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COMPARACAO DOS VALORES ELETRORRETINOGRAFICOS EM PACIENTES
CANINOS COM E SEM ANESTESIA DISSOCIATIVA (TILETAMINA-ZOLAZEPAM)

RESUMO - A eletrorretinografia (ERG) € um exame ndo invasivo amplamente utilizado
em humanos e em animais, capaz de avaliar a atividade eletrofisiolégica da retina. O
exame é rotineiramente empregado na selecdo de pacientes para a cirurgia de
catarata, na deteccdo de doencas hereditarias, no diagnostico de retinopatias
degenerativas e em estudos farmacologicos que avaliam as respostas terapéuticas
ou possiveis efeitos toxicos e deletérios na retina. Em cées, assim como em outras
espécies animais, a sedacdo ou anestesia geral € comumente indicada para a
realizacdo do exame, objetivando evitar que a movimentacdo do paciente, da
musculatura ocular e/ou o estresse, possa causar interferéncias e alterar a resposta
nas ondas do ERG. Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo investigar os
efeitos na resposta das ondas eletrorretinograficas de cédes sem anestesia em
comparacdo com caes anestesiados. O ERG foi realizado em 48 olhos de 24
pacientes portadores de catarata, machos ou fémeas, de diferentes racas, com idade
entre um e 14 anos. Os cédes foram divididos e avaliados em dois grupos: Grupo 1
(G1), pacientes acordados (n=12); Grupo 2 (G2) pacientes anestesiados com
tiletamina-zolazepam por via intravenosa, na dose de 6 mg/kg (n=12). Para
mensuracdo das amplitudes (AMP) e tempo implicito das ondas (TI), na fase
escotdpica (bastonetes e resposta mista), o exame foi realizado ap6s 20 minutos de
adaptacao ao escuro e dilatacdo pupilar prévia. Para a fase fotoptica (cones) deu-se
um intervalo de 10 minutos de adaptacédo a luz. Teste de Wilcoxon e de Mann-Whitney
foram utilizados para andlise estatistica e valores de P iguais ou inferiores a 0,05 foram
considerados significativos. Para ambos os grupos avaliados ndo houve diferenca nas
respostas mistas e dos cones, mas foi observado aumento na AMP e menor Tl nos
bastonetes dos cdes do G1. Ocorreu ainda, diminuicdo da AMP e aumento no Tl de
onda em caes mais velhos bem como uma correlagéo positiva entre ondas-a e onda-
b e 0 peso dos pacientes. Os resultados do presente estudo sugeriram que o protocolo
utilizado do ERG pode ser realizado com sucesso e precisdo em caes alertas sem
comprometimento da forma dos tracados eletrorretinogréficos. A anestesia geral
dissociativa € eficaz, porém, levara a mudancas na AMP e Tl das ondas.

PALAVRAS-CHAVE: ERG,; oftalmologia veterinaria; protocolo; retina.



COMPARISON OF ELECTRORETINOGRAPHIC VALUES IN CANINE PATIENTS
WITH AND WITHOUT DISSOCIATIVE ANESTHESIA (TILETAMINE-ZOLAZEPAM)

ABSTRACT - Electroretinography (ERG) is a non-invasive test widely used in humans
and animals that assesses the electrophysiological activity of the retina. The test is
routinely used in the selection of patients for cataract surgery, in the detection of
hereditary diseases, in the diagnosis of degenerative retinopathies, and in
pharmacological studies that assess therapeutic responses or possible toxic and
deleterious effects on the retina. In dogs, as in other species, sedation or general
anesthesia is commonly indicated for the examination, aiming to prevent the patient's
movement, eye muscle movements and/or stress from causing interference and
altering the wave response of the ERG. Therefore, the aim of the current study was to
investigate the effects on electroretinographic wave response of dogs without
anesthesia compared to anesthetized dogs. The ERG was performed on 48 eyes of
24 patients with cataracts, male or female, of different races, aged between one and
14 years. Dogs were divided into two groups: Group 1 (G1), awake patients (n=12);
Group 2 (G2) patients anesthetized with intravenous tiletamine-zolazepam at a dose
of 6 mg/kg (n=12). To measure the amplitudes (AMP) and implicit time (IT) of the
waves, in the scotoptic phase (rods and mixed response), the exam was performed
after 20 minutes of dark adaptation and previous pupillary dilation. For the photoptic
phase (cones) there was an interval of 10 minutes to adapt to the light. Wilcoxon and
de Mann-Whitney test were used for statistical analysis and P values equal to or less
than 0.05 was considered significant. For both groups, no significant differences were
identified in mixed or cone responses, but an increase in rods AMP and a lower TI of
G1 were observed. The a-wave amplitudes and implicit times were significantly shorter
in older dogs, as well as a positive correlation between a-wave and wave-and the
weight of the patients. The study results suggest that the ERG protocol can be
successfully and accurately performed in conscious dogs without compromising the
wave forms. General anesthesia is effective, however, will lead to changes in the ERG
waves AMP and IT.

KEYWORDS: ERG,; protocol; retina; veterinary ophthalmology.
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1. INTRODUCAO

A retina é formada por varias camadas de células fotossensiveis, capazes de
transformar um estimulo luminoso em energia elétrica, fenbmeno conhecido como
fototransducédo (Bacellar et al., 2008). Por se tratar de um tecido localizado na por¢éo
posterior do bulbo ocular, sua avaliacdo requer habilidade e equipamentos
especificos. Em 1851, a observacao do fundo ocular foi possivel através da invencéo
do oftalmoscopio monocular direto pelo Hermann von Helmholtz, auxiliando no
diagndstico das retinopatias na sua época (Avila, 2003). Embora a oftalmoscopia
permita uma avaliacdo morfoldgica da retina, uma ferramenta diagnostica que acesse
sua funcionalidade se faz necesséaria. A eletrorretinografia (ERG) representa uma
dessas modalidades de exames eletrofisiolégicos da visdo, permitindo a avaliacdo
individual das células fotorreceptoras e sua conexdao com o cortex visual cerebral
(Aguirre, 1973; Ekesten, 2013).

O ERG é um exame objetivo, ndo invasivo, capaz de registrar potenciais
elétricos dos fotorreceptores da retina, denominados cones e bastonetes (Tzekov e
Arden, 1999). Apds um estimulo luminoso, as mudancas ibnicas nos espacos intra e
extracelulares do tecido retiniano podem ser medidas e representadas por tracados,
consistindo em uma série de ondas positivas e negativas (Schaeppi e Liverani, 1977).
A primeira deflexdo negativa (onda-a) reflete uma resposta cumulativa das células
fotorreceptoras da retina (cones e bastonetes) (Gum, 1980). Ja a onda-b é o proximo
pico positivo e representa a resposta das células bipolares e de Muller, enquanto a
onda-c, uma terceira onda de deflexdo negativa, expressa a polarizacdo do epitélio
pigmentar da retina (EPR) (Kommonen e Raitta 1987; Yanase et al., 1995; Komaromy
et al., 1998).

Segundo a Internacional Society for Clinical Electrophysiology of Vision
(ISCEV), existem trés tipos de ERG: o de campo total, o padrédo e o multifocal. Todos
requerem trés componentes essenciais no eletrorretindgrafo: os eletrodos, um sistema
de gravacdo e uma fonte de luz (Johnson et al., 2018). Na veterinaria, o0 ERG de
Campo Total é 0 mais utilizado (Narfstrom et al., 2002; Ekesten et al., 2013), e as
principais indicagbes para seu uso incluem a avaliagao da fungao retiniana antes da

cirurgia de catarata, o diagnéstico precoce de doencas retinianas degenerativas
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hereditarias e o diagnostico diferencial entre neurite Optica, cegueira central, e
sindrome da degeneracéo subita adquirida da retina (SARDS) (Ofri, 2002; Ekesten et
al., 2013; Wilkie e Colitz, 2013). Também conhecido como “Full-Field Flash ERG” o
exame é capaz de fornecer cinco respostas: a resposta escotOpica obtida pelos
bastonetes, resposta escotOpica maxima, potencial oscilatério, resposta fotdpica
obtida pelos cones e a resposta a estimulos repetitivos rapidos (flicker a 30Hz)
(Marmor et al., 2004).

