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RESUMO

INFLUENCIA DO ISOFLUORANO E DO MIDAZOLAM NA SECRECAO LACRIMAL E
NA PRESSAO INTRAOCULAR DE MACACOS PREGO (Sapajus libidinosus)

Objetivou-se avaliar a secrecdo lacrimal e a pressao intraocular (PIO) de
macacos-prego anestesiados com isofluorano, associado ou ndo com midazolam
como medicacdo pré-anestésica. Trinta e oito animais foram distribuidos em trés
grupos: isofluorano (Gl; n= 16), midazolam-isofluorano (GMI; n= 12) e controle —
sem medicacao (GC; n= 10). O Gl recebeu isofluorano por mascara facial e GMI
foi pré-medicado com midazolam 0,5% (0,5 mg/kg, IM), 10 minutos antes da
administracdo de isofluorano. A secrecao lacrimal foi mensurada usando o teste
Lacrimal de Schirmer (TLS) e a pressao intraocular (PlIO) foi aferida por
tonometria de aplanacao ou de rebote. Os dados foram analisados por meio de
testes ANOVA e post hoc Tukey-Krammer. Os valores de P<0,05 foram
considerados significativos. Os animais do GMI apresentaram um valor médio de
TLS significativamente menor que os do GC (2,27 = 2,7 e 6,70 = 6,03
respectivamente; P = 0,035). Nao houve diferenca entre GC e Gl ou GMI e GI. A
PIO néo apresentou diferencga significativa entre GC, Gl e GMI pela tonometria de
aplanacédo (16,40 + 3,24; 15,68 * 3,32; 16,16 + 3,95 respectivamente) ou rebote
(19,60 + 4,30; 17,18 + 4,29; 18,08 + 4,05 respectivamente) embora, em geral, a
P10 aferida pela tonometria de aplanacao tenha sido significativamente menor. O
isofluorano nado altera significativamente a producdo lacrimal, mas isso ocorre
gquando combinado com o midazolam. A PIO nado sofre influéncia desses
farmacos e os valores obtidos pela tonometria de rebote séo significativamente

maiores aos obtidos pela técnica de aplanacao.

Palavras-chave: primatas, teste Lacrimal de Schirmer, tonometria de aplanacgao,

tonometria de rebote.



X1V

ABSTRACT

INFLUENCE OF ISOFLURANE AND MIDAZOLAM ON TEAR SECRETION AND
INTRAOCULAR PRESSURE IN CAPUCHIN MONKEYS (Sapajus libidinosus)

The aim of this study was to evaluate lacrimal secretion and intraocular pressure
(IOP) of isoflurane anesthetized monkeys, associated or not with midazolam as
pre-anesthetic medication. Thirty-eight animals were divided into three groups:
isoflurane (IG; n = 16), midazolam-isoflurane (MIG; n = 12) and control - without
medication (CG; n = 10). IG received isoflurane by face mask and MIG was pre-
medicated with 0.5% Midazolam (0.5 mg / kg, IM), 10 minutes before isoflurane
administration. Lacrimal secretion was measured according to the Schirmer tear
test (STT) and the intraocular pressure (IOP) was measured by aplanation
tonometry or rebound. Data were analyzed using ANOVA and Tukey-Krammer
post-hoc tests. P values <0.05 were considered significant. The MIG animals
obtained an average STT value significantly lower than those of the CG (2.27
2.7 and 6.70 + 6.03, respectively, P = 0.035). There was no difference between
CG and IG nor between MIG and IG. The IOP showed no significant difference
between GC, IG and MIG using either Tonopen® (16.40 + 3.24, 15.68 + 3.32,
16.16 * 3.95, respectively) or TonoVet® (19.60 + 4.30, 17.18 + 4.29, 18.08 + 4.05,
respectively) although in general the IOP measured by aplanation tonometry is
lower. Isoflurane does not significantly alter tear production, but this happens
when it's combined with midazolam. IOP is not influenced by these drugs and the
values obtained by rebound tonometry are significantly higher than those obtained
by the aplanation technique.

