., 2011; GOULD; DEWHURST;
PAPASOULIOTIS, 2021). Doencas sistémicas, oculares e uso de medicacdo topica
influenciam a microbiota conjuntival (WANG et al., 2008; HARTMANN et al., 2010; WEESE
etal., 2015; DARDEN et al., 2019; LUCYSHYN et al., 2020).

Buttner et al. (2019) avaliaram a microbiota conjuntival de 120 gatos saudaveis,
distribuidos em trés grupos. Foi realizado cultura e MALDI-TOF para isolamento e

identificacdo das bactérias. O primeiro grupo foi composto por gatos que viviam dentro de casa,
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sem outros gatos, o segundo grupo, por gatos que viviam dentro de casa com outros gatos e o

terceiro por animais que viviam fora de casa. Identificaram 71% de bactérias isoladas gram
positivas, das quais Staphylococcus felis a mais comumente isolada, 26% gram negativas, sendo
Moraxella osloensis a mais frequente e 3% eram fungos. Relataram que a idade, sexo, raca e
ambiente ndo afetaram a frequéncia do isolamento de bactérias, porém a estacdo do ano teve
efeito significativo na frequéncia de isolamento. As coletas realizadas no veréo tiveram maior
porcentagem de isolamento, seguido do outono, inverno e primavera.

A microbiota conjuntival foi descrita em gatos (HARIHARAN et al., 2011;
KIELBOWICZ et al., 2014; BUTTNER et al., 2019), caes (SAMUELSON; ANDRESEN;
GWIN, 1984; MCDONALD; WATSON, 1976), coelhos (COOPER; MCLELLAN;
RYCROFT, 2001; BOURGUET et al., 2019), ovelhas (BONELLI et al.,, 2014), vacas
(WILCOX, 1970; SAMUELSON; ANDRESEN; GWIN, 1984), cavalos (JOHNS etal., 2011,
SAMUELSON; ANDRESEN; GWIN, 1984), alpacas ((STORMS et al., 2016), tartarugas
marinhas (CARDOSO-BRITO et al.,, 2019), guaxinins (SPINELLI et al., 2010), quatis

(SPINELLI et al., 2010), porém nédo ha relatos da microbiota conjuntival em felinos selvagens.

7.Citologia de impresséo

A superficie ocular é composta por conjuntiva, cérnea e limbo, e coberta pelo filme
lacrimal, que juntos, formam uma unidade funcional com estreita relacdo de interdependéncia,
essencial para a integridade ocular (BOLZAN et al., 2005; HARTLEY; HENDRIX, 2021).
AlteracGes na conjuntiva podem estar associadas a doencas bulbares e de anexos, devido a
proximidade com essas estruturas, e também podem ser indicativos de doengas sistémicas.
Portanto, o exame fisico e oftalmolégico completo é imprescindivel, sendo muitas vezes
necessario bidpsia e citologia para diagnostico preciso (HARTLEY; HENDRIX, 2021).

A conjuntiva tem papel importante na dindmica lacrimal, protecdo imunoldgica,
movimento ocular e cicatriza¢do da cornea. E composta por tecido ndo queratinizado, epitélio
escamoso estratificado e substancia propria. Na camada epitelial, estdo presentes as células
caliciformes, produtoras de mucina, que integram a camadamais profunda do filme lacrimal, e
tem funcdo de proteger a superficie ocular, capturando detritos e bactérias e fornecendo meio
para adesdo de imunoglobulinas (HARTLEY; HENDRIX, 2021).

A cornea é transparente e possui funcdo de refratar a luz, e permitir quantidade e
qualidade suficientes de luz no olho para formar imagem na retina. Para que isso ocorra, a
superficie deve ser lisa, por isso, a substituicdo continua do epitélio superficial e manutencéo
do filme lacrimal saudavel sdo importantes. E formada por epitélio, estroma, membrana de
Descemet e endotélio. O epitélio corneano é estratificado, escamoso e ndo queratinizado, sendo
formado superficialmente por camadas de células escamosas ndo queratinizadas, camadas de

células poliédricas, camada de células basais colunares e membrana basal (WHITLEY;
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HAMOR, 2021).

A citologia de impresséo foi introduzida em 1977 simultaneamente por pesquisadores
de Londres (THATCHER; DAROUGAR; JONES, 1977) e da Califérnia (EGBERT;
LAUBER; MAURICE, 1977). Thatcher, Darougar e Jones (1977) desenvolveram a técnica com
um dispositivo de plastico para estudar a resposta citolégica da conjuntiva em afeccGes da
superficie ocular e como alternativa a outros métodos de avaliagéo ja descritos, com vantagens
de ser mais rapido, facil e confortavel ao paciente. Egbert, Lauber e Maurice (1977)
introduziram o método utilizado atualmente, com papel filtro absorvente, com objetivo de
remover as secre¢des das células caliciformes, porém, perceberam que além das secre¢Ges das
células, camadas de células epiteliais e caliciformes também foram removidas.

A partir dessas pesquisas, a capacidade de estudar células da superficie ocular de forma
rapida, simples e ndo invasiva aumentou drasticamente. A citologia de impressdo apresenta
vérias vantagens. E uma fonte de células epiteliais bem preservadas de individuos saudaveis ou
com patologias na superficie ocular, ndo invasiva, rapida, de facil execugdo, baixo custo. Pode
ser realizada em nivel ambulatorial, requer anestesia topica apenas, ndo causa desconforto e ndo
ha efeitos colaterais ou contraindicacdes. E possivel monitorar o progresso de doencas como
ceratoconjuntivite seca, queimaduras alcalinas, conjuntivites, acompanhar o efeito de
intervencdes terapéuticas e demonstrar alterages consequentes de determinado evento, como
uso de lentes de contato (BARROS et al., 2001; CALONGE et al., 2004; RITO, 2009;
HONSHO et al., 2012; GAUTAM et al., 2017).

O resultado é fidedigno a realidade, com morfologia celular integra que mantém os
contatos celulares e fornece montagem plana de uma &rea tdo grande quanto a superficie do
filtro, diferente das técnicas de raspado e abrasdo, que utilizam materiais como suabes,
espatulas, bisturi e escovas para coleta, causando desconforto ocular, dificuldade de
manipulagéo, riscos de lesdes iatrogénicas e podem fornecer laminas com pouca celularidade,
insuficiente para diagnostico, no caso do uso de suabe, ou com grande celularidade, porém com
células sobrepostas e baixa integridade, dificultando a leitura (BARROS et al., 2001;
CALONGE et al., 2004; RITO, 2009; HONSHO et al., 2012; GAUTAM et al., 2017).

Além disso, as amostras podem ser processadas por diversas técnicas, desde
microscopia até reacdo em cadeia polimerase (PCR), analises de Western Blotting ou citometria
de fluxo. A citologia por impressdo tornou-se a técnica de escolha para amostragem do epitélio
da superficie ocular, é uma ferramenta de pesquisa Util em aspectos basicos e clinicos
(BARROS et al., 2001; CALONGE et al., 2004; RITO, 2009; HONSHO et al., 2012; GAUTAM
etal., 2017).

A citologia de impressdo remove de uma a trés camadas de células da superficie ocular.
Portanto, € ideal para estudar o epitélio superficial, e ndo o basal ou membrana basal. Porém,

ao realizar varias impressdes no mesmo local, foi possivel demonstrar a morfologia do epitélio
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limbico basal (SINGH et al., 2005). A conjuntiva saudavel apresentara camadas de células

epiteliais escamosas, colunares e células caliciformes e, ocasionalmente, havera bactérias e
raramente linfocitos, células polimorfonucleares, mondcitos e células plasmaticas. A cérnea
apresentara células epiteliais ndo queratinizadas (escamosas e intermediarias), linfdcitos e
células polimorfonucleares. Pode haver nucleos, restos de queratina, muco e bactérias
(FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021).

Desde os primeiros relatos do uso da citologia de impresséo, varias modificages foram
realizadas (CALONGE et al., 2004). Egbert et al. (1977) testaram outros materiais para coleta,
como papel celofane, papel de filme fotogréfico e filtros sintéticos, mas foram os filtros
compostos por uma mistura de ésteres de celulose com poros submicroscopicos (Millipore), que
apresentaram os melhores resultados. O tamanho do poro influencia na consisténcia da colecéo
de células. Quanto maior o tamanho dos poros melhor a colecdo celular, j& a resolucdo dos
detalhes no microscopio € melhor em poros menores (VADREVU; FULLARD, 1994;
MARTINEZ et al., 1995; NELSON; HAVENER; CAMERON, 1983).

A microscopia € a ténica de avaliacdo mais utilizada. Apos a fixacdo, € possivel realizar
a coloracdo com varios protocolos (CALONGE et al., 2004). Os primeiros relatos utilizaram
acido periddico-Schiff (PAS) para corar células caliciformes e hematoxilina para contraste das
células epiteliais (EGBERT et al., 1977). Coloracbes como PAS e Papanicolaou (SAINI;
RAJWANSHI; DHAR,1990), PAS e Papanicolaou modificado por Gill (TSENG, 1985), azul
de Alcian (MASKIN; BODE, 1986), Wright modificado (Diff-Quik) (HERSHENFELD et al.,
1981), May- Grundwald e Giemsa (MIDENA ; SEGATO; BLARZINO, 1991), fuscina de
carbol (CHOWDHURY et al., 1996), PAS-Giemsa (SAEZ et al., 2001), PAS, hematoxilina e
Papanicolaou (BARROS et al., 2001) j& foram utilizadas em humanos.

Godoy-Esteves et al. (2005) realizam estudo para padronizacdo da citologia de
impressdo na superficie ocular de cdes saudaveis. Utilizaram filtro Millipore de 0,45 pum,
pressionaram na conjuntiva por cinco segundos e colocaram em solucéo fixadora. A coloragéo
foi realizada com PAS, hematoxilina e Papanicolaou modificado, baseado na técnica utilizada
por Barros et al. (2001) e Martinez et al. (1995) em humanos. Bolzan et al. (2005) também
realizaram estudo com cées saudaveis para padronizacdo do protocolo e utilizaram filtro
Millipore com tamanho de poro de 0,45 um, que foi pressionado na conjuntiva bulbar por cinco
segundos e colocado em fixador com alcool etilico a 95%. A coloragéo foi realizada com PAS
e hematoxilina, baseado no protocolo de Nelson, Havener e Cameron (1983), com
modificages.