Diversos fatores podem influenciar as respostas eletrorretinogréficas, sejam
eles fatores fisioldgicos ou relacionados aos instrumentos (Mentzer et al., 2005). A
espécie, a raca, a idade, a temperatura corporal, o tamanho pupilar e possiveis
comorbidades que afetem o grau de perfusdo tecidual do paciente, sédo alguns
exemplos de fatores fisioldégicos que alteram os resultados do exame (Parry et al.,
1955; Spiess, 1994; Mizota e Adachi-Usami, 2002; Ofri, 2002; Kong e Gouras, 2003;
Ekesten et al., 2013). Dentre os fatores extrinsecos ao paciente, podemos incluir o
tipo de dispositivo e eletrodos utilizados, bem como distdrbios eletrostaticos e
eletromagnéticos. O modelo, a localizag&o e a condutibilidade dos eletrodos exercem
um grande impacto no resultado do exame (Mentzer et al., 2005).

Em razdo da grande variedade de protocolos utilizados para a execucao do
exame e dos fatores supracitados que podem altera-lo, em 2002 o ECVO (European
College of Veterinary Ophthalmologists) publicou o primeiro Guideline com as
diretrizes para realizacdo do ERG em cées (Narfstrom et al., 2002). Apesar de ser
semelhante ao implementado pelo ISCEV em humanos em 1989 (Marmor et al.,
1989), diverge significativamente ao recomendar que 0s pacientes caninos sejam
anestesiados (Narfstrom et al., 2002; Ekesten et al., 2013). Sabe-se que para obter
registros confiaveis de ERG, é importante imobilizar adequadamente os animais
testados. Rotacdes do bulbo ocular, piscar de olhos, contracdo muscular ou
movimentacgao da cabeca podem causar os chamados “ruidos” nas ondas (artefatos)
(Acland, 1988). A despeito da ultima atualizacdo sobre o assunto publicada por
Ekesten e colaboradores em 2013, que reitera a importancia da anestesia geral
durante o ERG, muitos oftalmologistas veterinarios realizam o exame em pacientes

acordados ou apenas sob sedacgdo. A relutdncia de alguns médicos, se deve
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provavelmente ao aumento do custo financeiro para o cliente, ao possivel risco para
0 paciente e maior tempo necessario para o procedimento (Freeman, et al., 2013).

Sabe-se que tanto a sedacdo quanto a anestesia geral alteram as amplitudes
e os tempos implicitos das ondas e que cada anestésico exerce um impacto especifico
nos registros de ERG (Kommonem, 1988; Yanase e Ogawa, 1997; Kommonen et al.,
2007; Norman et al., 2008; Jeong et al., 2009; Lin et al., 2009). Tendo isso em vista, é
necesario eleger o agente anestésico e a dosagem que interfere 0 minimo possivel
na fototransdugé&o e na fungéo neuronal do tecido retiniano (Freeman, et al., 2013).

Nos ultimos anos, a tiletamina-zolazepam tem sido um farmaco de eleicéo para
realizacdo de exames clinicos em pacientes pouco colaborativos ou em cirurgias de
curta duracdo devido a sua rapida indugéo e curto tempo de recuperacgéo (Hellyer e
Muir, 1989; Lin et al., 2009). No ERG, o seu uso culmina em tragados com menos
interferéncias e com valores de ondas mais confiaveis (Chaudhary et al., 2003; Lin et
al., 2009). Embora diversas comparacdes entre protocolos anestésicos para 0 exame
eletrorretinografico encontrem-se descritos na literatura, (Kommonem, 1988; Yanase
e Ogawa, 1997; Kommonem et al., 2007; Norman et al., 2008; Jeong et al., 2009; Lin
et al., 2009), estudos que avaliem a interferéncia nos tracados das ondas em
pacientes acordados sao escassos (Freeman, et al., 2013).

Ante o exposto e visando identificar opcfes e padronizar valores na realizacao
do exame eletrorretinogréfico, aliado ao fato de que somente a sedacdo comumente
utilizada nao elimina os fatores que ensejam artefatos ou variagdes nas amplitudes e
tempos implicitos das ondas, o presente estudo objetivou comparar os registros do
ERG obtidos em cdes acordados e sob anestesia geral dissociativa utilizando

tiletamina-zolazepam (Zoletil®).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia ocular

Sumariamente, o sistema ocular nos animais € formado pelos anexos e pelo
bulbo ocular propriamente dito. Os anexos sdo compostos pela 6rbita, pelos musculos
e gordura extraorbitais, pelas palpebras, conjuntiva, glandulas e pelo filme lacrimal.

Os anexos tém como funcgéo proteger o bulbo, garantido a homeostasia da superficie
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ocular e por conseguinte preservando a visao (Gelatt, 2013). O bulbo ocular pode ser
dividido em trés tunicas ou camadas dispostas concentricamente (Junqueira e
Carneiro, 2004). A tdnica fibrosa, mais externa, é formada pela cérnea e pela esclera
sendo a regiao de transi¢céo entre elas denominada limbo. Ambas sdo compostas de
tecido colageno muito denso que, resistindo a pressao interna, confere forma e
firmeza ao olho (Dyce et al., 1997). A camada média (tunica vascular ou uveal) é
formada pela iris, pelo corpo ciliar e pela cordide e a tunica nervosa é formada pela
retina e parte do nervo optico (Samuelson, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Figura ilustrativa de um corte longitudinal do bulbo ocular de um céo
(Adaptacéao - Miller, 2008).
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Além desses envoltorios, o olho apresenta o cristalino ou lente, uma estrutura
biconvexa transparente inserida atras da iris, que € mantida por um ligamento circular,
chamado de zbnula (Junqueira e Carneiro, 2004). Essa estrutura, juntamente com o
humor aquoso e o humor vitreo, comp&em o0s meios transparentes do bulbo ocular
sendo essas Ultimas responsaveis pela pressao interna que mantém o globo
distendido, bem como pela transmisséo e refracdo dos raios luminosos sobre a retina
(Gelatt, 2013).

O sistema visual capta luz e a foca sobre os fotorreceptores, transdutores que
convertem a luz em impulsos elétricos para a passagem pelo cortex visual, no qual a
sensacdao da visdo ocorre. Esse processo neural inicial ocorre dentro da retina (Slatter,
2005).

2.2 Retina

Datam da primeira metade do século XIX os primeiros relatos quanto a resposta
do olho dos vertebrados a luz. Ondas eletromagnéticas, quando adentram o olho,
ensejam alteracdes nos potenciais elétricos das células da retina, se propagando por
meio de suas camadas até atingir 0 nervo e o trato opticos, bem como o talamo (Sims,
2007).

A retina é uma camada delgada fotossensivel, que reveste o segmento
posterior do olho. Componente do sistema nervoso, tem por fungdo capturar o
estimulo luminoso e transforma-lo em elétrico para, apdés ser conduzido ao cortex
cerebral, ser interpretado (Bedford, 1996; Oria et al., 2004; Samuelson, 2013). Sendo
o tecido metabolicamente mais ativo do corpo (por unidade de peso), como indicado
pelo consumo de oxigénio, seu suporte sanguineo advém da circulacao coroidal que
supre toda a retina periférica e as camadas retinianas nas proximidades do disco
optico, além de haver uma possivel participacdo do humor vitreo (Brooks, 2005).

A retina é constituida por uma camada interna e uma camada externa, sendo a
camada externa (pars ceca) formada pelo epitélio pigmentar da retina (EPR) e a
camada interna sendo a parte neural ou sensorial (pars optica) (Curtis e Lightfoot,
1993; Bedford, 1996; Jones et al., 2000). A camada externa da retina estende-se para

fora da papila, sobre o corpo ciliar e a superficie posterior da iris até a borda da pupila.
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O EPR faz limite com a coréide por meio da membrana de Bruch e € caracterizado
por uma monocamada de células hexagonais responsaveis por exercer um importante
papel no metabolismo da retina, incluindo o transporte de nutrientes, fagocitose de
segmentos externos de fotorreceptores e protecdo destes a luz brilhante (Ropstad,
2007).