Key-words: primates, anesthesia, Schirmer Tear test, applanation tonometry,
rebound tonometry.



1. INTRODUCAO

Dentre os primatas do Novo Mundo o0 macaco-prego Sapajus
libidinosus habita especialmente a caatinga (ALFARO et al., 2012), reproduz-se
facilmente em cativeiro (FRAGASZY, 2004) e ndo é uma espécie ameacada de
extincdo, a excecdo de sua subespécie Sapajus flavius (ICMBio, 2014).

Primatas mantidos em cativeiro tem um importante papel na pesquisa
(MONTIANI-FERREIRA et al., 2008), aumentando a demanda por diagndsticos e
tratamentos de enfermidades desses animais aos médicos veterinarios que atuam
na primatologia (GALERA et al., 2002). O macaco-prego tem recebido crescente
interesse dos pesquisadores em estudos comparativos do sistema visual, dada a
sua estreita relacdo comportamental, biolégica e filogenética com os seres-
humanos (BANTROP, 2001).

A determinacdo da quantificagdo lacrimal e da presséao intraocular
(PIO) é de suma importancia em um exame oftalmico para fins diagnésticos de
ceratoconjuntivite seca (WILLIAMS, 2008) e glaucoma (GUO et al., 2005)
respectivamente.

O filme lacrimal pré-corneano (FLPR) € considerado a primeira barreira
de defesa do sistema ocular (CHOY et al., 2001), e sua por¢do aquosa pode ser
mensurada pelo teste Lacrimal de Schirmer — TLS (GELATT et al., 2013), que é
realizado pela insercdo de uma tira de papel absorvente milimetrado no fornix
conjuntival durante um minuto, sendo seu valor mensurado em mm/min (RIBEIRO
et al., 2008, GELATT et al.,, 2013). O teste Lacrimal de Schirmer modificado
(TLSm) emprega as tiras de papel milimetrado padrdo cortadas ao meio e é
realizado em animais de menor massa corpérea e pequena fenda palpebral, onde
a realizac&o do TLS seria inviavel ou dificultada (CONCEICAO et al., 2011; SILVA
et al., 2012; LANGE et al., 2012).

A pressao intraocular pode ser aferida pela tonometria de aplanacéo ou
de rebote. A tonometria de aplanacdo mensura a PIO com base no principio de
que em uma esfera ideal de parede muito fina tera sua pressao interna
determinada pela forca, em gramas, necessaria para aplanar sua superficie

dividida pela area de aplanacdo, em milimetros (BENJAMIN, 2006). A tonometria



de rebote mensura a PIO avaliando a aceleracéo e desaceleragéo da sua probe
em contato com a cérnea (PARK et al., 2011).

Técnicas anestésicas exercem papel muito importante na Medicina
Veterinaria, especialmente quando se trata de primatas, devido a sua forca fisica
e ao temperamento, por vezes, agressivo, 0 que requer sedacdo ou anestesia
para realizagdo de procedimentos de rotina clinica. A compreensédo dos efeitos
dos anestésicos sobre a fisiologia ocular € de suma importancia para a
interpretacdo dos resultados obtidos, o que tem suscitado estudos na area
(CARARETO et al., 2007; GHAFFARI et al., 2010; DING et al., 2011; JANG et al.,
2015, YANMAZ, 2016).

