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RESUMO

Foi estudada a organizacdo espacial dos sinais de cones L e M ao eletrorretinograma (ERG),
refletindo a atividade das vias pds-receptorais magno e parvocelular. Para tal, foram criados
estimulos senoidais que isolavam as respostas de cones L e M e que eram emitidos por um
estimulador que utilizava quatro primérias de LED, permitindo que fosse aplicado o
paradigma da tripla substituicdo silenciosa. As frequéncias temporais utilizadas foram de 8 e
12 Hz, para refletir a atividade de oponéncia de cones, e 30, 36 e 48 Hz para refletir a
atividade de luminéncia. As respostas de eletrorretinograma foram registradas com estimulos
que alcancavam todo o campo visual (campo total) e por estimulos que variavam em
configuracdo espacial, entre estimulos circulares e anelares com diametros diferentes. Os
resultados obtidos confirmam a presenca de dois mecanismos de resposta diferentes a
estimulos com frequéncias temporais intermediéarias e altas. As respostas de ERG medidas em
frequéncias temporais altas dependeram fortemente da configuracdo espacial de estimulagéo.
Nas condic¢0es registradas com campo total (Full-field electroretinogram, FF), as respostas de
cones L foram substancialmente maiores do que as respostas de cones M na mesma condicéo,
e do que as respostas de cones L a estimulos menores. J& as respostas de cones M aos
estimulos com campo total e com didmetro de 70° apresentaram valores de amplitude
similares. As respostas de cones L e M medidos com frequéncias temporais de 8 e 12 Hz,
apresentaram amplitudes similares, e estavam aproximadamente em contra-fase. As
amplitudes foram constantes para a maioria das configuragdes de estimulacdo. Os resultados
indicaram que, quando as respostas de ERG refletem a atividade de luminéncia, elas estdo
correlacionadas positivamente com o tamanho do estimulo. Além de 35° de excentricidade
retiniana, a retina contém principalmente cones L. Estimulos pequenos sdo suficientes para
obter respostas maximas de ERG em frequéncias temporais intermediarias, onde o ERG é

sensivel também ao processamento de oponéncia de cones.

Palavras-chave: Eletrorretinograma. Fotorreceptores. Estimulo de isolamento de cones.
Retina periférica e central. Mecanismos pos-receptorais. Células ganglionares retinianas. Vias
visuais parvocelular e magnocelular. Vias visuais de cor e luminéncia. Sensibilidade ao

contraste. Processamento paralelo.



ABSTRACT

We studied the spatial arrangement of L- and M-cone driven electroretinograms (ERGS)
reflecting the activity of magno- and parvocellular pathways. L- and M-cone isolating sine
wave stimuli were created with a four primary LED stimulator using triple silent substitution
paradigms. Temporal frequencies were 8 and 12 Hz, to reflect cone opponent activity, and 30,
36 and 48 Hz to reflect luminance activity. The responses were measured for full-field stimuli
and for different circular and annular stimuli. The ERG data confirm the presence of two
different mechanisms at intermediate and high temporal frequencies. The responses measured
at high temporal frequencies strongly depended upon spatial stimulus configuration. In the
full-field conditions, the L-cone driven responses were substantially larger than the full-field
M-cone driven responses and also than the L-cone driven responses with smaller stimuli. The
M-cone driven responses at full-field and with 70° diameter stimuli displayed similar
amplitudes. The L- and M-cone driven responses measured at 8 and 12 Hz were of similar
amplitude and approximately in counter-phase. The amplitudes were constant for most
stimulus configurations. The results indicate that, when the ERG reflects luminance activity,
it is positively correlated with stimulus size. Beyond 35° retinal eccentricity, the retina mainly
contains L-cones. Small stimuli are sufficient to obtain maximal ERGs at low temporal

frequencies where the ERGs are also sensitive to cone-opponent processing.