A camada interna da retina estende-se da juncéo do corpo ciliar (ora ciliar da
retina) até a papila 6ptica e continua como nervo Optico. Elencam-se, como
componentes da neurorretina, trés grupos principais de células dispostos em nove
camadas, que juntamente com o EPR podem ser identificados, de fora para dentro na

seguinte ordem (Figura 2):

. epitélio pigmentar da retina (EPR)
. camada de células fotorreceptoras (cones e bastonetes)
. membrana limitante externa

. camada nuclear externa

1

2

3

4

5. camada plexiforme externa

6. camada nuclear interna

7. camada plexiforme interna
8. camada de células ganglionares
9. camada de fibra nervosa

10. membrana limitante interna



20

Membrana de Bruch

Células amacrinas
Células bipolares

Células horizontais
Bastonetes

Cones

Cordide

Figura 2. Representacdo esquematica de corte da retina canina em regido de disco
optico evidenciando a ordem das camadas do meio externo (1) para o interno (10) e
suas respectivas células (Avila, 2003).

2.2.1 Epitélio pigmentar da retina (EPR)

O EPR é uma camada de células poligonais planas que formam a camada mais
externa da retina. E a continuacdo do exterior da camada epitelial pigmentada do
corpo ciliar e deriva da camada mais externa da papila 6ptica, sendo mais justaposto
a corbide do que ao resto da retina (Herron Jr e Riegel.,, 1974). Esta camada é
importante no transporte de nutrientes do coriocapilar para as camadas externas da
retina por ser um aporte sanguineo abundante e continuo entre o EPR e os

coriocapilares subjacentes. Cada célula envia processos citoplasmaticos para
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envolver os fotorreceptores e assim isola-los da luz para aumentar sua sensibilidade
individual. Eles também fagocitam o exterior dos segmentos de fotorreceptores a
medida que sdo continuamente eliminados (Ts’o e Friedman, 1967). As células sdo
geralmente densamente pigmentadas, mas sao desprovidas de pigmento quando
sobrepostas a coréide dorsal que contém o tapetum lucidum. A auséncia de melanina
permite que a luz possa passar pelo EPR para o tapetum e, em seguida, refletir de

volta para os receptores sensiveis a luz (Samuelson, 2013).

2.2.2 Neurorretina

A camada fotorreceptora € composta pelos cones e bastonetes, os quais
apresentam pigmentos visuais no interior de estruturas semelhantes a discos
empilhados achatados (Slatter, 2005; Ropstad, 2007). Os bastonetes funcionam em
iluminacéo fraca ou reduzida e permitem a deteccédo de formas e movimentos. Ja os
cones, funcionais em luz forte, fornecem acuidade visual nitida e sensibilidade a cor
(Prince, 1960). A populacdo de cones € mais densa na regido central da retina da
maioria dos animais, sendo que o0s primatas, diversas aves e algumas espécies
reptilianas possuem regifes ricas em cones completamente livre de bastonetes.
Essas regides sao chamadas de féveas e sdo responsaveis pela percepcdo de
diferentes matizes de cor, alta resolucdo e fixacdo binocular (profundidade e
percepcao). Nenhum dos animais domésticos tem fovea, mas uma area de alta
densidade de cones € identificada na area centralis. Esta area fica 3-4mm dorsolateral
ao disco 6ptico no céo e gato (Henkind, 1966; Donovan et al., 1974b).

A camada nuclear externa apresenta os nucleos dos cones e dos bastonetes e
também fibras que conectam a célula dos segmentos internos dos fotorreceptores a
membrana limitante interna (Bedford, 1996; Jones et al., 2000; Slatter, 2005;
Samuelson, 2013). A camada plexiforme externa € dotada das extensdes axonais dos
fotorreceptores, inclusas nos citoplasmas das células de Miller (Slatter, 2005;
Ropstad, 2007). A camada plexiforme interna é constituida por axdénios de células
bipolares, células horizontais, amacrinas e dendritos de células ganglionares. A

camada de células ganglionares apresenta 0s corpos celulares destas e seus
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dendritos e a camada de fibras nervosas € constituida pelos axénios das células
ganglionares.

E por fim, a camada interna da retina € a membrana limitante interna,

membrana basal & qual as extremidades internas das células de Muller encontram-se
fortemente aderidas (Slatter, 2005; Ropstad, 2007) (Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia de olho canino. Anatomia microscépica da retina e coroide.
mli: membrana limitante interna; cfn: camada de fibras nervosas; ccg: camada de
células ganglionares; cpi: camada plexiforme interna; cni: camada nuclear interna;
cpe: camada plexiforme externa; cne: camada nuclear externa; mle: membrana
limitante externa; fr: fotorreceptores; ep: epitélio pigmentar; cr: coroide; es: esclera.
H&E. 10x. Cortesia de Comparative Ocular Pathology Laboratory of Wisconsin
(COPLOW), Madison, EUA.
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2.3 Eletrorretinografia (ERG)

O alemao Emil Heinrich Du Bois-Reymond (1818-1896), considerado o
fundador da eletrofisiologia moderna, foi o primeiro pesquisador a observar um
potencial elétrico vindo do olho quando colocou um eletrodo na superficie da cornea
de um peixe em 1849 (Drazek et al., 2014). J&4 em 1865, o sueco Holmgren descobriu
que existia resposta elétrica no olho apés um estimulo luminoso, estudando olhos de
anfibios. Quinze anos apds, retirando o segmento anterior do olho de sapos e
colocando um eletrodo diretamente na superficie da retina, o pesquisador afirmou que
esta estrutura de tecido nervoso era a responsavel pela resposta elétrica gerada no
olho (Holmgren, 1870). Na mesma época, outro pesquisador chamado Dewar relatou
descobertas similares as de Holmgren. Ele mostrou que apds um estimulo luminoso
incidir sobre o eixo pupilar ocorria um pequeno movimento observado num
galvandémetro, sugerindo que tal impulso elétrico positivo era produzido pela retina
(Rouck, 2006). O galvanémetro € um instrumento que pode medir correntes elétricas
de baixa intensidade, ou a diferenca de potencial elétrico entre dois pontos (Perlman,
2008).

Em 1877, Dewar registrou o primeiro eletrorretinograma no homem, mas nao
houve publicacdo do trabalho (Dantas, 1995). Em 1908, Einthoven e Jolly obtiveram
excelentes dados detalhados do eletrorretinograma de um olho de sapo, utilizando
novamente um galvandmetro. Foram, ainda, os primeiros a classificar as diferentes
porcdes do ERG usando letras: onda-a, primeiro segmento de onda negativo; a onda-
b, segmento de onda positivo posterior a onda-a; e onda-c, a outra porcdo positiva e
um pouco menor (Einthoven e jolly, 1908). Ragnar Granit (Nobel em 1933), utilizando
gatos em estado de narcose induzida por éter e diferentes graus de oclusédo da artéria
cardtida, conseguiu desdobrar os componentes do ERG (Porto, 2004). O pesquisador
observou a presenca de trés potenciais durante o exame, 0s quais homeou: PI, Pll e
Plll, de acordo com o desaparecimento deles durante a anestesia e hipoxia.

Com o passar dos anos, mais estudos sobre os componentes do ERG
ocorreram e pode ser observada a relagdo das porc¢des da retina com as ondas do
ERG. A onda-a (onda inicial negativa), € formada pelas correntes ibnicas

extracelulares geradas pelos fotorreceptores (cones e bastonetes). A onda-b (onda
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positiva maior e mais lenta) tem sua origem controversa, mas admite-se que resulte
da despolarizacdo das células bipolares e de Miller, transmitindo os sinais dos
fotorreceptores para as células ganglionares da retina (Heckenlively e Arden, 2006).
Estudos mais recentes mostram a sua maior relacdo com as células bipolares e nao
com o fluxo de potassio (K+), que flui de permeio as células de Miller (Sims, 2007).
Kofuji et al (2000), comparou ERGs de camundongos transgénicos Kir4.1 sem canais
de K+ nas células de Miller com camundongos saudaveis. A pesquisa mostrou que
os valores das amplitudes da onda-b nao diferiram entre os dois tipos de
camundongos, sugerindo que a onda-b ndo esta associada a atividade dessas células.
(Kofuji et al., 2000). As células amacrinas estao envolvidas na criagdo da onda-b e
suas respostas, os chamados potenciais oscilatorios (OPs), sdo sobrepostos na parte
ascendente do tracado da onda b (Heynen et al., 1985; Asi e Perlman 1992) (Figura
4-A).