O isofluorano é um agente inalatorio que possui poténcia anestésica
média e confere rapida inducéo e recuperacéo anestésica (KRAHN, 2010). E um
método seguro e eficaz, em concentragcbes de até 3%, para manutencao
anestésica em macacos-prego (VASCONCELLOS et al., 2000). J& o midazolam é
um farmaco pré-anestésico benzodiazepinico de acdo central que possui efeitos
sedativo, ansiolitico e hipnoético conferindo diminui¢do da incidéncia de excitacdo
durante o periodo de inducdo anestésica evitando aumento indesejavel da PIO
(FANTONI, 2010) sendo, portanto, uma boa associacdo aos farmacos volateis
(BRAZ et al., 2002). Dessa forma, objetivou-se avaliar a influéncia do isofluorano
associado ou ndo ao midazolam, sobre a producdo lacrimal e a presséo
intraocular em macacos-prego (Sapajus libidinosus) mediante emprego do TLS e

TLSm, bem como tonometria de aplanacéo e de rebote, respectivamente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram avaliados 38 macacos-prego (Sapajus libidinosus), 15 machos e
23 fémeas, com idades entre trés e 35 anos e com peso entre 1,55 e 5,00 kg. Os
animais eram procedentes do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia-
DF, Brasil, um criatério experimental, licenciado pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Dois a trés animais sao

mantidos em cada cativeiro ecolégico (2,5 m de altura x 2,0 m de largura x 4,0 m



de profundidade), com agua ad libitum e fornecimento de dieta balanceada para a
espécie.

A pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica de Uso Animal da
Universidade de Brasilia (protocolo n. 131088-2012) e todos os procedimentos
realizados de acordo com Association for Research in Vision and Ophthalmology
(ARVO). Previamente ao inicio do estudo, todos os animais receberam exame
fisico e oftalmoldgico e foram excluidos agueles com sinais de doencas oftalmicas
associadas ou ndo a doencas sistémicas.

Os macacos foram inicialmente contidos com o auxilio de pucgés e
divididos em trés grupos: controle (GC) composto por dez animais, isofluorano
(GI), com 16 animais e midazolam-isofluorano (GMI), com 12 animais. Os animais
do GC permitram a manipulacdo e foram submetidos a contencdo fisica
restringindo-se a movimentagcdo da cabeca e dos bragos. O Gl recebeu
isofluorano diluido em O, 100% por mascara facial, enquanto o GMI recebeu
aplicacdo de 0,5 mg/kg de midazolam, por via intramuscular, dez minutos antes
da administracdo do isofluorano. Imediatamente apdés a inducdo anestésica,

realizou-se a mensuracéo do TLS e da PIO nos grupos Gl e GMI.
2.2. Avaliacao oftalmica

A superficie ocular foi examinada por biomicroscopia com lampada em
fenda (Kowa SL-15%). Em seguida foi realizado o TLS (Ophthalmos Férmulas,
Séo Paulo, SP, Brasil) ou TLSm, seguidos de tonometria de rebote ou de
aplanacdo, em ambos os olhos. Metade dos animais de cada grupo foi submetida
ou ao TLS ou ao TLSm e & tonometria de aplanacdo (Tonopen XL®; USA) ou de
rebote (TonoVet®, Finland), aleatoriamente. Os testes foram realizados nesta
sequéncia, pelo mesmo pesquisador, imediatamente apds a inducado anestésica
no Gl e no GMI.

2.2.1 Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) e Teste Lacrimal de Schirmer
modificado (TLSm)

Tiras milimetradas do TLS (Ophthalmos® Férmulas, Sdo Paulo, SP,
Brasil) foram inseridas no saco conjuntival da palpebra inferior, por 60 segundos e

imediatamente lida pelo pesquisador apos sua remoc¢do do saco conjuntival. O



TLSm foi realizado da mesma forma, utilizando-se tiras padronizadas cortadas ao

meio, reduzindo sua largura de 5 mm a 2,5 mm.
2.2.2 Tonometria

Administrou-se colirio de cloridrato de proximetacaina 0,5%,
(Anestalcon®; Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sd0 Paulo - SP, Brasil) por via
tépica previamente & tonometria de aplanacéo pelo Tono-Pen XL®. O TonoVet®
foi calibrado em P (para outras espécies), dispensando a necessidade da
utilizacdo do colirio anestésico. Durante a realizacdo da tonometria 0s animais
foram submetidos a cuidadosa contencdo para evitar o emprego de qualquer