A conjuntivite € a queixa ocular mais comum em gatos (GLAZE; MAGGS;
PLUMMER, 2021). Brand&o et al. (2001) avaliaram a conjuntiva do férnice conjuntival de
gatos saudaveis e os tipos celulares frequentemente encontrados foram células das camadas

intermediaria e superficial. As células epiteliais conjuntivais intermediarias apresentaramntcleo
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grande, circular ou oval, e tamanho reduzido quando comparadas as células superficiais.As

superficiais possuiam formato poliédrico, citoplasma abundante e nucleo redondo central. Nao
encontraram celulas caliciformes.

Eo6rddgh et al. (2015) demonstraram que o melhor localde amostragem em felinos é a
conjuntiva bulbar superior, pois produziram amostras dequalidade significativamente melhor
comparado a outros locais. Ndo descreveram a composi¢do celular, realizaram analise
qualitativa, avaliando a integridade morfoldgica e preservacdo celular e quantitativa, por
contagem celular.

Na medicina veterinaria a técnica ja foi usada no acompanhamento da evolugéo do
tratamento de ceratoconjuntivite seca em cdes (BOUNOUS et al., 1998; RADZIEJEWSKI;
BALICKI; SZADKOWSKI, 2018; LEJARZA-ILARO et al., 2019), na avaliacdo de distarbios
da superficie ocular de cdes acometidos por leishmaniose visceral (ANDRADE et al., 2009), na
avaliacdo do efeito de diferentes tipos de lentes de contato na superficie ocular de cdes (BRAUS
et al., 2018), em equinos com alteracGes na superficie ocular (como Ulceras fungicas, massas
corneo-conjuntivais, Ulcera indolente, abscesso corneano e Ulcera em melting) (BRAUS et al.,
2017) e em gatos com conjuntivite (HONSHO et al., 2012).

Na medicina veterinaria, ha estudos descritos em caes (BOLZAN et al., 2005; GODOY -
ESTEVES et al., 2005; ANDRADE et al., 2009; PERAZZI et al., 2017; RADZIEJEWSKI,
BALICKI; SZADKOWSKI, 2018; BRAUS et al., 2018; LEJARZA-ILARO
et al., 2019), equinos (ROCHA et al., 2001; BRAUS et al., 2017; BONSEMBIANTE et al.,
2019), bovinos (ROCHA et al., 2001) e felinos (BRANDAO et al., 2002; HONSHO et al., 2012;
EORDOGH et al., 2015; PERAZZI et al., 2017).

A citologia de impressdo é uma técnica diagndstica explorada em animais domésticos,
porém ha pouca informacéo sobre a sua aplicacdo em espécies selvagens. Esta auséncia ressalta
a necessidade de estudos mais abrangentes e direcionados para compreender a viabilidade e o

potencial diagndstico e descritivo em animais selvagens.

8. Paquimetria corneana

Aferir a espessura corneana com precisdo é essencial na oftalmologia e na ciéncia da
visdo (ALARIO; PIRIE, 2014). Trata-se de parametro que pode inferir a hidratacdo e o
metabolismo da cornea, uma vez que alteragdes na integridade da barreira endotelial ou na
bomba endotelial podem levar ao edema de cdrnea e aumento de sua espessura (COYO et al.,
2016).

Determinar a espessura corneana é importante no diagndstico e monitoramento da
progressao de doencas, planejamentode cirurgias, e avaliar a resposta a tratamentos (ALARIO;
PIRIE, 2014; JEONG et al., 2018). Defeitos maiores ou iguais a 3mm na espessura da cornea

séo considerados emergéncias oftalmicas e comprometem a visao e integridade do bulbo ocular
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(LACERDA et al., 2017).

A espessura corneana pode variar entre espécie, raca, idade, localizacdo de afericdo e
horéario do dia (MEEKINS et al., 2021). Existem muitas técnicas de afericdo da espessura da
cdérnea, como tomografia de coeréncia optica de dominio espectral (OCT) (CLEYMAET et al.,
2016), Pentacam (CLEYMAET et al., 2016), Galileit G6™ (DE ANDRADE RAMOS, et al.,
2023), paquimetria dptica (SALZ et al., 1983), microscopia especular de contato e sem contato
(UCAKHAN et al., 2006) e biomicroscopia ultrassonica (TAM; ROOTMAN, 2003).

A paquimetria ultrassénica € a forma mais utilizada e considerada padrdo ouro para
mensuracao da espessura corneana central (DE ANDRADE RAMOS et al., 2023; URSULINO
etal., 2008; MAIMONE et al., 2007). O aparelho utiliza os principios da ultrassonografia modo
A e mede o tempo necessario para que o som passe do final do transdutor a membrana de
descemet e retorne ao transdutor (URSULINO et al., 2008; EHLERS; HIORTDAL, 2004).

A espessura central da cornea ja foi estabelecida em cdes (GILGER et al., 1991;
ALARIO;PIRIE, 2014), gatos (DE ANDRADE et al., 2023; CHAN-LING et al., 1985; TELLE
et al., 2019), cavalos (GRINNINGER et al., 2010; PIRIE et al., 2014; KNICKELBEIN et al.,
2022), coelhos (KIM et al., 2013; WANG; WU, 2012), papagaio do mar (WESTMORELAND
et al., 2020), pinguim de pé preto (GONZALEZ-ALONSO-ALEGRE et al., 2014), peixes koi
(LYNCH et al., 2007), galinhas (YAYGINGUL et al., 2022), cervos de cauda branca (VILLAR
et al., 2020), macaco-rhesus (JONAS; HAYREH, 2009), capivaras (MONTIANI-FERREIRA
etal., 2008) e ferrets (MONTIANI-FERREIRA et al., 2006). Do conhecimento dos autores, ndo

héa relatos de espessura corneana em felinos selvagens.

9.Retinografia

O desenvolvimento de equipamentos para fotografia do fundo do olho possibilitam
documentar os achados de doencas da parte posterior do olho (WINTERGERST, 2022).
Identificar anormalidades de fundo de olho s&o importantes para o reconhecimento e tratamento
de condicbes que ameagcam a Visdo e, por vezes, a propria vida, além de distinguir patologias
reversiveis de irreversiveis, conduzindo a tomada de decisdes clinicas com o0s tutores
(MUNRO, 2020).

Na medicina veterinaria, a maioria das imagens do fundo ocular sdo obtidas com cameras
de fundo especializadas. Cameras DSLR (Digital Single Lens Reflex) com uma lente de
condensacdo, também sao utilizadas. Porém, os resultados sdo inconsistentes devido a
dificuldade de visualizar a porcdo exata do fundo ocular a ser fotografada, resultando em
obtencdo de poucas imagens. Cameras especializadas portateis de fundo ocular e smartphones
substituem essa prética, devido a disponibilidade e facilidade de obtencdo de imagens, o que
torna tais técnicas mais viaveis em clinicas movimentadas, porém a qualidade da imagem é
inferior (MCMULLEN; MILLICHAMP; PIRIE, 2021).
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O ClearView (Optbrand, Fort Collins, CO, EUA) é uma camera digital especifica e

portatil de fundo ocular, com custo geral razoavel. O ClearView deve ser conectado a um
computador ou laptop, onde as imagens séo baixadas e salvas automaticamente em pastas com
0 nome do tutor do animal. Com a cdmera conectada ao computador e o aplicativo do software
aberto, as imagens sao facilmente obtidas. O botdo do obturador, localizado na lateral da
camera, € pressionado e mantido pressionado para obter uma série de quatro imagens
sequenciais.

A cémera deve ser posicionada em frente ao olho do animal. A imagem do fundo ocular
é visualizada na tela do computador e, quando a localizacao e o foco estiverem corretos,deve-se
pressionar o botdo obturador. Visualizar a imagem na tela do computador torna esse
equipamento util para fins de ensino e educacdo ao cliente. Existe uma curva de aprendizado
breve associada a essa camera, mas em pouco tempo de uso é possivel usa-la com mais
facilidade (MCMULLEN; MILLICHAMP; PIRIE, 2021).

Na avaliagdo do fundo do olho € possivel visualizar a vascularizacéo da retina, a papila
Optica e a zona tapetal, composta pelo tapetum lucidum, e a zona ndo tapetal
(FEATHERSTONE; HEINRICH, 2021). A maioria dos mamiferos apresenta padrdo de
vascularizagdo retiniana holangiotico, onde grande parte da retina neurossensorial recebe
suprimento sanguineo direto. O termo papila dptica inclui as porc¢des retiniana e coroidal do
nervo optico. Representa a uma elevacgdo na cabeca do nervo e sua presenca e desenvolvimento
variam entre as espécies e dentro dela (MEEKINS et al., 2021). O tapetum lucidum dos felinos
é do tipo celular, de coloracdo heterogénea, que varia com a idade e espécie. Animais jovens
apresentam tapetum azulado, que com o passar do tempo, se torna mais amarelo. A coloragéo
em animais adultos varia de laranja claro a verde.

O tapetum dos felideos é composto por cercade 15 a 20 camadas celulares, diferente
dos canideos que possuem cerca de 10 camadas. Tal diferenca resulta em maior refletancia e
proporciona aos fotorreceptores da retina uma segundachance de absorver fétons de luz, o que
aumenta a sensibilidade visual noturna ou em condigdesde baixa luminosidade (CORSI et al.,
2022)

Doencas sistémicas como a hipertensdo arterial (CIRLA et al., 2021), toxoplasmose
(DAVIDSON et al., 1993), lupus eritematoso (NAKAMURA et al., 1998), diabetes melitus
(VIOLETTE; LEDBETTER, 2017) mieloma multiplo (VIOLETTE; LEDBETTER, 2017),
hipotireoidismo (VIOLETTE; LEDBETTER, 2017), doenga renal cronica (VIOLETTE;
LEDBETTER, 2017), podem levar alteracdes graves no fundo do olho, como hemorragia,
descolamento de retina, exsudato inflamatério e papiledema, levando a perda de visao, muitas
vezes, irreversivel (CIRLA et al., 2021; DAVIDSON et al., 1993; NAKAMURAEet al., 1998;
VIOLETTE; LEDBETTER, 2017). A avaliacdo e documentacao do fundo de olhoé de extrema

importancia para identificacdo doencas sistémicas e preservacao da visao (MUNRO, 2020).
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Artigo a ser submetido na revista Veterinary Ophthalmology

Exames oftalmologicos em onca pintada (Panthera onca) e on¢a parda (Puma

concolor)

Ophthalmologic exams in jaguar (Panthera onca) and cougar (Puma concolor)

Abstract

Purpose O objetivo do trabalho é descrever valores de producdo lacrimal, pressdo intraocular,
microbiota conjuntival, citologia de impressdo corneo-conjuntival, espessura corneana e

retinografia em ongas pintadas e pardas.