Reconhece-se ainda, uma terceira onda de deflexdo negativa, a onda-c (onda
positiva de aparecimento bem mais tardio), que pode ser observada quando é feito
um tipo especial de ERG, o ERG de longos flashes (Gum, 1980). Enquanto as onda-
a e a onda-b aparecem na escala de milissegundos (ms), a onda-c aparece na escala
de segundos (s). Steinberg e colegas (1973) provaram gue a origem dessa onda se
deve a uma reducdo na concentracdo de ions K+ no espaco sub-retiniano, causando
polarizacdo do EPR. A avaliacdo da onda-c ndo é rotineira, e geralmente s6 é
pesquisada quando jA se sabe que ha algo errado com o ERG padrdo e,
conseguentemente, com a retina. Em veterinaria, é pouco considerada uma vez que
s6 se consegue capta-la em um pequeno percentil de animais adultos (Oria et al.,
2004; Sims, 2007).

A interpretacdo dos ERGs gerados requer a determinacédo da amplitude e do
tempo implicito das ondas supracitadas (tempo até o pico). A amplitude da onda-a é
medida da linha de base até o pico negativo da onda-a e e a amplitude da onda-b é
medida desse pico até o proximo pico positivo da onda-b.

Os tempos implicitos da onda-a e onda-b sdo medidas a partir do flash luminoso

de inicio até o pico negativo da onda-a e ao pico positivo da onda b, respectivamente
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(Narfstrom et al., 2002; Ekesten et al., 2013) (Figura 4-B).
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Figura 4. Eletrorretinograma de um canino macho de 5 anos de idade sob estimulo
luminoso de 3 cd.s/m? e 30 cd.s/m? respectivamente. (A) Resposta mista
demonstrando os potenciais oscilatorios sobrepostos na por¢ao ascendente da onda-
b (POs I-1l). (B) Resposta de cones demonstrando IT-a = tempo implicito da onda-a;
IT-b =tempo implicito da onda-b; A-a = amplitude da onda-a; A-b = amplitude da onda-
b. As barras de calibracdo estdo indicadas no lado direito. O marcador (+) indica o
inicio do estimulo luminoso (Drazek et al., 2014).

Por meio de estudos e do melhor entendimento sobre os componentes do ERG,
este exame foi sendo aperfeicoado e introduzido na rotina da oftalmologia clinica
(Komaromy et al.,, 1998). Desde entdo, a eletrorretinografia tem sido estudada e
empregada em seres humanos e em espécies animais, por ser um bom indicador para
avaliacao objetiva das condi¢des funcionais da retina (Yanase et al., 1995). Aviva-se
gue ela ndo é considerada ferramenta diagnostica para se aferir a qualidade, mas sim
a percepcdo visual (Sims, 2007). Na medicina, o ERG é utilizado tanto para
diagnosticar como para avaliar a progressao de degeneracgdes da retina, intoxicacbes
e, No caso de pacientes com diabetes, para diagnosticar e acompanhar a retinopatia
diabética proliferativa e nao proliferativa (Ofri et al., 1993). Notadamente em animais,
técnicas diagnoésticas auxiliares como essas sao valiosas, conquanto estes muitas
vezes ndo expressam sintomas objetivos de afeccdes retinianas (Komaromy et al.,
2002; Maehara et al.,2005).
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Na veterinaria, utiliza-se o ERG na avaliacdo da integridade funcional da retina,
do nervo Optico e das vias visuais (Komaromy et al., 2002; Maehara et al., 2007), e
ainda, no pré-operatorio de facectomias (Yanase et al., 1995; Ofri, 2002). Ademais, 0s
animais servem como importante modelo biolégico para o estudo das degeneragdes
retinianas que acometem o homem (Petersen-Jones et al., 2006). Em certos disturbios
hereditarios funcionais da retina, o ERG pode ser a Unica ferramenta diagndstica
(Yanase et al., 1995). S&o exemplos, a displasia de cones e de bastonetes dos tipos
1 e 2 em setters e em collies, a displasia de cones e a degeneracéo precoce da retina
em elkhounds, a atrofia de cones e de bastonetes em cocker spaniels e em labradores,
a displasia de fotorreceptores em schnauzers, a degeneracao hereditaria de cones no
malamute do alaska, a cegueira noturna congénita estacionaria em briards e a atrofia
progressiva da retina no terrier tibetano e no daschshund pélo longo (Zhang et
al.,1999; Oria et al., 2004). Tais formas de retinite pigmentosa possuem similaridades
fenotipicas e genéticas com as dos seres humanos, fazendo dos cdes modelo
experimental factivel ao entendimento de mecanismos patogénicos dessas doencas
(Beltran, 2009).

Segundo Miyake e colaboradores (2008), o eletrorretindgrafo € formado pelos
eletrodos, pela fonte de estimulo luminoso e o aparelho que capta e registra o
estimulo. Sao trés eletrodos principais: o eletrodo que capta a resposta (recording
electrode), o eletrodo referéncia (reference electrode) e o eletrodo “terra” (ground
electrode). O primeiro fica localizado em contato com a cérnea ou proximo a conjuntiva
bulbar, sendo que o modelo mais utilizado € a lente de contato que possui um circulo
de ouro para a conducao do estimulo (ERG-jet lens). O eletrodo referéncia pode estar
incorporado a lente de contato (no caso dos eletrodos bipolares) ou ndo (no caso dos
eletrodos monopolares). Quando sozinho, deve estar localizado proximo a Orbita, na
regido temporal, cerca de 3 a 5 cm do canto temporal do olho que esta sendo
examinado (Mentzer et al., 2005). O eletrodo “terra” pode estar localizado em qualquer
parte do corpo, sendo que normalmente € posicionado na regido occipital. Com o
avanco da tecnologia, particularmente dos microprocessadores e diminuicdo do

tamanho dos amplificadores de sinal elétrico os modelos foram se tornando cada vez
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mais compactos e portateis, qualidade importante na pratica oftalmologica veterinaria
(Bacellar et al., 2008) (Figura 5).

Figura 5. Exames eletrorretinograficos em varias espécies de animais. (A) Exame
sendo realizado em um exemplar de orangotango (Pongo pigmeus) empregando o
aparelho de ERG HMSERG (RetVet Corp., Columbia, MO) (B) Detalhe da localizag&o
do eletrodo monopolar do tipo “ERG-jet lens” durante o exame em um exemplar de
Pinglim-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus); (C) Detalhe de um estimulador de
campo inteiro durante o exame em um cao (Canis familiaris) da raga Cardigan Welsh
Corgi; (D) Detalhe da localizacdo do eletrodo bipolar do tipo Burian-Allen no mesmo
céo. (E) Ovelha (Ovis aries) da raca Suffolk durante exame empregando um HMsSERG
(Bacellar et al., 2008).

Existem duas modalidades basicas para o eletrorretinograma: o flash ERG e o
eletrorretinograma padréo (PERG). O Flash ERG permite avaliar as camadas externas

da retina, por estimulos luminosos gerados em estimulador com intensidade,
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frequéncia e cor controladas (Komaromy et al., 2002). O PERG apresenta o estimulo
luminoso em forma e aparéncia de um tabuleiro de xadrez, que expressa a condi¢ao
funcional de células ganglionares, possibilitando o diagnostico de desordens nas
diferentes camadas da retina (Ofri, 1996; Komaromy et al., 1998; Oria et al., 2004;
Sims, 2007).