pressdo na regiao do pescoco.
2.3. Analise estatistica

Analises estatisticas descritivas e teste de normalidade de Shapiro-Wilk
foram efetuados para a interpretacdo dos dados deste estudo. Foi utilizado o
programa JMP (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA) para analises estatisticas,
descritivas e inferenciais. Os dados entre grupos foram analisados pelo teste
estatistico ANOVA e post hoc Tukey-Krammer. Para comparar dados obtidos nos
olhos direito e esquerdo, de forma aleatéria, e entre machos e fémeas foram

empregados teste-t. Os valores de P <0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS
Todos os animais avaliados eram livres de alteracdes oftalmicas

3.1. Producéo lacrimal

Os valores médios e desvios padrdo da mensuracdo da producdo
lacrimal para o TLS foram de 6,70 + 6,03 no GC; 5,00 £ 4,51 no Gl e 2,27 + 2,70
no GMI e para o TLSm foram de 12,70 + 7,30 no GC; 4,57 £ 3,08 no Gl e 10,08
6,77 no GMI. Nao houve diferenca significativa na producdo lacrimal entre
machos e fémeas, tampouco entre olhos direito e esquerdo.

De um total de 19 animais submetidos ao TLS (GC, 5; GI, 8 e GMI, 6),
oito (42%) apresentaram, em pelo menos um dos olhos, quantidade de lagrima

insuficiente para alcancar a primeira medida do papel absorvente milimetrado,



inviabilizando o teste simples. O emprego do TLSm permitiu a leitura da fita
milimetrada em 100% das amostras (Figura 1).
B)

Figura 1. Avaliacdo da producédo lacrimal em macacos-prego pelo TLS por meio

de contencédo quimica (A) e pelo TLSm por meio de contencéo fisica (B).

Para o TLS, houve diferenca significativa na producao lacrimal entre o
GC e o GMI (P = 0,03), entretanto, entre 0 GC e o Gl ndo houve diferenca
significativa (P= 0,40). Tampouco entre o grupo que GMI e o GI (P=0,17). O
TLSm teve valor significativamente maior no GC comparado ao Gl (P= 0,018) e
no GMI, comparativamente ao Gl (P= 0,02).

Neste estudo foram comparados apenas os valores obtidos do mesmo
tipo de teste (TLS ou TLSm), visto que, a média da producéo lacrimal do TLS foi
significativamente menor que a média encontrada para TLSm, P= 0,005 (Tabela
1).

3.2. Pressao intraocular

Os valores médios e desvios padrdo da PIO de Sapajus libidinosus
submetidos a tonometria de aplanagédo e de rebote estédo listados na tabela 1.
Houve diferenca significativa entre os tonémetros (P= 0,02), com tendéncia a
resultados mais elevados com o uso da tonometria de rebote. Nao houve
diferenca significativa na PIO entre machos e fémeas, nem entre olhos direito e

esquerdo.



Quanto a influéncia da anestesia sobre a PIO, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos GC, Gl e GMI na tonometria de aplanacéo (16,40 +
3,24; 15,68 + 3,32; 16,16 + 3,95; respectivamente), tampouco na tonometria de
rebote (19,60 + 4,30; 17,18 *+ 4,29; 18,08 £ 4,05; respectivamente) (Tabela 1).

TABELA 1 - Valores meédios e desvios padréao obtidos para TLS, TLSm e PIO
em macacos-prego (Sapajus libidinosus), submetidos ou ndo a medicacao
anestésica.