Materials and Methods Foram avaliadas seis oncgas pintadas (doze olhos) e seis ongas pardas
(doze olhos), adultas e saudaveis. Os exames oftalmoldgicos incluiram: (a) teste lacrimal de
Schirmer I; (b) coleta de material para analise de cultura bacteriana; (c) tonometria de rebote;
(d) coleta de material de cornea e conjuntiva para avaliacdo citoldgica; (e) paquimetria

corneana; (f) retinografia.

Results A producdo de lagrima em ongas pintadas resultou em média de 13,7+7,1mm/min e
14,5£5,4mm/min em ongas pardas. A microbiota conjuntival das ongas pintadas revelou 100%
de bactérias gram-positivas e das oncas pardas 62,5% de gram-positivas e 37,5% gram-
negativas, das quais Staphylococcus felis foi a bactéria predominante. As oncgas pintadas
apresentaram média de pressdo intraocular nos diferentes modos do tonémetro de rebote, de
29,9£3,5mmHg (cées); 24,4+3,5mmHg (gatos); 30,9+2,1mmHg (coelhos); 24,8+3,4AmmHg
(cavalos). As oncas pardas apresentaram média de 29,2+2,9mmHg (cées); 23,7+3,9mmHg
(gatos); 32,3+5,6mmHg (coelhos) e 25,7+3,5mmHg (cavalos). Na analise citologica foram
identificadas células epiteliais da cornea e conjuntiva, e células caliciformes. A espessura da
coérnea central de trés oncas pintadas foi de 877um e 1152,8um de quatro ongas pardas. O
padrdo de vascularizacdo da retina das oncas é holangiético, com vasos retilineos, tapetum

lucidum de coloragdo variada, nervo éptico redondo, pequeno, localizado na zona tapetal.

Conclusion Os valores dos testes oftalmoldgicos descritos em ongas pintadas e pardas séo
semelhantes entre as espécies. O estudo descreve pela primeira vez, informacgdes de
celularidade da superficie ocular, microbiota conjuntival, retinografia e os principais testes
oftalmoldgicos realizados na rotina clinica, que auxiliardo no diagnostico e tratamento de
afeccdes oculares em felinos neotropicais, além de contribuir nas pesquisas na area de visdo

descritiva comparativa.
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Introducéo

As ongas pintadas e pardas sdo pertencentes ao grupo dos maiores felideos das Américas®.
A onga pintada esta na lista dos animais “quase extintos”?, segundo a Uni&o Internacional para
Conservacdo da Natureza (IUCN), e a onca parda em “menor preocupagdo”, porém a
conservacao dessas espécies é desafiadora.

S&o animais ameacados pela destruicdo e fragmentacdo de seu habitat natural por
desenvolvimento da agricultura e pecuaria, construcdode estradas e ferrovias, e desmatamento,
que levam a degradacdo do ecossistema, além da caca e captura de suas presas selvagens®*°.
Estes fatores promovem aproximacao desses animais com 0s humanos e o risco de infeccao por

patdgenos+>

Contrastando com este cenario, tem-se observado o aumento do numero de felideos nédo
domeésticos em cativeiro, que se deve ao aumento do gerenciamento adequado, dos cuidados
médicos e monitoramento realizado ao longo da vida desses animais, somando-se as a¢des de

conservagao®.

Diagnosticar e tratar doencas oculares em felinos selvagens é um desafio devidoa auséncia
de informagdes sobre testes diagndsticos e terapéutica®. Neste cenario, o presente estudo
avaliou os valores obtidos nos exames oftalmoldgicos de mensuracdo de producédo lacrimal,
microbiota conjuntival, pressdo intraocular, citologia de impressdo conjuntival, espessura

corneal central e retinografia em ongas pintadas (Panthera onca) e pardas (Puma concolor).
Material e Métodos

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para o Uso de Animais para Pesquisa
Oftalmica e Animal e da Visdo e com o Comité de Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho. O estudo possui aprovacdo do SISBIO n° 87560-1 e
CEUA n°0373/2023.

Foi realizado estudo com amostragem de conveniéncia de seis oncas pintadas (12 olhos)
e seis pardas (12 olhos), de cativeiro, saudaveis, sem alteracdes sistémicas e oculares. Os
animais pertencem as seguintes instituicbes: Centro de Medicina e Pesquisa de Animais
Selvagens (CEMPAS), Botucatu/SP; Ampara Silvestre, Amparo/SP; Parque Zooldgico
Municipal "Quinzinho de Barros", Sorocaba/SP e Parque Zooldgico Municipal de Bauru,
Bauru/SP.
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Contencéo quimica
Foi realizado contencdo quimica mandatoria em todos os animais, com protocolos
diferentes de acordo com a instituicdo que os animais vivem. Nas duas ongas pardas
provenientes do CEMPAS, utilizou-se cetamina 10mg/kg e dexmedetomidinalOmcg/kg
intramuscular, indu¢do com propofol 2,5mg/kg intavenoso e manutencéo anestésica inalatoria
com isofluorano. Duas oncas pardas do Zoologico de Sorocaba foram anestesiadas com
cetamina 10 mg/kg, midazolam 0,2 mg/kg, xilazina 0,5 mg/kg intramuscular ,inducdo com
propofol 2,5 mg/kg intravenoso e manutencdo anestésica inalatria com isofluorano . Duas
oncas pardas do Zooldgico de Bauru foram submetidas a anestesia dissociativa com zoletil 3
mg/kg, dexmedetomidina 0,02 mg/kg e butorfanol 0,15 mg/kg, intramuscular. Quatro oncas
pintadas da AmparaSilvestre foram anestesiadas com cetamina 5 mg/kg e medetomidina 0,06
mg/kg, intramuscular. Duas oncas pintadas do Zooldgico de Bauru foram anestesiadas com

midazolam 0,2 mg/kg, dexmedetomidina 0,02 mg/kg e butorfanol 0,15 mg/kg, intramuscular.

As avaliacOes foram realizadas em animais que foram anestesiados para manejo de check
up anual, e ndo apenas para realizacdo dos exames oftalmoldgicos. Por isso, ha diferenca nos
protocolos anestésicos utilizados entre as espécies. Todas as ongas pintadas foram avaliadas no
recinto, das quais, quatro oncas pardas em salas ambulatoriais e duas ongas pardas no recinto. O
tempo médio parainicio dos testes oftalmoldgicos nas ongas pintadas foi de 10-20 minutos e nas

ongas pardas de 3-10 minutos.

Testes oftalmoldgicos

Os animais foram submetidos a inspecdo ocular com auxilio de biomicroscopia em
lampada de fenda (Kowa SL-15, Kowa Optimed Inc., Califérnia), descartados os que
apresentaram quaisquer anormalidades no bulbo ocular. Posteriormente, as oncas foram
submetidas a: (i) avaliacao da producéo lacrimal com teste lacrimal de Schirmer I, (ii) coleta da
microbiota conjuntival, (iii) tonometria de rebote (Tonovet Plus, Icare®), (iv) citologia por

impresséo conjuntival, (v) paquimetria corneana e (vi) retinografia (Optbrand Clear View®).

Teste lacrimal de Schirmer |

O exame foi realizado ap6s 5-15 minutos do inicio da anestesia. Para mensuragédo da
producdo lacrimal, as palpebras foram abertas manualmente e, em seguida, a tira milimetrada
fina de papel (Ophthalmos®) foi inserida no fornice ventrotemporal. Os olhos dos animais
foram mantidos abertos durante a realizacdo do exame. Apos 60 segundos foi realizada a leitura
imediata da por¢do umedecida. A avaliacdo de 70% dos animais foi realizada no periodo da

manhi e inicio da tarde, entre 9h e 13h.



50
Analise microbioldgica

O coleta da microbiota conjuntival foi realizada com a insercdo e raspagem suave de
suabe no fdrnice conjuntival inferior. Apo6s coletado, o material foi inserido em meio de
transporte Stuart, refrigerado e enviado para Laboratorio de Diagnostico Microbioldgico do
Hospital Veterinario da FMVZ - Unesp, campus Botucatu, SP, Brasil, para o processamento
das amostras.

As amostras foram cultivadas em condi¢fes de aerobiose nos meios de agar sangue
(Oxoid®, Sao Paulo, Brasil) acrescido de sangue bovino (5-7%) e MacConkey (Ox0id®, S&o
Paulo, Brasil), mantidas por 72 horas, a 37°C. Os agentes bacterianos e leveduras isolados em
condicdes de aerobiose foram preliminarmente classificados de acordo com caracteristicas

fenotipicas®.

Todos os isolados obtidos nos cultivos foram submetidos a espectrometria de massas no
laboratdrio de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do Departamento de Nutri¢do

e Producdo Animal da FMVZ-USP/Pirassununga, SP, para confirmacao diagnostica.

Para tanto, trés a quatro colbnias recém isoladas (24 a 48h) em &gar sangue foram
submetidas a extragdo com 20-40uL de &cidoférmico (70%) e centrifugadas, visando a lise
bacteriana e liberacdo de proteinas(predominantemente de origem ribossomal) e formacéo de
fons, necessarios para a formacdo dos espectros bacterianos. Cerca de 15 minutos depois, foi
adicionado em cada amostra 20- 40pL de acetromil (100% P.A.) na mesma proporcao do acido
féormico (1:1) e centrifugado. Em seguida, 1pL da solugdo de cada amostra foi adicionada em
placas especificas contendo 96 pocos (Bruker e DaltonicsTM, Bremen, Alemanha) e mantido

por aproximadamente 15 minutos para secar em temperatura ambiente.

Os pocos com as amostras secas foram cobertos com 1L de solu¢do matriz (acido 2-
ciano-4-hidroxicinamico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de &cido trifluoracético). As placas
foram dispostas no receptaculo do equipamento MALDI-TOF MSTM (Bruker e DaltonicsTM,
Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser. Os dados dos espectros foram analisados
entre 2.000-20.000m/z, usando o software FlexControl 3.3. A caracterizacdo de género e

espécie foi considerada para espectros > 1,7 e >2,0, respectivamente "8,
Pressao intraocular

A avaliagéo da presséo intraocular foi realizada com tondémetro de rebote (Tonovet Plus,
Icare®). Foram realizadas quatro mensurac6es em cada funcao do aparelho (cées, gatos, cavalos

e coelhos).



Citologia de impressao .
A citologia de impressdo conjuntival foi realizada utilizando-se membrana em éster de
celulose (Millipore Inddstria e Comércio Ltda.) de 0,45um de poro e 13mm de didmetro. A
membrana foi cortada ao meio para melhor manipulacédo durante o exame. Com auxilio de pinca
anatdbmica, a membrana foi posicionada de forma que metade ficasse em contato com a
conjuntiva bulbar dorsal e o restante com a cdrnea. Realizou-se pressdo por 5 segundos em toda
sua extensdo, com cotonete, para garantir boa colheita de celulas. Ap6s remogdo, o papel foi
inserido imediatamente em solucdo fixadora (&cido acético glacial, formaldeido a 37% e alcool
etilico a 70%, 1:1:20).