Dentre as condi¢des que alteram as respostas do ERG, elencam-se a distancia
e posicao dos eletrodos, as suas propriedades condutoras, as configuracdes de filtro
e do amplificador e os parametros de luminosidade (Dumitru et al., 1991; Gitter et
al.,1995; Komaromy et al., 2002). Relativamente as condi¢cfes intrinsecas ao paciente
podemos citar a espécie, raca, idade, temperatura corporal e doencas pré-existentes
(Parry et al., 1955; Spiess, 1994; Mizota e Adachi-Usami, 2002; Ofri, 2002). Além
disso, tém influéncia sobre o exame: o tempo de adaptacéo ao escuro, a densidade
da carga proxima a membrana celular, o nUmero de células que cursam com alteracao
do potencial de membrana, condi¢cdes de condutibilidade dos tecidos e por fim, o
estado de consciéncia do animal (Dumitru et al., 1991; Gitter et al.,1995; Komaromy
et al., 2002).

O ERG é comumente realizado em pacientes sob seda¢do ou anestesia
(Narfstrom et al., 2002; Narfstrom; Peteren-Jones, 2007). Muitos farmacos
anestésicos ja foram testados para a eletrorretinografia, tais como cetamina,
acepromazina, xilazina, tiopental, halotano, 6xido nitroso, sevoflurano, medetomidina
associada a cetamina, e, mais recentemente, o propofol. A maioria deles induz a
diminuicdo das amplitudes das ondas do ERG, especialmente os anestésicos
inalatorios (Yanase e ogawa, 1997; Kommonen et al., 2007; Norman et al., 2008). Por
conseguinte, é de suma importancia eleger farmacos que interfiram o minimo possivel

nos potenciais elétricos do exame.
2.4 Tiletamina — Zolazepam
Por se tratar de um exame que se baseia na resposta elétrica da retina, a

eletrorretinografia € muito sensivel a movimentagdes indesejadas do paciente (Drazek

et al.,, 2014). Com o objetivo de abolir movimentos de cabeca, piscar de olhos e a
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rotacdo do globo ocular, recomenda-se o0 uso de sedacdo ou, preferencialmente,
anestesia geral em céaes submetidos a este procedimento (Ekesten et al., 2013).

A escolha dos farmacos e monitoracdo do paciente deve ser criteriosa, visto
que fatores fisioldgicos influenciados pela anestesia como temperatura corporal
(Mizota e Adachi-Usami, 2002; kong e Gouras, 2003), grau de perfusao tecidual e os
niveis séricos de glicose e oxigénio (Macaluso et al.; 1992; Reynaud et al., 1995;
Lopez et al., 2010) interferem nos resultados do ERG. Outrossim, o farmaco escolhido
pode influenciar diretamente no tragado das ondas. Yanase e Ogawa (1997) notaram
que a amplitude da onda-b diminuiu em cdes anestesiados com halotano. Em
contrapartida, demonstrou-se que o propofol promove aumento consideravel da
amplitude dessas ondas (Kommonen et al., 2007). Logo, é necessario que se
padronize um protocolo anestésico em cades saudaveis, para que as influéncias
desses farmacos no ERG sejam compreendidas.

A maioria dos anestésicos inalatorios induz depresséo cardiorrespiratéria dose-
dependente, hipoxemia e hipercapnia (Robertson, 2020), efeitos que reduzem a
amplitude dos componentes do ERG (Niemeyer e Steinberg, 1984). Além disso, essa
modalidade requer equipamento especifico, como vaporizador, fonte de gas medicinal
e manutencdo de vias aéreas patentes (Robertson, 2020). Nesse contexto, a
anestesia injetavel apresenta certas vantagens frente a anestesia inalatéria. Nos
altimos anos, a xilazina, medetomidina e agentes dissociativos tém sido utilizados
como agentes anestésicos para a realizacdo do ERG (Chaudieu e Molon-Nobilot,
2004; Rosolen, 2004; Lin et al., 2009). A xilazina e a medetominina séo farmacos
sedativos que pertencem a classe dos agonistas a2. Em geral, produzem seus efeitos
por meio da estimulagdo dos adrenorreceptores a2 centrais e periféricos, resultando
em diminuicdo do ténus simpatico, analgesia, sedacdo e relaxamento muscular, sem
alteracdo dos parametros gasometricos (Gomez-Villamandos et al., 2006; Granholm
et al., 2007). Os efeitos cardiovasculares mais comumente observados,
especialmente com a medetomidina, sdo bradicardia e reducdo do débito cardiaco
(Kuo e Keegan, 2004). A depresséo respiratoria se torna mais evidente e significativa
guando estes farmacos sao utilizados em altas doses e em associacdo com opioides
e agentes dissociativos (Ko et al., 2001). Apesar de promover sedac¢ao suficiente para

realizacdo do ERG, foi demonstrado que cdes sedados com medetomidina
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apresentaram rotacdo ventromedial do globo ocular, fazendo-se necessaria a
realizacdo de suturas conjuntivais para fixar o olho na posicéo central, o que aumentou
o tempo para realizacdo do exame (Lin et al., 2009).

A associagéo de tiletamina com zolazepam tem sido empregada na veterinaria
para realizacdo de exames clinicos e cirurgias de curta duracdo devido ao nao
requerimento de equipamento especifico, rapido poder de inducéo e curto periodo de
recuperacdo (Lin et al.,, 2009). A tiletamina é um derivado da fenciclidina, sendo
classificada como um anestésico dissociativo antagonista ndo competitivo do receptor
NMDA, com duracdo e poténcia analgésica superiores a cetamina (Kucharski e
Kietbowicz, 2021). O zolazepam €é um benzodiazepinico com propriedades
anticonvulsivantes e relaxantes musculares. Farmacos dessa classe atuam como
moduladores alostéricos do receptor GABA-A, podendo induzir ansiblise, sedacao e
hipnose (Maddison et al. 2008). De acordo com a ficha técnica do fabricante, o Zoletil®
€ um anestésico injetavel ndo opioide e ndo barbitdrico. Sua formulacdo possui
concentragdes iguais de tiletamina e zolazepam (50:50 ou 25:25).

Essa associacdo pode ser usada com seguranca como sedativo, indutor ou
como anestésico geral para procedimentos de curta duracdo (20 a 60 minutos, apos
injecdo intravenosa ou intramuscular). Ademais, o Zoletil® é uma excelente opc¢éo
para procedimentos oftalmicos em cées, pois ndo promove aumento da pressao
intraocular, diferentemente da associacdo cetamina-diazepam (Hofmeister et al.,
2009, Kovalcuka et al., 2013, Jang et al., 2015). Nao obstante, como todo farmaco, a
associacdo tem seus efeitos adversos e contraindicacées. A maioria dos efeitos
adversos no sistema cardiovascular, respiratério e nervoso sdo estritamente dose-
dependentes e seu uso € contraindicado em pacientes com afec¢bes de sistema
nervoso central (epilepsia e convulsdes), traumatismo craniano, trauma ocular
penetrante, anormalidades cardiovasculares (cardiomiopatia hipertréfica, arritmias ou
condicbes em que o aumento da frequéncia cardiaca é desaconselhavel),
hipertireoidismo, insuficiéncia pancreatica e renal (Kucharski e Kietbowicz, 2021).

A despeito das pesquisas existentes comparando os efeitos que diferentes
farmacos causam nas respostas eletrorretinograficas, ndo ha na literatura um estudo
gue compare os valores de ERG em cdes com ou sem anestesia dissociativa.

Conguanto, objetivou-se comparar os registros dos ERGs obtidos em pacientes sem
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anestesia ou sob anestesia dissociativa utilizando tiletamina-zolazepam (Zoletil®),

validando sua reprodutibilidade para protocolos do exame em caes.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideragdes quanto a ética

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas da ARVO - Association for
Research in Vision and Ophthalmology e aos principios éticos estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA). Outrossim, sob a expressa
autorizagdo da CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais (nimero de protocolo
1639/21) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista (FCAV/UNESP). Por oportuno ressaltar que os tutores dos cdes assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido autorizando a participacdo destes na pesquisa
(Apéndicel).