Key-words: electroretinogram; Photoreceptors; cone-isolating stimulus; central and
peripheral retina; post-receptoral mechanisms; retinal ganglion cells; magnocellular and
parvocellular visual pathways; color and luminance visual pathways; contrast sensitivity;

Parallel processing.
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1. INTRODUCAO

O processamento de informacdes pelo sistema visual depende de interacdes dentro do
conjunto de estruturas complexas que o compde. No entanto, o funcionamento exato de todas
estas estruturas ainda ndo é totalmente conhecido. O estudo do sistema visual engloba varias
abordagens que estdo inseridas quase sempre em uma metodologia multidisciplinar.
Notadamente, na interacdo de campos da psicologia experimental e neurociéncia. E um
campo muito extenso e bastante prolifico em resultados que sdo usados como modelos de
funcionamento do sistema nervoso. Em especial, de como a informagdo sensorial € adquirida
e usada para gerar comportamento. Entender as bases fisiologicas dos fendmenos visuais
como discriminacdo de cores, localizacdo e identificacdo de objetos é essencial a futuras
abordagens bésicas e aplicadas na neurociéncia e areas biomédicas. A presente tese é sobre o
estudo do sistema visual humano no seu inicio: a retina.

As primeiras estruturas responsivas do sistema visual a entrarem em contato com a luz
proveniente do ambiente sdo os fotorreceptores. Os fotorreceptores podem ser de dois tipos:
cones e bastonetes, 0s quais sao sensiveis a radiacdes eletromagnéticas na faixa de 400 nm a
700 nm em niveis de baixa, média e alta intensidade luminosa. Essa captacdo de diferentes
receptores é usada em niveis pos-receptorais para iniciar a computacao que levara a percep¢do
de cores (SOLOMON; LENNIE, 2007).

O funcionamento dos tipos de cones, assim como das estruturas pds-receptorais que
interagem com eles, pode ser avaliado através de um teste eletrofisioldgico chamado de
eletrorretinograma (ERG). Este teste é utilizado com frequéncia na préatica clinica e em
pesquisas basicas, possuindo tipos diferentes de estimulacdo, como, por exemplo, o flash,
flicker®, tabuleiro de xadrez, entre outros (HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009).
Também pode haver variacdo na frequéncia temporal de apresentacao do flicker, ou nas areas
da retina que sdo estimuladas. Além do registro da atividade elétrica da retina, a utilizacéo de
estimulos sofisticados permite selecionar o tipo de célula ou mecanismo fisiologico da retina
que contribuird com maior energia ao registro eletrorretinografico. Um desses estimulos
altamente seletivos sdo os estimulos isoladores da atividade de um Unico fotorreceptor
(DONNER; RUSHTON, 1959; ESTEVEZ; SPEKREIJSE, 1974; 1982; ISHIHARA, 1906).

'O termo flicker sera usado nesta tese com o sentido de variagdo temporal periddica de um estimulo. Uma
tradugdo aproximada deste termo para a lingua portuguesa seria “piscamento”, no entanto como esta tradugao ou
qualquer outra nao esta consagrada na literatura biomédica em lingua portuguesa preferiu-se manter o verbete na
lingua inglesa.
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Através deste tipo de estimulacdo, a variacdo temporal do estimulo s6 muda o estado de
excitacdo de um dos fotorreceptores, enquanto os demais tém seu estado de excitacdo
inalterado ou minimamente alterado. Por isso também se diz que estes tipos de estimulos séo
de substituicao silenciosa (CHALLA et al, 2010; KREMERS, 2003; KREMERS et al, 1999;
KREMERS et al, 2010; KREMERS; PANGENI, 2012).

No presente estudo, as respostas eletrorretinograficas isoladas de cones L e M sdo
obtidas com estimulos que variam em frequéncia temporal. Tais respostas foram obtidas em
diferentes regides retinianas (centrais e periféricas), em conjunto ou separadamente. Com
intuito de conduzir os leitores a uma melhor compreensdo dos resultados desta tese, foi feita
uma fundamentacdo teérica do funcionamento das células retinianas, para introduzir conceitos
basicos de processamento visual e uma revisdo das bases técnicas e fisiologicas do
eletrorretinograma e da técnica de isolamento de cones. Por fim, foi escrito sobre como a
eletrorretinografia de isolamento de cones tem contribuido para desvendar o funcionamento

retiniano e direcionar o leitor as hipdteses que norteiam esta tese.

1.1. RETINA: ORGANIZACAO CELULAR E FUNCIONAL

A retina é o primeiro local de processamento neural da imagem. E onde a luz do
ambiente é captada, convertida em impulsos eletroquimicos e conduzida entre as suas células
nervosas dispostas em camadas, para entdo ser transmitida para as por¢bes mais centrais do
sistema nervoso (HECKENLIVELY; ARDEN, 2006; TOVEE, 2008).