Para a coloracdo, removeu-se com pinga cada papel. Em seguida, o papel foi disposto
em célula de cassete proprio para coloracdo histoldgica, com 48 lugares de aproximadamente
7 X7 mm cada. A técnica de coloracdo foi baseada na técnica de citologia de impressdode
Martinez et al (1995)°, com modificacOes, que usa acido periddico de Schiff (PAS) e
hematoxilina. Para a coloracdo das amostras, mergulhou-se o cassete com 0s papéis em

recipientes estreitos que continham as solucdes descritas abaixo.

A técnica consistiu em rehidratar-se as amostras em alcool etilico a 70% por 2 min. As
amostras foram mergulhadas em agua de torneira por 20 vezes e em agua destilada por mais
20 vezes.

Imergiram-se as amostras totalmente em solucdo de acido periédico a 0,5% por 2 min e
depoismergulharam-se em agua destilada por 20 vezes. Preparou-se solucéo recente de reagente
de Schiff na proporcéo de 1:3 com agua destilada e as amostras ficaram imersas por 2 min, e
depois foram imersas 20 vezes em agua de torneira. Em seguida foram mantidas em solucdo de
metabissulfito de sddio a 0,5% por 2 min e imersas (20 mergulhos) em agua de torneira.

As amostras foram mantidas por um minuto em solucao de Hematoxilina de Harris, e imersas
(20 mergulhos) em agua de torneira. O material foi desidratado com alcool absoluto por 2 min.
A solucdo foi trocada e o material foi mantido por mais 3 min. Em seguida, foi transferido para
0 Xilol em duas passagens, de 7 e 8 minutos.

O papel filtro foi reposicionado em cada lamina, mantendo-se a face do papel com o
epitélio voltado para cima. As laminas foram montadas com Entellan, e uma laminula foi
colocada como cobertura de protecdo. O processo foi realizado respeitando-se a imersao
completa das amostras nas solucdes e de acordo com o tempo e nimero de vezes recomendados.

O papel foi analisado sob microscopia Optica, com objetivo de descrever a morfologia celular.
Paquimetria

Para mensuracdo da espessura central da cornea, foi instilado colirio anestésico
(Anestalcon®- Cloridrato de proximetacaina 0,5% ALCON LABORATORIOS DO BRASIL



52
LTDA) em ambos os olhos do animal. A probe do paquimetro (Handy Pachymeter SP-100,

Tomey Corporation®, Japan) foi suavemente posicionada no centro da cornea até a obtencéo
das medidas (um). Os valores foram automaticamente registrados e a média aritmética

calculada pelo proprio aparelho.
Retinografia

Para avaliacdo da retina, foi instilado uma gota do colirio tropicamida 1% nos olhos dos
animais para dilatacdo das pupilas e melhor visualizacdo das estruturas e, apds cerca de 10
minutos, iniciou-se a realizagéo do exame. Foi utilizado o aparelho Optibrand ClearView® e o
exame foi realizado com o animal em decubito dorsal ou lateral. O auxiliar manteve o olho do
animal aberto e o aparelho foi posicionado no centro da pupila para obtencdo das imagens da

retina.
Andlise Estatistica

Foi realizado teste t de Student para amostras independentes de peso e idade'°,
utilizando técnica de analise de variancia multivariada para modelos de medidas repetidas
em grupos independentes complementada com teste de Bonferroni'! para variaveis Schirmer
e pressdo intraocular e medida de associacdo linear de Pearson®. Todas as analises dos
resultados estatisticos foram realizadas em nivel de 5% de significancia. Para a variavel
paquimetria, foi realizada média aritmética, enquanto as variaveis microbiota conjuntival,

citologia de impresséo e fundoscopia foram apresentadas de modo descritivo.

Resultados

As oncas pintadas e pardas apresentaram bordos palpebrais pigmentados, borda da terceira
palpebra pigmentada, conjuntiva bulbar résea a esbranquicada, por vezes, com pigmento
proximo ao limbo, cdrnea lisa e transparente, iris de coloracdo amarelada, tendendo a
amarronzada nas oncas pardas e pupila redonda (Figura 1).

Dentre os seis animais avaliados de cada espécie, em ambas, dois (33,33%) animais foram
machos e quatro (66,7%), fémeas. As oncas pardas apresentaram peso médio de 38,6kg e idade
média de 6,5 anos. As ongas pintadas apresentaram peso médio de 67,7kg e idade média de
12,7 anos. A tabela 1 apresenta medidas descritivas dasvariaveis Schirmer e tonometria segundo

espécie de onga.



Figura 1. Aspecto macroscopico do globo ocular de onga parda (a) e pintada (b).

Tabela 1. Medidas descritivas de teste de Schirmer | (mm/min) e pressdo intraocular

(mmHg) de acordo com a espécie no modo do tondémetro Tonovet Plus, segundo espécie

de onca.
. Onca
Variavel val
anave Parda Pintada p-valor
_ 145 13@24%  137(7.1) 125 (5:25) 0>0,05
Schirmer '
(5,4)*
PIOCd0 29,2(29) 291(245:33) 292(35) 294(253:37)  p>0,05
PIOGato 237 (3.9) 224 (195:31,5) 244(35) 244(19531)  p>0,05
PIOCOEINO 35 3(56)  31,3(258:44)  309(21) 31(283:355)  p>0,05
PIO Cavalo 257 (3,5) 259 (19,3;305) 248 (3.4) 234 (20:308)  p>0,05
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*Média (desvio padréo); # Mediana (valor minimo; valor maximo)

A tabela 2 apresenta a medida de associacdo linear entre pares de varidveis da pressdo
intraocular. Quanto mais proximo do valor um, maior é o coeficiente de correlacdo. As
mensurac6es da PIO com o tondmetro calibrado para a espécie cédo e gato (0,772) foram as de
maior correlacdo, seguido do gato e cavalo (0,753), cdo e cavalo (0,694), gato e coelho (0,670)

e por fim, coelho e cavalo (0,587).

Tabela 2. Medida de associa¢do linear entre pares de variaveis da pressdo intraocular (P10)

PIO
PIO Céo Gato Coelho Cavalo
Céo # 0,772 0,448 0,694
Gato p<0,001 # 0,67 0,753
Coelho p<0,05 p<0,001 # 0,587
Cavalo p<0,001 p<0,001 p<0,005 #

Coeficiente de correlacao/ p-valor

Microbiota conjuntival

As bactérias foram isoladas em seis das doze amostras (50%) nas oncas pardas e em
cinco das doze amostras (41,7%) nas oncas pintadas. Dentre os isolados obtidos das oncas
pardas, uma espécie bacteriana foi isolada em quatro olhos (66,7%), e duas espécies bacterianas
foram isoladas em dois olhos (33,3%). Ndo houve isolamento bacteriano em seis olhos (50%).
No total foram isoladas oito espécies bacterianas diferentes nas doze amostras. Nas ongas
pintadas, uma espécie bacteriana foi isolada em cinco olhos (100%). Ndo houve isolamento
bacteriano em sete olhos(41,7%). No total cinco espécies de bactérias diferentes foram isoladas

nas doze amostras.

Todos os isolados dos cultivos bacterianos foram enviados para espectrometria de
massas para identificagdo dos agentes. Nas ongas pardas, entre os oito isolados bacterianos,
cinco foram organismos gram-positivos (62,5%) e trés gram-negativos (37,5%). As bactérias
gram-positivas encontradas foram Staphylococcus felis (2/5=40%), Staphylococcus sciuri (1/5=
20%), Enterococcus faecium (1/5= 20%) e Macrococcus caseolyticus (1/5= 20%). As bactérias
gram-negativas foram Exiguobacterium sp (1/3= 33,3%), Pseudomonas luteola (1/3= 33,3%) e
Psychrobacter phenylpyruvicus (1/3= 33,3%). Nas oncgas pintadas, todas as bactérias isoladas

foram gram-positivas, das quais Staphylococcus felis (5/5= 100%) foi predominante.
Citologia de Impresséo

Observou-se a presenca de células em todas os espécimes colhidos, em quantidade e
distribuicdo variada, com boa preservagdo da morfologia. Algumas areas apresentaram debris
e sobreposicdes celulares, dificultando a avaliagdo morfoldgica. As células epiteliais

superficiais da cdérnea foram identificadas com maior frequéncia, isoladas ou agrupadas em
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grande quantidade,com morfologia poliédrica e tendéncia ao achatamento, além de baixa

relacdo nucleo/citoplasma, nucleo redondo e central e citoplasma levemente basofilico (Figura
2).

Células epiteliais intermediarias da conjuntiva foram identificadas em grande
quantidade, apresentando morfologia poliédrica & oval, moderada a acentuada relacéo
nacleo/citoplasma, nucleo excéntrico, cromatina nuclear condensada e citoplasma levemente
basofilico (Figura 3). As ongas pintadas melanicas e as oncas pardas, apresentaram células
epiteliais intermediarias da conjuntiva com granulos amarronzados a enegrecidos de diferentes
tamanhos, preenchendo todo o citoplasma celular (granulos de melanina), mais evidentenas

oncas melénicas (Figura 4).

Células epiteliais basais da conjuntiva foram identificadas variando de monacamada a
tridimensionais, com morfologia circular a oval, acentuada relagdo nucleo/citoplasma, nucleo
central e cromatina nuclear condensada, citoplasma escasso e moderadamente basofilico(Figura
5). Células caliciformes foram identificadas isoladas em pequena quantidade, apresentando

morfologia oval, baixa relagdo nudcleo/citoplasma, ndcleo excéntrico e achatado, contetido

mucoso e eosinofilico, preenchendo quase todo o citoplasma celular (Figura 5).

i 5 5 218 PR

Figura 2. Fotomicrografia de células epiteliais superficiais da cornea de onga pintada (a) e parda
(b) (&cido periddico de Schiff e hematoxilina, 400x).

Figura 3. Fotomicrografia de células epiteliais intermediérias da conjuntiva bulbar dorsal de
onca pintada (acido periédico de Schiff e hematoxilina, 400x).
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Figura 4. Fotomicrografia de células epiteliais intermediarias da conjuntiva bulbar dorsal de (a)
onca pintada meléanica e (b) onca parda, evidenciando os granulos de melanina (&cido periddico
de Schiff e hematoxilina, 400x).