Grupo de animais

Testes oftalmicos GC Gl GMI
TLS (mm/min) 6,70 + 6,03? 5,00 + 4,51%P 2,27 £2,70°
TLSm (mm/min) 12,70 + 7,302 4,57 +3,08° 10,08 + 6,772
Tonom. Aplanacéo 16,40 + 3,24° 15,68 + 3,32°% 16,16 + 3,95%
(mmHg)
Tonom. Rebote 19,60 + 4,302 17,18 + 4,29° 18,08 + 4,052
(mmHg)

* GC - grupo controle, Gl — grupo isofluorano, GMI — grupo midazolam-isofluorano, TLS — teste
Lacrimal de Schirmer, TLSm — teste Lacrimal de Schirmer modificado, PIO — presséao intraocular.
2P médias e desvios padrdo seguidas por letras diferentes entre os grupos de animais diferem
estatisticamente (P <0,05).

4. DISCUSSAO

A anestesia geral efetiva e segura para os pacientes oftalmicos requer
manutencdo da PIO proxima do normal, controle de hemorragias e completa
imobilizacdo do bulbo ocular (CARARETO et al., 2007), mas pode causar irritacao
decorrente dos vapores ou liquidos do agente anestésico e ressecamento da
cornea por reducdo consideravel da producdo lacrimal basal, requerendo o
emprego de pomadas lubrificantes (KRUPIN et al., 1977), motivo pelo qual a
avaliacdo da producéo lacrimal frente aos farmacos empregados € importante.

Os animais do GC apresentaram valores meédios de producéao lacrimal,
em ambos os testes, significativamente maiores comparados aos animais que
foram anestesiados, provavelmente por reducdo da producao de lagrima reflexa.
Este reflexo € mediado pelo nervo trigémeo, que recebe estimulacdo sensorial da

cornea e produz reposta reflexa levando ao aumento da producéo lacrimal pela



ativacdo de neurdnios no interior do nudcleo parassimpéatico do nervo facial
(GELATT et al., 2013).

O valor médio encontrado para o TLS no presente estudo para
macacos-prego (6,7 mm/min) se assemelha ao encontrado para macacos-esquilo,
Saimiri sciureus, (5,6 mm/min) (MAITCHOUK et al. 2000), e é maior que o
descrito para saguis-de-tufos-pretos (0,46 mm/min) (LANGE et al., 2012). Os
macacos-prego além de possuirem maior massa corpérea, também possuem
duas porcdes distintas em sua glandula lacrimal principal, um componente extra e
um intraorbital (VEIGA, 1992), que podem estar associados a esta diferenca de
valores.

O valor de referéncia para a producao lacrimal pelo TLS em sapajus
libidinosus ja foi previamente estabelecido por MONTIANI-FERREIRA et al.
(2008), com valor médio de 14,9 mm/min, mais elevado que o encontrado no
nosso estudo (GC: 6,70 mm/min). Contudo a producgéo lacrimal pode sofrer
influéncia de varios fatores como idade, habitat natural, cativeiro, fatores
ambientais, nivel de estresse durante a contencado fisica e peso (MONTIANI-
FERREIRA et al., 2008). Provavelmente a contencao fisica dos animais, sem um
periodo de adaptacdo ao estresse, possa estar relacionada a esta diferenca
encontrada nos dois estudos.

Diferentes técnicas tém sido usadas para quantificar a producao
lacrimal em espécies de animais com olhos menores (HOLDT, et al. 2006,
LANGE, et al. 2012) e em neonatos como caes (SILVA et al.,, 2012) e gatos
(CONCEICAO et al., 2011), onde a realizacdo do TLS seria infactivel. A
realizacdo do TLSm mostrou-se de facil manuseio para avaliacdo lacrimal de
Sapajus libidinosus devido ao menor tamanho da espécie estudada (maximo de
5,00 kg) e a pequena fenda palpebral.

Estudos comparativos entre a tonometria de rebote e de aplanacao ja
foram realizados em coelhos (KALESNYKAS & UUSITALO, 2007; PEREIRA et al.,
2011), cées (PARK et al.,, 2011), corujas (JEONG et al., 2007) e equinos
(ANDRADE, 2011), mas no conhecimento dos autores, este é o primeiro estudo
comparando os tondmetros de aplanacéo e rebote em macacos-prego submetido

aos farmacos descritos.