A retina humana, assim como a retina de vertebrados em geral, € organizada em
camadas. Nestas camadas pode-se observar trés tipos de neurbnios excitatorios e dois tipos de
interneurénios moduladores. Correspondem aos neurdnios excitatérios os fotorreceptores, que
convertem a informacdo luminosa em impulso neural; as células bipolares, que transmitem
esses impulsos para as células ganglionares; e as proprias células ganglionares, as quais,
através dos seus axonios formam o nervo Optico e conduzem estes impulsos para fora da
retina. Dentre os interneurdnios moduladores estdo as células horizontais, que modificam a
transferéncia de sinais entre os fotorreceptores e as células bipolares; e as células amécrinas,
cuja acdo se estabelece na sinapse entre células bipolares e ganglionares (DACEY, 2000).

Além das células citadas acima, tambem estdo presentes na retina elementos como o

epitélio pigmentado e células gliais, como as células macrogliais (células de Miller e
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astrocitos) e microglia, responsaveis pela homeostase retiniana (STRAUSS, 2005;
REICHENBACH; BRINGMANN, 2013).

Dentre as células macrogliais presentes na retina de vertebrados, as mais importantes
sdo as celulas de Miller e os astrdcitos, as quais sdo indispensaveis para a sobrevivéncia
neuronal, sendo responsaveis pelo suporte metabolico e homeostatico da retina. Estas células
mantém o equilibrio i6nico, regulam o metabolismo neuronal, controlam a composi¢do de
fluido do espaco extracelular, fornecem suporte tréfico e anti-oxidativo aos fotorreceptores e
neurdnios retinianos e controlam a espessura da barreira hemato-retiniana. As células de
Muiller também estdo envolvidas na regulacdo da atividade sinaptica da retina interna
(RAMIREZ et al, 1996; REICHENBACH; BRINGMANN, 2013).

No entanto, achados recentes revelaram outras funcGes das células de Mauller. Por
guiar a luz através do tecido da retina interna, estas células permitem uma razao sinal-ruido
maior, minimizando o espalhamento de luz intra-retiniano e conservando a distribuicéo
espacial dos padrdes de luz na imagem propagada. Estas células também protegem os
neurdnios em casos de traumas mecanicos e também sdo o substrato necessario para o
crescimento e plasticidade neuronal (REICHENBACH; BRINGMANN, 2013).

J& as células microgliais tem papel fundamental nos mecanismos de defesa da retina
contra a invasdo de microorganismos, assim como atuam na imunorregulagdo e reparacédo
tecidual. Estas células participam da fagocitose de dendritos, facilitando os processos
regenerativos. No caso de doencas auto-imunes, a microglia inicia a uveoretinite e a0 mesmo
tempo limita a inflamacdo subsequente. Estas células também estdo associadas a patologias
como vitreoretinopatia, retinopatia diabética, glaucoma e degenera¢do macular relacionada a
idade (CHEN; YANG; KIJLSTRA, 2002).

A distribuicdo das células retinianas ocorre nas seguintes camadas (Figura 1), vindo da
porcdo posterior (externa) para a porcdo anterior (interna) do olho: na porcdo mais externa
esta localizada a camada nuclear externa, formada pelos fotorreceptores, cujos segmentos
externos encontram-se imersos no epitélio pigmentado. Em seguida, encontra-se a camada
plexiforme externa, na qual estdo presentes as sinapses entre os fotorreceptores e as células
bipolares e células horizontais. Na camada seguinte, chamada de camada nuclear interna,
estdo localizados os corpos celulares dos neurbnios de segunda ordem: células bipolares,
horizontais e amacrinas. As células bipolares e améacrinas fazem sinapse com as células
ganglionares na camada plexiforme interna, chegando a camada mais interna da retina, a
camada de células ganglionares, que contém os corpos celulares das células ganglionares
(LEE; MARTIN; GRUNERT, 2010).
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Figura 1. Representacdo esquematica mostrando a organizagdo celular da retina em camadas (Adaptado de
Purves et al, 2004)
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Antes da camada nuclear externa, encontra-se o epitélio pigmentado, que compreende
uma Unica camada de células epiteliais hexagonais unidas entre si por juncdes estreitas e
acondicionadas em uma matriz regular (STRAUSS, 2005). Os segmentos externos dos
fotorreceptores, que correspondem a porcao sensivel a luz encontram-se imersos no epitélio
pigmentado (LAMB; PUGH JR, 2004).