"

Figura 5. Fotomicrografia de (a) células epiteliais basais e (b) células caliciformes da conjuntiva
bulbar dorsal de onca pintada (acido periddico de Schiff e hematoxilina, 400x)

Paquimetria

A avaliacdo da espessura corneal central foi realizada em trés oncas pintadas e quatro
ongas pardas. O exame néo foi realizado em todos os animais devido a dificuldades técnicas em
determinados locais em que a pesquisa foi realizada. Dentre as oncas pintadas, a média obtida
da espessura corneal central de trés animais foi de 901um no olho direito, 853um no olho
esquerdo e 877um em ambos os olhos. Nas ongas pardas, a média obtida da espessura corneal
central dos quatro animais foi de 1154,3um no olho direito, 1151,3um no olho esquerdoe
1152,8um de ambos os olhos.
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Retinografia

A retinografia foi realizada com o aparelho portatil Optbrand Clear View®, em trés
oncas pintadas (Figura 6) e trés oncas pardas (Figura 7). O exame néo foi realizado em todos
os animais devido a dificuldades técnicas de energia elétrica. As imagens obtidas demonstram
retina de padréo vascular holangiético, com vénulas retilineas, de coloracdo vermelho escuro e
arteriolas levemente tortuosas, de coloracdo vermelho claro. O disco Optico apresentou-se
redondo, sem mielina na bainha, com auséncia de anastomose vascular, localizado em regido
tapetal. O tapetum lucidum apresentou coloracdo variada entre amarelo e verde e, uma onca
parda de doisanos, apresentou a regido de transicdo de zona tapetal e ndo tapetal com coloragédo

azulada. Aregido ndo tapetal apresentou-se com epitélio pigmentar da retina, pigmentado, de

coloragdo marrom escuro.

Figura 6. Retinografia de onca pintada (Panthera onca), utilizando Optbrand Clear View®. (a;b)
Disco éptico localizado em zona tapetal, vénulas retilineas, tapetum lucidum amarelo, levemente
esverdeado.

Figura 7. Retinografia em onca parda (Puma concolor), utilizando Optbrand Clear View®. (a;b)
disco oOptico arredondado, localizado na zona tapetal, vénulas retilineas, tapetum lucidum
amarelo a esverdeado. (a) Zona de transi¢cdo entre zona tapetal e ndo tapetal de coloracdo
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azulada, animal jovem.

Discusséo e Conclusao

Este estudo descreve valores dos principais testes oftalmoldgicos em ongas pintadas e
pardas e, do conhecimento dos autores, é o primeiro a descrever a producdo lacrimal, pressdo
intraocular, microbiota conjuntival, citologia de impressédo de cornea e conjuntiva, espessura
corneal central e retinografia nessas espécies. Os animais foram anestesiados devido ao
comportamento agressivo e 0 uso de contencao quimica € pratica padrdao na medicina de grandes
felinos®?,

A afericdo da producdo lacrimal foi o primeiro exame a ser realizado, para minimizar a
interferéncia do lacrimejamento reflexo a manipulacdo das palpebras no resultado do exame.
Em gatos domésticos, estudos descreveram valores de 12,46+4.20 mm/mint?,
14,948, 5mm/min*, 18mm/min (variagdo de 9 a 34mm/min)*°, 10,81+0,81%¢ e 13,93+1,18% em
animais saudaveis,valores em sua maioria, valores similares aos obtidos nesse estudo. O Unico
relato encontrado para felinos selvagens foi em chitas, anestesiadas com medetomidina e
cetamina, assim como a maioria das oncas pintadas desse estudo, com valor médio de 13,58 £
5,29 mm/min'’, préximosaos obtidos em ongas.

Sabe-se que a produc&o lacrimal diminui com o aumento do tempo de anestesia'® 1% 202,
Fatores como estresse??, umidade do ar?® e ritmo circadiano?* também interferem na producéo
de lagrima dos animais. No entanto, a umidade do ar ndo foi mensurada no presente estudo. A
avaliacdo de70% dos animais foi realizada no periodo da manhd e inicio da tarde, entre 9h e
13h, horarios descritos como medianos em relagdo a producdo de lagrima?*. Dessa forma, 0s
valores do testelacrimal de Schirmer das oncas tendem a ser reduzidos pelo uso de anestésicos,
estresse de manipulacdo e variacdo de horario da realizacdo dos exames. A producdo lacrimal
de animais selvagens ja foi descrita em outros estudos’?>26:2":28.29 norém, do conhecimento dos
autoresndo ha valores descritos em oncas pintadas e pardas.

Este estudo observou isolamento bacteriano em seis das doze amostras (50%) nas ongas
pardas, e em cinco das doze amostras (41,7%) nas ongas pintadas, presenca de 62,5% de
bactérias gram- positivas e 37,5% gram-negativas em ongas pardas e 100% de bactérias gram-
positivas em ongas pintadas, das quais Staphylococcus felis a gram positiva mais frequente em
ambas as espécies, e entre as gram-negativas das oncas pardas, foram isoladas Exiguobacterium
sp, Pseudomonas luteola e Psychrobacter phenylpyruvicus. Do conhecimento dos autores, ndo
hé relatos da descri¢do da microbiota conjuntival de oncas pintadas e pardas utilizando método
molecular a base de protedmica na identificacdo em nivel de espécies dos micro-organismos.

Bittner et al. (2019)* avaliaram a microbiota conjuntival de 120 gatos saudaveis,
divididos em trés grupos. Foi realizado cultura e MALDI-TOF para isolamento e identificacéo
das bactérias. O primeiro grupo foi composto por gatos que vivem dentro de casa, sem outros

gatos, 0 segundo grupo, por gatos que vivem dentro de casa com outros gatos e o terceiro por
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animais que vivem fora de casa. ldentificaram 71% de bactérias isoladas gram positivas, das

quais a Staphylococcus felis foi a bactéria mais comumente isolada, seguida de 26% gram
negativas, com a Moraxella osloensis a mais frequente, enquanto 3% eram fungos. Relataram
que a idade, sexo, raca e ambiente ndoafetaram a frequéncia do isolamento de bactérias, porém
a estacdo do ano teve efeito significativo na frequéncia de isolamento.

As coletas realizadas no verdo tiveram maior frequéncia de isolamento, seguido do
outono, inverno e primavera. Considerando felinos em geral, estes achados sdo similares ao
presente estudo, pois também foi isolado principalmente bactérias gram positivas, com
predominio de Staphylococcus felis, em ongas pardas e pintadas, embora nao foram isolados
fungos. Em relacédo as estacfes do ano, a avaliacdo das ongas pintadas foi realizada 67% no
outono e 33% no inverno, enquanto das pardas 50% no outonoe 50% no inverno. Nesta variavel
houve discrepancia entre os resultados dos estudos, uma vez que as ongas pardas tiveram maior
frequéncia de isolamento nas amostras (50%), as coletas foram realizadas metade no outono e
metade no inverno, enquanto nas ongas pintadas foi observado menor isolamento nas amostras
(41,7%), e as coletas foram realizadas em sua maioria no outono.

Bactérias podem ser isoladas do saco conjuntival de 4%-67% de gatos domésticos
saudaveis®. Estudos relataram que a maioria das bactérias da microbiota conjuntival normal
dos gatos sdo gram positivas, com predominancia de Staphylococcus sp., Corynebacterium sp.,
Streptococcus sp e Bacillus sp.. As bactérias gram negativas comumente isoladas sdo
Pseudomonas sp., Chlamydophila felis, Mycoplasma sp., Parachlamydia acanthamoebag3!32,

Staphylococcus felis pertence a microbiota normal dos gatos, mas tem sido isolada de
doencas do trato urinario inferior, otite externa e Ulceras de cérnea, carreando genes de
viruléncia relacionados a patogenicidade dos isolados®. Staphylococcus sciuri sdo espécies de
bactérias comensais encontradas em animais, humanos e no meio ambiente e, apesar de terem

sido isoladas de infecgdes, sdo pouco frequentes e pouco patogénicas®.

As condi¢fes ambientais e o comportamento de limpeza dos felinos, como passar a pata
na face, podem justificar a presenca  de Enterococcus faecium na conjuntiva das oncas,
caracterizado como microorganismo comum na microbiotaintestinal de animais® e humanos®,
embora apresente fatores de viruléncia®. Macrococcus caseolyticus foi isolado da pele saudavel
de mamiferos® e de feridas de pele em burros®. Esta bactéria é comumente encontrada em
produtos de origem animal, por habitar a superficie da pele de diferentes mamiferos®.

Exiguobacterium sp. € um microorganismo ambiental, relatado em fezes de lontras
euro-asiaticas** e em feridas de pele em humanos*2. Porém, ndo ha relatos sobre o potencial de
infecc@o em outros seres vivos. Pseudomonas luteola é uma bactéria comumente encontrada na
agua, no solo e em ambientes Gtmidos, com poucos relatos afetando animais*>*4.Milliron et al
(2021)* relataram o caso de gato doméstico com paniculite piogranulomatosacausada por P.

luteola.



60
Bactérias do taxon Psychrobacter geralmente sdo isoladas da pele de peixes e galinhas,

produtos carnaceos e agua do mar*. Psychrobacter phenylpyruvicus tem sido encontrada em
aguas marinhas, raramente relatada causando infecgdes*. Foi utilizada como parte de novo método
de isolamento de labirintulideos, e isolada de uma ferida cirtirgica infeccionada em humano®’.
Ploneczka-Janeczko et al. (2017)* avaliaram a microbiota conjuntival de gatos saudaveis e
identificaram uma subpopulagéo consideravel do taxon Psychrobacter. Do conhecimento dos
autores, € o Unico estudo que identificou esta bactéria na conjuntiva de felinos.

Em gatos domésticos, a PIO de animais saudaveis utilizando o Tonovet Plus, Icare® é
de 18,77 + 0,49 mmHg*, relativamente menor do que a encontrada no presente estudo em oncas
pintadas e pardas. Na calibracdo gatos, a P1O obtida foi de 24,4+3,5mmHg e 23,7£3,9mmHg,
respectivamente. No presente estudo, a PIO entre as espécies foi semelhante. O uso de
medicacdesanestésicas como dexmedetomidina®®, medetomidina com cetamina®®, propofol®
diminuem a P10 de gatos saudaveis. Assim, acredita-se que os valores obtidos em oncas estejam
subestimados, porém é inviavel a afericdo da PIO nessas espécies sem 0 uso de contencao

quimica.