3.2 Selecdo dos pacientes

Foram incluidos no estudo 48 olhos de 24 cées, com idade variando entre um e 14
anos, sendo 13 fémeas e 11 machos (Tabela 1), atendidos no Servi¢o de Oftalmologia do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.
Os pacientes passaram por exame oftalmolégico por meio de biomicroscopia com
lampada em fenda (SL-17 — Kowa American Corporation, Torrance, California), teste
lacrimal de Schirmer 1 (Teste de Schirmer — Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil), tonometria
de rebote (iCare Tonovet Plus — Revenio Group Corporation, Helsinki, Finlandia), e, por
fim, teste de tingimento pela fluoresceina sddica (Fluoresceina strips - Ophthalmos, Séo
Paulo, Brasil). Além disso, os pacientes foram submetidos a ultrassonografia ocular
(UltraScan Imaging System — Alcon do Brasil S.A., S&o Paulo, Brasil) nos modos A e
B, sendo pré-selecionados apenas individuos apresentando catarata como alteracéo,
tendo em vista a indicacdo do ERG. Considerando a anestesia, selecionaram-se somente

cdes saudaveis, comprovados por exames fisico, avaliacdo cardiorrespiratoria, perfil
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hematolégico (hemograma) e bioquimico (creatinina, alanina aminotransferase e
frutosamina). Caes com alteracéo consequente de senilidade ou endocrinopatia (diabetes
mellitus), que puderam ser tratados e estabilizados foram incluidos na pesquisa.

Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo 1 (G1),
pacientes sem anestesia (n=12); Grupo 2 (G2) pacientes anestesiados com tiletamina-

zolazepam por via intravenosa, na dose de 6 mg/kg (n=12).

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas dos cées incluidos nos grupos (G1 e G2) deste estudo.

Caracteristicas Caracteristicas
Grupo 1 Raca Idade Sexo Peso Grupo 2 Raca Idade Sexo Peso
(sem

anestesia) (anestesiados)

1 Labrador 7 F 25,2 1 Border Colie 6 M 14,8
Fox

2 Labrador 7 F 18 2 Paulistinha 9 F 9,3
3 Maltés 8 F 4,8 3 Maltés 7 M 4,8
4 Maltés 7 M 5 4 Poodle 7 F 6
5 Poodle 12 F 55 5 Poodle 9 F 3,8
6 Poodle 10 M 8,6 6 Shih-tzu 11 M 6,3
7 Poodle 14 M 7,4 7 Shih-tzu 2 M 55
8 Shih-tzu 5 M 5,8 8 Shih-tzu 2 M 7
9 Shih-tzu 3 F 6,2 9 SRD 6 F 6,8
10 Shih-tzu 2 M 7 10 SRD 1 M 45
11 SRD 8 F 6,8 11 SRD 11 F 8,2
12 SRD 1 F 18,8 12 SRD 10 F 15,3

SRD, sem raca definida; M, macho; F, fémea; A idade esta representada em anos e 0s pesos em quilogramas
(K9).

3.3 Eletrorretinografia

A eletrorretinografia foi realizada utilizando-se dispositivo portatil (Handheld Multi-
species ERG — Retvetcorp, Columbia, USA) (Figura 6-A) empregando-se o protocolo
Dog Diagnostic Protocol (Ekesten et al., 2013). Para a obtencao da dilatacéo pupilar prévia
uma gota de tropicamida a 1% (Mydriacyl — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda, S&o Paulo,
Brasil) foi instilada em ambos os olhos. Os animais do grupo que recebeu anestesia para
realizacdo do exame tiveram a veia cefalica canulada e somente no momento do exame
receberam a infusdo intravenosa lenta da associacdo de tiletamina-zolazepam (Zoletil®50

— Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda, Sado Paulo, Brasil) na dose de 6 mg/kg. Os
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pacientes foram mantidos em decubito esternal sob contencdo manual e em uma sala
isolada, construida especificamente para evitar interferéncias durante o exame.

O eletrodo terra foi posicionado sobre a crista do 0sso occipital entre as duas orelhas
do céo e o eletrodo de referéncia sobre o arco zigomético, a aproximadamente 5 cm do
canto lateral do olho a ser avaliado (Figura 6-B). O eletrodo negativo (eletrodo da cérnea)
foi posicionado apds dessensibilizacdo obtida pela instilacdo de coliio a base de
proximetacaina 0,5% (Anestalcon — Alcon Laboratérios do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil). Ademais, utilizou-se um lubrificante de metilcelulose a 2% (Metilcelulose 2% -
Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil) na interface eletrodo-cérnea . Todos os eletrodos se
conectavam em um pré-amplificador e os sinais recebidos foram processados em um filtro
(Figura 6-C).

Figura 6. (A) Aparelho de ERG HMsSERG da marca RetVet utilizado nos exames; (B)
Detalhe da localizagédo do eletrodo monopolar do tipo “ERG-jet lens” sobre a c6rnea
(seta) e dos eletrodos referéncia préximo ao olho esquerdo (asterisco) e terra (acima
da crista occipital) em um canino; (C) Posicionamento do aparelho HMSERG em frente
ao olho avaliado, o pré amplificador e o decubito adotado pelos pacientes durante os
exames. Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal,
SP, Brasil, 2022.
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A eletrorretinografia foi realizada em duas fases. Para mensuracdo das amplitudes
(AMP) e tempo implicito das ondas (TI), na fase escotopica (bastonetes e resposta mista),
os cdes foram previamente submetidos a um periodo de adaptacdo ao escuro de 20
minutos em um canil e sob superviséo constante (Labelle et al., 2010). Ao final da fase
escura os caes foram submetidos a um periodo de 10 minutos de adaptacéo a luz com
iluminacéo continua de 30cd.s/m? emitida pelo préprio aparelho. Em conseguinte, deu-se
seguimento a fase fotopica (cones) da avaliagdo. Decorridos 0os exames em ambos 0s
olhos, as ondas tiveram suas amplitudes e tempos implicitos mensurados. Ato continuo,
procedeu-se a analise estatistica apods interpretacdo dos dados obtidos através do software
especifico (ERG View 2.2 - RetVet Corp, Columbia, EUA) (Figura 7).
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Figura 7. Imagem mostrando a representacao grafica do tracado eletrorretinogréafico
obtida por meio de software ErgView 2.1. Onda em fase escura de alta intensidade
(avaliagdo mista de cones e bastonetes) colhida de paciente da espécie canina.
Servico de Oftalmologia Veterinaria, FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP,
Brasil, 2022.

3.4 Anélise estatistica

Para se averiguar possiveis diferencas entre os olhos direito e esquerdo dos
animais o Teste de Wilcoxon foi utilizado. O teste de Mann-Whitney foi realizado para
avaliar simultaneamente o efeito do estado de consciéncia (acordado ou anestesiado)
e todas as interacdes possiveis das variaveis depe 1dentes (AMP e Tl das ondas “a”
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e “b”). CorrelagcBes entre essas variaveis e a idade ou tamanho dos animais de ambos
os grupos foi avaliada utilizando a correlacdo de Spearman. Valores de P <0,05 foram

considerados significativos.

4. RESULTADOS

4.1 Animais estudados

Avaliaram-se, ao todo, 24 cades de diferentes racas, castrados ou néo
castrados, sendo as mais prevalentes as racas Shih-Tzu (6) e Poodle (5). Os grupos
G1 e G2 foram homogéneos para sexo, idade e peso. A média de idade e desvio
padrédo foi de 6,8 £+ 3,6 anos e a média e desvio padrdo do peso dos animais foi de 9,2
+ 7,6 kg.