O valor de referéncia da PIO pelo método de aplanacdo ja foi
previamente estabelecido em Sapajus libidinosus (MONTIANI-FERREIRA et al.,
2008) com valor médio de 18,4 mmHg. No presente estudo, o resultado obtido
pelo mesmo teste mostrou-se mais baixo (16,4 mmHg). Considerando-se que a
P1O pode sofrer aumento iatrogénico sob presséo exercida nas veias jugulares,
manipulacdo das palpebras e idade (GELATT et al., 2013), evitou-se esse tipo de
manipulacdo. Entretanto, a idade dos animais ndo foi padronizada, dada a
disponibilidade limitada de animais no plantel pesquisado. Outro fator relacionado
as oscilacdes da PIO é o ritmo circadiano, que altera os valores da PIO no gato
(DEL SOLE et al.,, 2007), no cavalo (BERTOLUCCI et al., 2009), no coelho
(PEREIRA et al., 2011) e no cédo (GIANNETTO et al., 2009), e é provavel que o
mesmo ocorra NoS macacos-prego, embora este dado ndo tenha sido relatado.
Todas as avaliagdes foram realizadas no periodo matutino.

A mensuracdo da PIO pela tonometria de rebote resultou em valores
mais elevados comparativamente aos valores obtidos pela tonometria de
aplanacao, corroborando com a descricdo de Jeong et al. (2007) em corujas bufo-
real (Bubo bubo). Outro estudo empregando coelhos reportou que a utilizacdo da
tonometria de aplanacdo esta sujeita a estimativa imprecisa dos valores da PIO
comparativamente a tonometria de rebote (KALESNYKAS & UUSITALO, 2007).

Como a cornea nao é uma esfera perfeita, a sua espessura e
elasticidade podem interferir na forca necessaria para realizar a aplanacao,
subestimando a PIO em cérneas finas e superestimando-a em corneas espessas
(EHLERS et al., 1975, PARK et al., 2011), aumentando em 1 mmHg para o Tono-
Pen XL® e 2 mmHg para o TonoVet® em cada aumento de 100 MM na espessura
corneana (GELATT et al., 2013), o que pode justificar os valores mais elevados
obtidos com a realizacdo da tonometria de rebote. A paquimetria corneana seria
um exame essencial para discutir esta variavel (SAKATA et al., 2000), sugerindo-
se seu emprego em estudos futuros.

O tonbmetro de rebote apresentou mais seguranca ao operador para
afericdo da presséo intraocular nos animais sem anestesia, quando comparado a
necessidade de manter a médo muito proéxima a boca dos animais, para o correto

posicionamento do tondmetro de aplanacdo. JA& com animais anestesiados, 0s



dois tondbmetros mostraram-se de facil manuseio e menor risco operacional ao
pesquisador.

No presente trabalho, a anestesia com isofluorano (diluido em O,
100%) e midazolam (0,5 mg/kg) ndo alterou a PIO porém, diminuiu
significativamente a producao lacrimal (TLS, P= 0,03), podendo-se inferir que
houve perda do reflexo de lacrimejamento.

5. CONCLUSAO

A associacdo do midazolam e isofluorano mostrou-se um protocolo
adequado para conten¢cdo quimica de macacos-prego submetidos a avaliacdo
oftalmica, por manter a PIO inalterada. Entretanto, a produc¢éo lacrimal reduziu
significativamente nos animais anestesiados, alertando para a necessidade de
lubrificacdo da superficie ocular durante a anestesia.

O TLSm, como meio diagnostico da producao lacrimal foi mais factivel
que o TLS, e a tonometria de rebote apresentou valores mais elevados

comparativamente a tonometria de aplanacéao.
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