Barbosa et al. (2022)°! avaliaram a precisdo e repetibilidade dos tondémetros Tono-Pen
XL™_ TonoVet® e TonoVet Plus® por avaliagdo manométrica em coelhos e constataram que
0s tondmetros de rebote sdo mais precisos quando comparados aos de aplanacdo. O TonoVet
Plus® tem apresentado melhor repetibilidade e confiabilidade em sucessivas avaliagdes. Gloe
et al. (2019)°2 também obtiveram resultados semelhantes ao comparar ICare® TonoVet Plus,
Icare® TonoVet, 0 Tono-Pen Vet ™ e 0 Tono-Pen Avia Vet ™ com o mandmetro em coelhos,
e concluiram que os valores de PIO do ICare® TonoVet Plus foram significativamentemais
préximos a PIO manométria.

Ofri et al. (2008)°2 descreveram a P10 em ledes, utilizando Tono-PenTM, com valores de
12,8+4,1mmHg e 23,9+4,1 mmHg em leGes com idade menor ou igual a um ano e maior que
um ano, respectivamente. Constataram que a PIO aumentou linearmente com a idade durante
os primeiros 20 meses de vida, e permaneceu inalterada até aproximadamente 40 meses e, em
seguida, diminuiu gradualmente. Os valores encontrados em ledes adultos sdo semelhantes aos
obtidos em ongas,apesar da diferenca dos equipamentos utilizados.

A PIO de chitas anestesiadas com medetomidina e cetamina foi descrita com o tondmetro
de rebote TonoVet, na funcgdo de cées egatos, com valores de 31,40 + 5,01 mm Hg'’, superior
ao obtido na funcéo gatos (24,4+3,5mmHg; 23,7+3,9mmHQg) e proxima ao valor na funcéo cées
(29,9+3,5mmHg; 29,2+2,9mmHg), em ongas pintadas e pardas, respectivamente. Tal diferenca
pode ser creditada a variacdo do equipamento, uma vez que o Tonovet possui a calibracdo de
caes e gatos conjunta e o TonoVet Plus a calibracdo é separada. Nao foram encontrados valores
de PIO para outras espécies de felinos selvagens. Dentre os carnivoros selvagens, a PIO
utilizando o TonoVet Plus, na calibracdo de cdes, foi de 17+ 4,64 mm Hg em cachorros do
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mato>* e 18,29 + 3,47 mm Hg em lobos guara>, valores menores do que os obtidos em ongas,

que pode ser justificado pela diferenca entre as espécies.

Diferentes materiais ja foram testados para coleta de amostras para citologia de
impressdo e os filtros compostos por mistura de ésteres de celulose com poros
submicroscdpicos (Millipore) apresentaram os melhores resultados®®. A escolha do filtro de
papel com poros de 0,45um baseou-se nos estudos de Barros et al (2001)°® que descreveram
um protocolo para padronizacdo da técnica em humanos. O tamanho do poro influencia na
consisténcia da colecdo de células, pois quanto maior o tamanho dos poros melhor a colecéo
celular, enquanto a resolucio dos detalhes no microscéopio é melhor em poros menores®’.

Estdo disponiveis varios protocolos de fixacio e coloragio®®°>°6596061.62 A escolha do
protocolo do presente estudo baseou-se no estudo de Martinez et al. (1995)° que utilizaram
acido periddico-Schiff (PAS) para visualizagdo de células caliciformes e hematoxilina para
visualizacgéo de células epiteliais®®. A avaliagdo microscopica das impressdes mostrou células
epiteliais de camadas basais e intermediarias da conjuntiva, células caliciformes e células
epiteliais superficiais da cornea.

As células epiteliais ficaram dispostas predominantemente emmonocamada, com algumas
areas de sobreposicédo entre as camadas. As células epiteliais da cornea foram as mais facilmente
visualizadas, assim como as células epiteliais da conjuntiva, seguido das células basais, que
foram visualizadas por apresentarem morfologia circular a oval,nucleo central e alta relacéo
nuicleo/citoplasma, semelhante aos resultados obtidos por Bolzan et al. (2005)%,

Lavach et al. (1977)% descreveram que granulos de melanina no citoplasma das células
epiteliais superficiais séo frequentemente observados e, no presente estudo, as ongas pintadas
de coloracdo normal foram as Unicas em que ndo foi observado, enquanto as oncas pardas e
pintadas melanicas apresentaram granulos de melanina no citoplasma.

As células caliciformes foram identificadas isoladas, em pequena quantidade, com
morfologia oval, baixa relagdo nucleo/citoplasma, nucleo excéntrico e achatado e contetido
mucoso e eosinofilico preenchendo quase todo o citoplasma celular e, em algumas células, o
contetido foi visualizado liberado, resultados semelhantes aos obtidos em cdes®. A pequena
ocorréncia dessas células condiz com relatos de estudo sobre sua distribui¢do na conjuntiva
bulbar®>%, Essas células sdo comumente encontradas no fornice conjuntival®, e ja foram
relatadas no frnice conjuntival inferior de cées e gatos®678,

A citologia de impresséo ja foi descrita em c&es83666970.7L.72 gatos™ 7374 equinos’>® e
bovinos’®. Em contraste, ndo ha descricdo de citologia de impressdo em ongas pintadas e pardas.

A espessura da cornea central das oncas pintadas foi de 877um, menor que a obtida em
oncas pardas, de 1152,8um. Os valores podem variar de acordo com a espécie’’, idade’®,
equipamento’®, horéario de afericdo®. Chan-Ling et al. (1985)%° aferiram a espessura da cornea
de gatos a cada uma hora, durante 72 horas, e obtiveram valor médio de 569um, com variagdo
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diurna de 8,6%. Observaram que o inchaco da cornea induzido pelo fechamento dos olhos

durante os periodos de sono é o principal determinante da variagdo diurna na espessura da
cornea dos gatos. No presente estudo, mesmo anestesiados, 0s animais permaneceram com 0S
olhos abertos para a realizacdo dos exames.

Gilger et al. (1991)8 mostraram que a espessura da cornea aumenta com a idade e peso
do animal, porém, no presente estudo, as oncas pardas apresentaram média de idade de 6,5 anos
e 38,6kg, e obtiveram cdrneas mais espessas que as oncas pintadas, que apresentaram maior
peso (67,7kg) e idade (12,7). A diferenca entre as espécies pode explicar a divergéncia de
valores.

Vaérios estudos relataram a espessura corneana central em gatos, com valores de
569um®, 583,1umé, 578um?®3, inferiores aos obtidos em oncas pintadas e praticamente metade
dos valores obtidos em ongas pardas, que pode ser creditado a diferenca entre as espécies e peso
dos animais’”®!, Do conhecimento dos autores, os equinos foram os animais com espessura de
cornea central mais proxima a de ongas pintadas, com valor médio de 825um®*, e inferior a
oncas pardas. No entanto, ndo ha descricdo de espessura corneana em felinos selvagens.

O fundo ocular dos felinos domésticos é descrito por Featherstone (2008)%°
apresentando retina holangidtica, disco dptico pequeno, redondo e cinza e tapetum lucidum de
coloracdo variada, de acordo com a pelagem, cor da iris, grau de pigmento na cordide e epitélio
pigmentar da retina(EPR). Foi descrita a relacdo entre o tamanho do tapetum e o grau de
pigmentacdo do gato, e os animais com pigmentacdo ocular reduzida apresentaram tapetum
pequeno ou ausente. Além disso, a posicdo anatbmica do nervo Optico é influenciada pelo
tamanho do tapetum, e o disco Optico localiza-se dentro do fundo tapetal quando o tapetum é
grande, na juncdo do fundo tapetal com o ndo tapetal ou abaixo dele quando o tapetum é
pequeno.

Granaret al. (2011)% avaliaram o fundo ocular de cées e relataram relagdo do tamanho
do fundo tapetalcom o tamanho corporal, com cées pequenos apresentando menor fundo tapetal
e cdes grandes,fundo tapetal mais extenso. Tais informagdes corroboram com os achados de
fundo ocular de oncgas pardas e pintadas, que apresentaram retina holangiotica, disco éptico
pequeno e redondo,tapetum lucidum amarelado a esverdeado, com o disco optico localizado no
fundo tapetal.

Sini et al. (2016)%" avaliaram o fundo ocular de cées e observaram grande variacio na
coloracdo do tapetum, com predominéncia de cor verde-azul, seguido de amarelo-verde-azul e
verde. A maioria dos cdes apresentou disco optico localizado na juncéo do fundo tapetal e ndo
tapetal, com formato triangular e cor rosa. Tais diferencas sdo relacionadas a particularidade
das especies e tamanho dos animais.

Montiani-Ferreira et al. (2022)*? descreveram o tapetum lucidum de felinos selvagens

com coloracdo heterogénea que varia entre as espécies e idades. Atribuiram as diferencas no
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espacamento dos bastonetes do tapetum com os iridocitos, no indice de refragéo e nas interagdes

entre a luz e o tapetum. Os animais jovens possuem tapetum em desenvolvimento, com
aparéncia azul no fundo do olho, que geralmente se torna progressivamente mais amarela com
a idade. No presente estudo, foi observado o fundo ocular de duas espécies com tapetum com
regido azulada em um animal jovem e amarelada nos adultos. Nguyen et al. (2021)° relataram
doencas oculares em felinos selvagens e observaram altera¢cbes como descolamento de retina e
degeneracéo retiniana, o que ressalta a importancia da avaliagdo do fundo ocular nos animais.

As limitacdes do estudo foram conseguir o numero de animais necessarios para
amostragem, a estrutura de energia elétrica de alguns locais impossibilitou a realizacdo de
todos os exames, a diferenca entre os recintos que os animais vivem, mantenedouros e
zooldgicos, interfere nos resultados de microbiota conjuntival.

O presente estudo descreveu valores de importantes testes diagnosticos oftalmolégicos,
que auxiliardo no diagnoéstico de doencas oculares em oncas pintadas e pardas e, dessa forma,
contribuirdo para o tratamento adequado das afeccdes manifestadas para esta espécie, bem

como para pesquisas na area de visao descritiva e comparativa.
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Artigo a ser enviado para a revista Veterinary Ophthalmology

Testes oftalmoldgicos e calculo da dioptria da lente em capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris - Linnaeus, 1766)

Ophthalmological tests and calculation of lens diopter in capybaras
(Hydrochoerus hydrochaeris - Linnaeus, 1766)

Abstract

Purpose O objetivo do estudo foi descrever valores de producdo lacrimal, pressao intraocular,
biometria ocular, ceratometria da cérnea e o valor didptrico da lente intraocular de capivaras
Materials and Methods Foram avaliadas dez capivaras (20 olhos) adultas e saudaveis. Os
exames oftalmoldgicos incluiram: (a) teste lacrimal de Schirmer I; (b) tonometria de aplanagéo;
(c) biometria ocular; (d) ceratometria; (e) calculo do poder dioptrico da lente intraocular
utilizando o software Holladay 10L Consultant ®, para as formulas Holladay 11, Holladay |,
Hoffer Q e SRK/T, a formula Haigis foi calculada utilizando-se o software contido no aparelho

de ultrassom modo A.