N&o houve, durante toda realizacdo do exame, nenhuma intercorréncia que
inviabilizasse a avaliacdo nos pacientes acordados. Todos 0s animais permitiram a
manipulacdo e colocacdo dos eletrodos e permaneceram no decubito desejado
apenas com contencdo manual. A permanéncia da lente sobre a cornea foi obtida sem
complicacBes apenas com abertura manual das palpebras. Os pacientes ficaram
confortaveis ap6s o uso do colirio anestésico e o gel auxiliou na aderéncia e
lubrificacdo da cérnea durante o exame. Como complicacbes de efeito minimo
podemos citar a necessidade de contencdo utilizando focinheira em individuos
possivelmente agressivos, apenas no momento da colocacdo dos eletrodos, sendo
retirada em seguida. Em pacientes mais agitados, foi necessario reajustar os eletrodos
no espaco intradérmico quando estes se soltavam ou recolocar a lente na superficie
corneana. Nesses momentos, o operador simplesmente realiza uma pausa nas
gravacoes, recurso disponivel no aparelho utilizado, sem que isso oferegca qualquer
prejuizo ao exame.

Nenhum animal do G2 apresentou qualquer complicacdo anestésica durante a
realizacdo do ERG. A inducéo anestésica foi obtida em menos de 10 segundos apés
a injecao intravenosa de tiletamina-zolazepam e durou cerca de 40 minutos. Contudo,
alguns efeitos indesejaveis foram observados como sialorréia intensa e nistagmo, em

maior ou menor grau, durante o periodo de recuperacao do procedimento.
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4.2 ERG

Relativamente a fase escotopica foram observados aumento significativo na
amplitude e diminuicdo do tempo implicito na resposta da onda-a, no G1, quando
comparado ao G2 (P=0,009 e P=0,002, respectivamente). Relativamente a onda-b,
aumento na amplitude foi observado no G1, quando comparado ao G2, porém, sem
significancia (P=0,212). N&o foi observada diferenga no Tl da onda-b entre os grupos.

Relativamente a avaliacdo da resposta mista de cones e bastonetes (fase
escotopica de alta amplitude) ndo foi observada diferenca entre os estados de
consciéncia (G1 e G2) para AMP e Tl das onda-a e onda-b.

Na fase fotoptica (avaliagdo dos cones) o G2 apresentou menor AMP (p=
0,0046) mas nao apresentou variagdo no Tl (Tabela 2 e Figura 8).

Tabela 2. Média e desvio-padrdo dos valores do ERG mensurados bilateralmente em
caninos acordados (G1) e anestesiados (G2). Servico de Oftalmologia Veterinaria,
FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, 2022. P<00,5

Resposta de bastonetes

Gl(n=12) G2 (n=12) Valor de p
Onda-a Amplitude (uV) 25,9+21.8 95+72* 0,009
Tempo implicito (mS) 159+6,4 279+15,6* 0,002
onda-b Amplitude (1V) 143,1 £ 59,6 108,3 £40,1 0,212
Tempo implicito (mS) 61,9+18,1 61,9+8,6 0,309

Resposta mista

Gl(n=12) G2(n=12) Valor de p
onda-a Amplitude (uV) 126,9 + 64,8 110,9 + 34,8 0,876
Tempo implicito (mS) 142+2,1 15,4+ 2,6 0,193
onda-b Amplitude (uV) 282,8+122,8 256,3 + 86,2 0,843
Tempo implicito (mS) 275+ 3,7 27,1+2.22 0,989

Resposta de cones

Gl (n=12) G2 (n=12) Valor de p
onda-a Amplitude (uV) 19,8+ 16,4 16,1+ 10,3 0,854
Tempo implicito (mS) 14,3+9,8 11,5+8,5 0,580
onda-b Amplitude (uV) 89,5+ 73,0 475+x21,1* 0,046
Tempo implicito (mS) 58,5+54,1 60,3+ 37,6 0,550
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Figura 8. Graficos box-plots dos valores relativos as médias e desvio padrédo das
amplitudes (A) e dos tempos implicitos (B) da onda-a e onda-b observados nos testes
escotopicos - resposta de bastonetes (1) e resposta mista (2) e fotopico — resposta de

cones (3) dos ERGs do G1 e G2.
* Valores com diferenca estatistica significante. (p<0,05).
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Com relacdo a idade dos pacientes, houve correlacdo na resposta mista de
cones e bastonetes para AMP e TI. Foi observada diminuicdo na AMP da onda-b
(P=0,0094) em cédes mais velhos e também aumento no Tl da onda-a (P=0,0182).

Com relacédo a resposta mista de cones e bastonetes, houve correlagéo positiva
entre o tamanho dos pacientes (peso) e as amplitudes das onda-a e onda-b. Foi
observado um aumento na AMP da onda-a (P=0,0433) e onda-b (P=0,0089) nos

animais mais pesados (maior tamanho de cranio).

Idade x Tempo implicito de onda “a” Idade x Amplitude de onda “b”
25 400
& ‘ r=0,4778 - : r=- 05186
En p =0,0182 = p = 0,0094
o * . 2 a0 .
s :____-i-S—‘-'—‘."s"S_ w . . . . ®
= S, * B 300 e Y .
Ew . £ R ] . K3
9 E; 200 o § o o .
E 5 100 "
[t
] ]
] 5 10 15 ] 5 10 15
{A) Idade (anos) {B) Idade (anos)
0 0
0 10 20 30 40 0 ] 20 30 40
Peso (Kg) Peso (Kg)

Figura 9. Representacdo grafica do coeficiente da correlacdo de spearman (r) e
significancia (p) da idade e tempo implicito de onda-a (4A) e idade e amplitude de
onda-b (4B) e do peso e amplitudes das onda-a e onda-b (A) dos pacientes caninos

submetidos ao ERG (resposta mista), (p<0,05) dos pacientes caninos submetidos ao
ERG (resposta mista), (p<0,05).

5. DISCUSSAO

A avaliacdo eletrofisiologica da retina € importante ndo sé por ser capaz de
diferenciar disturbios do nervo oOptico de lesbes diretas no tecido retiniano, mas
também por permitir testar sua funcionalidade quando o sistema Optico perde sua
transparéncia devido, por exemplo, a hifema, edema ou pigmentagdo corneal,
hemorragia vitrea (Gelatt e Wilkie, 2011; Ekesten, 2013) ou catarata (Wilkie e Colitz,
2013). Céaes sao usualmente submetidos ao ERG anestesiados ou sob sedac¢éo, com

intuito de evitar estresse e prevenir possiveis artefatos advindos da movimentacao do
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paciente (Lin et al., 2009). Embora sejam gerados tracados eletrorretinograficos de
qualidade com a contencdo quimica, ocorrem variacbes em amplitude e tempo
implicito das ondas de acordo com o protocolo anestésico utilizado (Lin et al., 2009).

Os resultados do presente estudo indicam nao haver diferenca significativa no
resultado do ERG nos diferentes estados de consciéncia dos animais nas respostas
mistas de cones e bastonetes. Ademais, o protocolo “Dog Diagnostic Protocol” foi
realizado sem intercorréncias em caes néo anestesiados. Os achados desse estudo
vao de encontro as recomendacdes propostas por Ekesten e colaboradores (2013),
0S quais sugerem que o paciente alerta impede a realizacdo do exame ou resulta em
valores nao fidedignos dos tracados eletrorretinograficos.

O tempo de adaptacdo ao escuro de 20 minutos foi seguido conforme sugerido
por autores que, assim como no presente estudo, realizaram ERGs em caes
conscientes sem uso de nenhuma medicacdo sistémica, e compararam diferentes
tempos de adaptacado (1, 10, 20, 30, 40 e 60) e concluiram que o tempo ideal de
adaptacao ao escuro deve ser de pelo menos 20 minutos (Yu et al., 2007).

O protocolo utilizado seguiu as diretrizes propostas por Ekesten e
colaboradores (2013) na ultima atualizacdo sobre o assunto. Conforme citado pelos
autores, € importante lembrar que os fotorreceptores serdo afetados se forem
expostos prolongadamente a luz antes do exame. Logo, todos os pacientes incluidos
nesse estudo passaram por avaliagdo oftalmica prévia com no minimo 48 horas de
antecedéncia. Além disso, outras variaveis inerentes ao individuo ou ao ambiente
foram controladas entres os grupos, que apresentavam distribuicdo aleatoria, porém
homogénea, entre sexo, idade e peso dos animais, facilitando as comparacdes tendo
em vista que sdo alguns dos fatores fisiologicos que alteram o exame (Parry et al.,
1953; Spiess 1994). Outras variaveis que afetam as gravagfes do ERG como a
temperatura corporal (Mizota e Adachi-Usami, 2002; Kong e Gouras, 2003),
interferéncias sonoras, eletrostaticas ou eletromagnéticas foram excluidas através da
escolha de um ambiente controlado e isolado, construido para a pratica especifica do
eletrorretinograma.