I+

Results Os valores médios encontrados para o TLS1 no OD e OE foram de 15,18
5,42mm/min e 16,73 + 7,11mm/min, respectivamente. A PIO média do OD foi de 8,03 +
2,94mmHg e OE de 8,12 + 3,16mmHg. A média observada da ceratometria para o OD foi de
9,51 + 0,65 e para o0 OE de 9,49 £ 0,59mm. As médias da ultrassonografia modo A,
respectivamente para olho direito e esquerdo, foram de 21,45 + 1,15mm e 21,42 + 0,98mm para
0 comprimento axial, para camara anterior 3,04 + 0,44mm e 3,22 £ 0,58mm e para a espessura
do cristalino (lente) 5,46 + 0,57mm e 5,48 + 0,72mm. Os valores médios da dioptria da LIO
foram de 39,80+3,05 para Haigis, 34,18+2,32 para SRK/T, 36,75+2,23 paraHoffer Q e
35,61+2,34 e 34,50£2,04 para Holladay | e Holladay 11 respectivamente.

Conclusion Os valores encontrados de producdo lacrimal e pressdo intraocular auxiliardo no
diagndstico e tratamento de afec¢des oculares em capivaras. O bulbo ocular das capivaras é
considerado curto. Determinou-se que a formula Holladay Il é a melhor opgéo para determinar
a dioptria da L10, sendo o valor médio sugerido de 35D para capivaras.

Keywords: Lacrimal production, intraocular pressure, ocular biometry, intraocular lens

calculation, rodent
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Introducéo

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), pertencente a ordem Rodentia, subordem
Hystricomorpha, infraordem Hystricognathi, familia Caviidae e subfamilia Hydrochoerinae®.
E a maior espécie de roedor do mundo e esta presente em todo o Brasil?. S&o herbivoros semi
aquaticos que habitam ambientes como pastagens, arbustos ou florestas, para alimentacéo e,
lagos, para o acasalamento, parto e resfriamento do corpo, além de fuga dos predadores®.

O interesse cientifico pela espécie foi despertado pelo convivio em éreas de agdo
antropicas, proximas a fontes de agua®. O conhecimento de particularidades do bulbo do olho e
do sistema visual de diversas espécies € desconhecido ou insuficiente e, tais informacdes,
podem auxiliar no desenvolvimento cientifico das pesquisas de visdo descritiva®.

Nas capivaras sdo escassas as avaliaces oftalmoldgicas, como producdo lacrimal,
pressdo intraocular, ultrassonografia modo B®, caracteristicas das vias lacrimais® e morfologia
do cranio*. Os objetivos deste estudo foi descrever valores de testes oftalmoldgicos, como a
producdo lacrimal, pressdo intraocular, biometria ocular e ceratometria da cérnea e calcular o

valor didptrico da lente intraocular das capivaras.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA — processo
91/2015) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu e SISBIO (numero
53877-1). Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da Association
for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

Foram avaliados 20 olhos em 10 animais da espécie Hydrochoerus hydrochaeris
(capivaras), adultos, higidos apds inspecéo e exame clinico, dos quais trés machos e sete fémeas,
com peso médio de 38kg; constituindo-se um grupo experimental, que posteriormente foram
agrupados quanto ao sexo e lateralidade do bulbo para verificar interferéncias sobre as
variaveis.

Os animais foram oriundos do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens
(CEMPAS - FMVZ — Botucatu), avaliados sob contencao quimica, por meio da associagdo de
cetamina (Dopalen®, Cloridrato de ketamina, Ceva Santé Animale, Paulinia - SP), na dose de
7mg/kg, acepromazina (Acepran®, Acepromazina, Vetnil, Louveira- SP) na dose de 0,03mg/kg
e midazolam (Midazolam®, Cloridrato de midazolam, Hipolabor, Sabara — SP), na dose de
0,3mg/kg, pela via intramuscular e mantidos com mascara de isoflurano.

Utilizou-se como critério de exclusdo, a presenca de qualquer anormalidade
oftalmoldgica por meio da avaliacdo dos anexos oftdlmicos, segmento anterior e posterior,
realizado com auxilio de lampada de fenda (SL-15 Kowa — Japan) e oftalmoscépio direto

(Welch Allyn ®). Todos os animais foram submetidos ao teste lacrimal de Schirmer tipo I,
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tonometria de aplanacdo, medida da distancia limbo a limbo, ceratometria corneal e

ultrassonografia de contato no modo A.

O teste lacrimal de Schirmer tipo | (TLS-1) foi realizado para quantificar a porcéo
aquosa da lagrima. Empregou-se tiras comerciais padronizadas e milimetradas (Teste de
Schirmer Ophthalmos ®), as quais foram inseridas no saco conjuntival inferior lateral, por um
minuto, as palpebras foram mantidas abertas, foi realizada a leitura imediata da porgéo
umedecida.

O tondmetro de aplanacdo (Tono-pen XL, Medtronic) foi utilizado para aferir a pressao
intraocular, previamente ao exame realizou-se a aplicacdo do colirio anestésico Anestalcon ®
(Cloridrato de proximetacaina 0,5%), sendo realizadas trés mensuragdes e calculada a média
aritmética para determinar o valor final. A medida da distancia limbo a limbo latero-lateral foi
mensurada com um paquimetro manual (paquimetro cirurgico, Rhosse®), sendo que cada haste
posicionada paralelamente nas extremidades da cornea.

A ceratometria, mensuracdo da curvatura corneal da superficie anterior da cornea, foi
realizada com autoceratémetro (Ceratdmetro KM 500 Nidek®). Foram realizadas trés afericdes
consecutivas em cada olho, obtendo-se a curvatura corneal em dois meridianos, K1 (horizontal,
maior meridiano) e K2 (vertical, menor meridiano), assim como a curvatura média K (média
de K1 e K2).

A ultrassonografia de contato modo A foi realizada com o biémetro ultrassénico(Tomey
AL 100), em modo automatico, com transdutor de 10 MHz, com velocidade de 1641m/s para a
lente e 1532m/s para 0 humor aquoso e vitreo e com o transdutor alinhado perpendicularmente
ao centro da cérnea. Foram obtidas as medidas do comprimento axial do bulbo ocular,
profundidade da camara anterior, espessura da lente e profundidade da cAmaravitrea.

Para o calculo do poder didptrico da lente intraocular foi utilizado o software Holladay
IOL Consultant ®, para as formulas Holladay 1l, Holladay I, Hoffer Q e SRK/T, a formula
Haigis foi calculada utilizando-se o software contido no aparelho de ultrassom modo A. Em
todos os animais, considerou-se a técnica de implantacdo da lente no saco capsular, refracdo
alvo plana, refracdo pds-operatoria plana e constante A de 118. A férmula Holladay1l foi
considerada o padréo ouro.

Andlise estatistica

A distribuigdo das varidveis foi avaliada com testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
analises graficas (Histograma e Grafico Quantil-Quantil). As variaveis biometricas
considerando a lateralidade do olho e a diferenca entre o sexo foram comparadas com o teste t
de Student para amostras dependentes e independentes, respectivamente. Para a comparagdo do
poder didptrico da LIO calculado por diferentes formulas (Haigis, SRK-T, Hoffer Q, Holladay
| e Holladay II), independente do olho, foi utilizada a técnica da analise de variancia

multivariada para 0 modelo de medidas repetidas complementada com o teste de comparacoes
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multiplas de Tukey. Foi desenvolvido estudo de regressao linear da férmula Holladay Il em

relacdo as diferentes férmulas avaliadas, considerando nivel de significancia de 0,05.
Resultados

Na tabela 1 estdo apresentadas as variaveis oftalmoldgicas de producéo lacrimal pelo teste
lacrimal de Schirmer tipo 1, presséo intraocular (P10), distancia limbo a limbo. A ceratometria
corneal e ultrassonografia modo A sdo sumariadas na tabela 2 e, os valores do calculo
da LIO na tabela 3, considerando o sexo dos animais avaliados. N&o houve diferenca
significativa quandocomparado os olhos direito e esquerdo para todas as variaveis analisadas
(p>0,05).
Tabela 1. Valores, média e desvio padréo, dos Teste lacrimal de Schirmer (STT) 1, presséo

intraocular e distancia limbo-limbo (L-L), em machos e fémeas de capivaras (n=10).

Variavel Macho Fémea p
TLS 1 (mm/min) 11+7,44 17,06 + 5,57 0,07
PIO (mmHg) 9,21 + 2,50 7,82 + 3,08 0,41
L-L (mm) 39,81 +1,78 34,78 £ 1,37 <0,0001

Tabela 2. Curvatura corneal (K) e valores biométricos do bulbo ocular, em milimetros, da

capivara (n=10), distribuidos entre machos e fémeas, em capivara (n=10).

Variavel Macho Fémea p
K 8,49 +£ 0,37 9,73+0,36 <0,0001
K1 8,65 + 0,46 9,96 + 0,36 <0,0001
K2 8,36 = 0,37 9,49 + 0,39 <0,0001
Comprimento Axial 19,81 £ 0,58 21,80 £ 0,72 <0,001
Cémara Anterior 3,27 £ 0,46 3,10+ 0,53 0,54
Cristalino 5,23 £ 0,62 5,52 + 0,63 0,40

* ceratometria média (K), meridiano mais plano (K1), e mais curvo (K2).

Tabela 3. Poder dioptrico da lente intraocular, considerando diferentes formulas, em machos e

fémeas de capivaras (n=10).

Formulas Macho Fémea p
Haigis 42,50 + 1,08 39,19 + 3,03 0,04
SRK/T 36,25 + 1,50 33,72+ 2,24 0,04

Hoffer Q 38,50 £ 1,29 36,36 + 2,23 0,08

Holladay | 37,50 + 1,29 35,19+ 2,33 0,07
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Holladay 11 36,75+ 0,96 34,00+ 1,88 0,01

Na distancia limbo a limbo houve diferenca estatistica significativa entre os sexos, com
maiores valores nos machos em relacdo as fémeas (p< 0,0001). N&o houve diferenca quanto a
lateralidade, sendo observados média de distancia limbo a limbo de 35,66+2,59mm para olho

direito (OD) e 35,73+2,38mm para olho esquerdo (OE), para machos e fémeas.

Os valores médios encontrado para 0 STT1 no OD e OE foram de 15,18+5,42mm/min e
16,73+£7,11mm/min, respectivamente. A PIO média foi de 8,03+2,94mmHg (OD) e de
8,12+3,16mmHg (OE).

Quanto a ceratometria corneal e comprimento axial notou-se diferenga significativa
entre 0s géneros, com os maiores valores para as fémeas. A média observada da ceratometria,
de machos e fémeas, para o OD foi de 9,51+0,65 e para o OE de 9,49+0,59mm. As médias da
ultrassonografia modo A, respectivamente para olho direito e esquerdo, foram de 21,45 +
1,15mm e 21,42 £ 0,98mm para o comprimento axial, para cdmara anterior 3,04 £ 0,44mm e
3,22 = 0,58mm e para a espessura do cristalino (lente) 5,46 + 0,57mm e 5,48 £ 0,71mm, para
machos e fémeas.

Na tabela 4 estdo descritos os valores médios da dioptria da L10, sendo de 39,80+3,05
para Haigis, 34,18+2,32 para SRK/T, 36,75+2,23 para Hoffer Q e 35,61+2,34 e 34,50+2,04

para Holladay | e Holladay Il respectivamente.

Tabela 4. Poder didptrico médio da lente intraocular de capivaras, em dioptrias (D), segundo asdiferentes

formulas utilizadas.

Formula Média (D) Valor Minimo Valor Maximo
Haigis 39,80 + 3,05 31,50 46,50
SRK/T 34,18 £ 2,32 35,00 38,00

Hoffer Q 36,75+ 2,23 34,00 44,00

Holladay | 35,61+2,34 32,00 43,00
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Holladay 11 34,50 + 2,04 32,00 40,00

Notou-se maiores valores do poder didptrico para machos (p<0,05) nas férmulas Haigis,
SRKI/T e Holladay Il. Na comparacdo das formulas em relagdo ao padrdo ouro Holladay I,
nota-se que a formula Hoffer Q foi que mais se assemelhou ao padrdo ouro, enquanto que a

Haigis foi a que apresentou maior diferenca, como demonstrado na tabela 5.

Tabela 5. Estudo de regressdo linear da formula Holladay Il em relacédo as diferentes formulas

avaliadas em capivaras (n=10).

Modelo de Resposta I S Concluséo
Haigis = 1,3514 Holladay I1 ,0542 ,6486 Superestima 35,14%
SRK/T =1,1085 Holladay 11 ,9890 ,2280 Superestima 10,85%

Hoffer Q = 1,0428 Holladay I ,8874 ,1982 Superestima 4,28%
Holladay | = 1,1000 Holladay 11 ,9496 ,2503 Superestima 10,00%

Discussédo e Conclusao

A disponibilidade de testes oftalmolégicos nas capivaras é escassa na literatura e dificultam
o exame oftalmoldgico e diagndsticos desses animais. A biometria ocular pelo modo A e a
ceratometria da cdrneaainda ndo foram descritas nesta espécie, bem como o poder didptrico da
lente. Descrever valores do teste lacrimal de Schirmer tipo I, utilizado para mensurar a fracéo
aquosa do filme lacrimal, é de suma importancia visto que hé relatos de ceratoconjuntivite seca
em capivaras’. Os valores observados neste estudo estdo condizentes com o de
14,97+4,66mm/min, descrito por Montiani-Ferreira et al. (2008)°.

Os valores médios da pressdo intraocular foram inferiores aos 16,47+4,28mmHg
descritos por Montiani-Ferreira et al. (2008)°. Sugere-se interferéncia do protocolo anestésico
utilizado, uma vez que diferiram entre os estudos. O presente estudo utilizou cetamina,
acepromazina, midazolam e isofluorano, enquanto Montiani-Ferreira et al. (2008)° utilizaram
zolazepam/tiletamina, morfina e azaperone. Sabe-se que 0s anestésicos podem alterar os valores
de P10%%1011 porém, sem contencdo quimica, a avaliagdo oftalmoldgica e demais manejos
tornam-se inviavel em capivaras. Jia et al., (2000)8 e Ding, Wang e Tian (2011)°relataram que o
uso de isofluorano diminui a pressdo intraocular de ratos. Costa et al. (2015)'°verificaram
diminuicdo significativa da PIO em cdes anestesiados com propofol. Jang et al. (2015)%!
avaliaram o uso de tiletamina e zolazepam na PIO de cdes saudaveis e nao notaram efeito
significativo, contrariando os achados da pesquisa de Raposo (2015)*2, que observou aumento

da PIO em macacos-pregos.
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Para o calculo do poder dioptrico da lente, estabelecer os valores biométricos confiaveis do

bulbo ocular é fundamental, sendo necessario obter minimamente, o comprimento axial e a
ceratometria, independente da formula utilizada'®!*. A ultrassonografia em modo A é uma
técnica bem estabelecida e precisa na oftalmologia médica para determinar a biometria ocular
do comprimento axial e 0s segmentos oculares'®, posto que os resultados sdo mais fidedignos,
pois a atuagdo operador dependente é menori®t’,

A biometria ocular em capivaras foi descrita apenas utilizando a ultrassonografia em modo
B, com valores 22,2+1,71mm para 0 comprimento axial, 4,6£1,35mm para a cdmara anterior e
7,41+0,7mm para a espessura da lente®. Nota-se similaridade com os valores do comprimento
axial descritos, embora os valores da profundidade da cdmara anterior e espessura da lente
foram superiores aos retratados nesta pesquisa. Acredita-se que esta diferenca seja associada
com os diferentes modos ultrassonograficos utilizados.

Alves (2019)* descreveu a biometria ocular utilizando ressonincia magnética em capivaras
e obteve valores maiores de comprimento axial24,1+18mm e espessura da lente de 8,5+0,7mm,
e proximos quanto a camara anterior de 2,8+1,8mm. Acredita-se que essa diferenca seja
associada a técnicas biométricas diferentes.

A ceratometria, medida da curvatura corneal anterior, segundo conhecimento dos autores,
ainda ndo foi descrita em capivaras. Nesse estudo, as capivaras fémeas apresentaram maiores
valores dioptricos, paralelos aos menores valores na distancia limbo a limbo nesse género
também. Sabe-se que quanto maior a distancia limbo a limbo, menor a curvatura anterior da
cornea, similar ao descrito por Barros et al. (2018)%°, que também obtiveram valores de
curvatura corneal maiores em lobos guaras com distancia limbo a limbo menor. Valinhos et al.
(2012)%° obtiveram em coelhos, valor médio de curvatura corneal de 6,8mm, inferior as das
capivaras.

Ressalta-se a importancia do conhecimento do valor dioptrico da lente para a sua
substituicdo em casos de cegueira ou reducdo da capacidade visual pela catarata. Na medicina
humana, as formulas propostas para o calculo da LIO sdo estudadas continuamente®:. As
formulas Haigis, SRK/T, Hoffer Q, Holladay | e IlI, foram selecionadas, devido suas
caracteristicas de adaptarem-se a maior variedade de tamanhos oculares, visto que o
comprimento axial influencia na escolha da formula ideal**2214.15,

Do conhecimento dos autores, ndo ha na literatura a descri¢cdo do poder didptrico da LI1O
em capivaras. Dentre os coelhos, Valinhos et al. (2012)% obtiveram valores médios de 48,5 D
para Holladay 11, 50,27 D para Holladay I, 59,67 D para Hoffer Q e 49,24 D para SRK-T, todos
superiores aos obtidos em capivaras, ressaltando-se a diferenga do tamanho entre as espécies.
Nas demais espécies, ha valores consolidados em cies?*?* em cerca de 41D; e ainda descritos
no cachorro do mato?®, lobo guara*® e mini porcos®®, também com valores didptricos maiores.

As formulas consideradas de terceira geracdo (SRK/T, Hoffer Q, Holladay I) utilizam para
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0 célculo da LIO o comprimento axial e a ceratometria, e considera que todos os olhos

apresentam uma proporcao linear entre a camara anterior e 0 comprimento axial, e estimam a
profundidade da camara anterior. No entanto, sabe-se que olhos extremamente curtos ou
extremamente longos ndo respeitam a proporgdo de comprimento anterior e posterior do olho?’.

Formulas mais modernas, como Haigis e Holladay Il, aléem das varidveis j& citadas,
necessitam de mais detalhes para o calculo da L1O, como a profundidade da camara anterior,
distancialimbo-limbo e comprimento da lente, individualizando melhor o olho e diminuindo o
erro refracional pés-operatério, principalmente em olhos de tamanhos extremos?. Esses fatores
levaram a indicar a Holladay 1l como formula ouro nesse estudo.

A literatura médica classifica os olhos de acordo com o tamanho do comprimento axial
do bulbo ocular em olhos extremamente curtos (< 18mm), curtos (18-22mm), médios (22-
24,5mm), longos (24,5-26mm) e extremamente longos (> 26mm)?. Neste contexto, descreve-
se que para olhos considerados curtos, considerando essa classificacdoda oftalmologia médica,
a férmula Hoffer Q apresenta melhor resultado em prever o valor da LIO, enquanto a SRK/T
para olhos longos, Holladay Il para olhos curtos, extremamente curtos e longos, para o tamanho
ocular médio todas as formulas apresentam boa funcionalidade em prever menor erro
refracional.

Considerando o tamanho do comprimento axial encontrado nas capivaras, é possivel
classifica-lo como olhos curtos, tendo assim como indicacdo para o calculo da LIO o uso da
férmula Hoffer Q e Holladay I, esta Gltima escolhida como padrdo ouro, pois é a que melhor
garante menor erro refracional pos-operatorio, devido ao fato de utilizar mais variaveis para o
calculo.

Ao analisar a tabela 6, nota-se que todas as férmulas superestimaram o padréo ouro. No
entanto, a formula Hoffer Q foi a que mais se aproximou da Holladay Il, enquanto a Haigis
apresentou padrdo inverso. Devido ao menor nimero de variaveis necessarias, a Hoffer Qtorna-
se opgdo viavel para a espécie, pois necessita apenas do comprimento axial e da ceratometria.

Uma dioptria ao redor de 35 pode ser sugerida para as capivaras, considerando a formula
Holladay Il, embora somente apos a realizacdo da cirurgia com implante da LIO e refragcdo pds
cirurgica tal dioptria pode ser confirmada.

No presente estudo, os valores encontrados de producéo lacrimal e presséo intraocular
auxiliardo no diagnostico e tratamento de afec¢fes oculares em capivaras. O bulbo ocular das
capivaras € considerado curto de acordo com a ultrassonografia modo A e os critérios definidos
na oftalmologia medica. Nas capivaras, sugere-se que a formula Holladay 11 é a melhor opcéo

para determinar a dioptria da LI1O, com o valor médio sugerido de 35D.
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