Todos os pacientes apresentaram midriase consistente e centralizacdo do
bulbo ocular, possibilitando a iluminagdo adequada das células da retina durante a

estimulacao dos flashes de luz (Kooijman, 1986; Ekesten et al., 2013). A posi¢ao dos
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olhos é um fator relevante, tendo em vista que em pacientes sob anestesia ou
sedacdo, dependendo da profundidade do plano, os olhos podem rotacionar
ventromedialmente, dificultando seriamente o teste. A necessidade nesses casos de
realizar suturas ou ainda bloqueadores neuromusculares sao fatores importantes a
serem levados em consideracdo. As desvantagens de necessitar de tais manobras
para realizacdo de um exame néo invasivo incluem a necessidade de um anestesista
hébil e de equipamentos onerosos como um ventilador mecanico caso o0 paciente
precise de ventilacdo controlada. Ademais, a utilizacdo de qualquer equipamento de
monitoracdo anestésica durante o exame pode causar artefatos nos tracados do ERG
(Robertson, 2020).

Embora muitos protocolos anestésicos ja tenham sido testados, apenas um
estudo foi encontrado comparando resultados de ERG sob diferentes estados de
consciéncia, incluindo cdes acordados. Freeman e colaboradores utilizaram seis
beagles jovens e avaliaram quantitativamente e qualitativamente os resultados do
exame. Foram comparados cées acordados, anestesiados (propofol e midazolam
seguido de manutencéao no isoflurano) e sob sedacéo (dexmedetomidina e butorfanol)
utilizando o protocolo “Flash-ERG”. A despeito de terem utilizando beagles nao
adestrados o exame foi passivel de ser realizado nos cédes acordados sem
intercorréncias, como no presente estudo. Cabe ressaltar que a selecao de pacientes
mais tranquilos e ndo agressivos deve ser feita, e que para esses casos deve-se
indicar a anestesia ou sedac¢ao para evitar injurias ao paciente ou ao profissional que
esteja realizando o exame ou a contencdo. Quando se interpretaram as ondas dos
pacientes acordados, assim como no nosso estudo, foram observadas maiores
amplitudes e menores tempos implicitos de onda. Ademais, 0os pacientes sob
anestesia geral apresentaram menores amplitudes do que aqueles apenas sob
sedacdo, embora a diferenga nao tenha sido significativa (Freeman et al., 2013).
Embora o resultado ndo tenha sido inovador, a analise qualitativa realizada por
profissionais que avaliaram os tracados das ondas dos cées sob os diferentes estados
de consciéncia foi inesperada. Tanto as analises dos “ruidos” quanto a comparagao
dos tracados dos exames por residentes experientes ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Cabe salientar que, nesse estudo, as

avaliacoes foram subsequentes, o que poderia interferir de maneira negativa nos
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resultados, tendo em vista a estimulacéo luminosa exacerbada das células da retina
em curto periodo de tempo. Logo, € correto inferir que a realizacdo do exame com 0s
pacientes acordados é possivel e os resultados fidedignos (Freeman et al., 2013). Por
outro lado, fora importante elaborar esse estudo respeitando o intervalo adequado
entre as avaliacOes dos cdes (acordados ou anestesiados), e utilizando um protocolo
anestésico que sabidamente interferiria 0 minimo possivel no exame (Lin et al., 2009)

No ambito da escolha do farmaco anestésico, optou-se pela combinacdo de
tiletamina-zolazepam 1:1 (Zoletil®) com base em vasta literatura comparando
diferentes protocolos, a maioria causando mudancas tanto na amplitude quanto no
tempo implicito das ondas, sendo 0s anestésicos volateis responsaveis pelas maiores
interferéncias (Acland et al., 1981; Kommonen, 1988; Kommonen; Karhunen; Raitta,
1988; Yanase e Ogawa, 1997; Kommonen; Hyvatti; Dawson, 2007; Norman, et al.,
2008; Jeong et al., 2009; Lin et al., 2009; Freeman et al., 2013). A tiletamina € um
derivado da fenciclidina, sendo classificada como um anestésico dissociativo
antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, com durac¢éo e poténcia analgésica
superiores a cetamina (Kucharski e Kietbowicz, 2021). O zolazepam é um
benzodiazepinico com propriedades anticonvulsivantes e relaxantes musculares
(Wood e Rao, 1991). Farmacos dessa classe atuam como moduladores alostéricos
do receptor GABA-A, podendo induzir ansiolise, sedacao e hipnose (Maddison et al.,
2008). A nivel molecular, as ac¢des da tiletamina-zolazepam na retina sdo mediadas
por receptores quimicos especificos (aminoacidos neurotransmissores) (Lam, 1997).
A tiletamina blogueia os canais ibnicos dos receptores NMDA, responsaveis por
suprimir as respostas das células bipolares e ganglionares da retina, ja o zolazepam
facilita a acdo do GABA-A, um neurotransmissor inibitorio para células amacrinas e
horizontais da retina (Lam, 1997).

A tiletamina-zolazepam mostrou menores interferéncias nos resultados do ERG
guando comparada com a medetomidina e o isoflurano em caes (Norman et al., 2008;
Lin et al., 2009). O anestésico dissociativo também apresentou vantagens sobre o
barbitirico Nembutal (maiores amplitudes de onda-a e onda-b) em ratos (Chaudhary
et al., 2003). Sendo assim, os efeitos do farmaco que observamos deve ser devido a
combinacdo de agBes em varios locais da retina, embora a literatura seja escassa

sobre a acédo direta da droga no tecido retiniano. A dose utilizada (6mg/kg) por via
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intravenosa foi proposta por Hellyer e colaboradores (1989) em cédes mostrando-se
segura para procedimentos de 15 a 40 minutos, causando poucos efeitos

cardiorrespiratérios e hemodinamicos, rapida inducéo e boa recuperacao.

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo dentro das condigbes em que fora concebido,
sugerem que o protocolo do eletrorretinograma de campo total pode ser reproduzido
com sucesso em caes sem anestesia sem comprometimento dos tragcados das ondas
do ERG. Embora a tiletamina-zolazepam seja um anestésico de escolha para
realizacdo do exame em caes, sua utilizacéo pode restringir-se a pacientes agressivos
ou pouco colaborativos. Evitando a anestesia geral ou a sedacéo, eliminam-se os
riscos potenciais para o paciente, diminui-se 0s custos para o cliente e o tempo

necessario que o profissional ira despender para realizacao do exame.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Esclarecimentos ao proprietério sobre a participacdo do animal neste projeto

Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntéria.
Seu(s) animal(is) podera(ao) ser retirado(s) do estudo a qualquer momento, sem que
isso cause qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais
sera preservada. Os membros da CEUA ou de outras autoridades regulatérias
poderdo solicitar suas informacdes, e nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspecdes regulares. O Médico Veterinario responsavel
pelo(s) seu(s) anima(is) sera o(a). Dr(a) , Inscrito(a) no
CRMV sob o no . Além dele, a equipe do Pesquisador Principal, Daniela
Moura dos Santos. também se responsabilizar4d pelo bem-estar do(s) seu(s)
animal(is) durante todo o estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou
apos o periodo do estudo, vocé poderd entrar em contato com a Pesquisadora
Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: (51) 991840156

Equipe: Servico de Oftalmologia Veterinaria

Endereco: Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - Hospital Veterinério
Telefone: 32077199 ramal (7791)

Declaracdo de consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus
riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responséavel. Fui também
informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao
assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participacado do(s)
meu(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto. Este documento sera
assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o pesquisador.

Nome do responsavel:
Documento de Identidade:

Identificag@o do(s) animal(is)

Nome:
Numero de identificacdo (RGHV):
Espécie: Raca:

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Jaboticabal - SP, de de 202_.