O epitélio pigmentado é responséavel pela homeostase retiniana, ja que nele ocorre a
regeneracdo do fotopigmento, pela sintese da substancia 11-cis retinal do fotopigmento. Pela
disposicao de suas células, este epitélio forma parte da barreira hemato-encefalica, protegendo
a retina da circulacdo da cordide, alem de desempenhar outras fun¢bes importantes. Dentre
estas outras fungdes estdo: a fagocitose das pontas envelhecidas dos segmentos externos dos
fotorreceptores; transporte ativo de substancias dos capilares da cordide para o interior dos
fotorreceptores; absorcdo pelos granulos de melanina dos fotons que passaram através ou
entre os fotorreceptores; adesdo da retina a cordide subjacente e manutencdo do meio
extracelular (LAMB; PUGH JR, 2004; STRAUSS, 2005; LAMB; PUGH JR, 2006).

O processamento visual € iniciado quando os fétons que cruzam o sistema Optico do
olho chegam a retina e sdo captados pelos fotorreceptores, células sensiveis a luz. Nestas
células, a energia luminosa é convertida em impulso eletroquimico pelo processo de
fototransducdo (PUGH JR; LAMB, 2000). Ocorrem entéo, variacoes de potencial graduado nos
fotorreceptores, resultando na hiperpolarizagdo dos mesmos, com reducdo da liberacdo do
neurotransmissor glutamato na fenda sinaptica (LAMB; PUGH JR, 2006; PUGH JR; LAMB,
2000).

Os fotorreceptores sdo classificados em dois tipos: cones e bastonetes. Estas células
possuem estruturas muito semelhantes, ambas sdo alongadas e polarizadas, divididas em
segmento externo e segmento interno (Figura 2). O segmento interno é formado por organelas
celulares e nacleo. O segmento interno conecta-se ao terminal sinaptico, por¢do onde ocorre a
sinapse entre o fotorreceptor e as células subsequentes (horizontais e bipolares). O segmento
interno do fotorreceptor auxilia no direcionamento do feixe luminoso paralelamente ao eixo
longitudinal do fotorreceptor, “guiando-0” em dire¢do ao segmento externo, onde o foton sera
capturado e ocorrerd o processo de fototransdugdo (GUYTON; HALL, 2011; PUGH JR;
LAMB, 2000).

O segmento externo € composto pelas estruturas responsaveis pela fototransducéo, os
discos membranosos. Estas estruturas estdo dispostas de maneira uniforme ao longo do
segmento externo. A sensibilidade a luz dos discos membranosos deve-se ao fotopigmento

presente em suas membranas, uma proteina receptora conhecida como opsina, a qual esta
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ligada a um cromdforo derivado da vitamina A, chamado 11-cis-retinal (CURCIO et al, 1987;
PUGH JR; LAMB, 2000).

Os segmentos externos de cones e bastonetes diferem entre si na forma e na disposicao
do fotopigmento, assim como nos tipos de pigmento e na regulacéo de reacdes intracelulares,
produzindo também diferencas funcionais entre esses dois tipos de fotorreceptores (CURCIO
et al, 1987; PUGH JR; LAMB, 2000).
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Figura 2. Representacdo esquematica mostrando as diferencas estruturais entre os fotorreceptores. (A)
Estrutura do bastonete. (B) Estrutura do cone (Adaptado de Purves et al, 2004).
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Apesar de suas diferengas estruturais e funcionais, os fotorreceptores desempenham
mecanismos semelhantes de conversdo da informacdo luminosa em alteracbes de seus
potenciais de membrana, ou seja, em sinais neurais. Essa cascata de reacGes bioquimicas
intracelulares ativadas pela incidéncia de luz é conhecida como fototransducao (LAMB; PUGH
JR, 2006; YAU, 1994).

No entanto, para entender a fototransdugdo, é necessario entender o comportamento dos
fotorreceptores quando estes se encontram em repouso, ou seja, quando ndo estdo sendo
estimulados pela luz. Na auséncia de luz, hd uma alta concentracédo citoplasmatica de guanosina
monofosfato ciclico (cGMP), um segundo mensageiro intracelular produzido pela enzima
guanilato ciclase. O ¢cGMP mantém canais de cations (Na*) abertos e, consequentemente, 0
influxo constante deste ion para o interior do fotorreceptor. Paralelamente a isso, hd também a
presenca de canais vazantes que permitem uma corrente constante de ions potassio (K*) para o
exterior da célula fotorreceptora (YAU, 1994). A este conjunto de correntes ibnicas continuas
de sddio e potéssio através da membrana plasmatica dos fotorreceptores na auséncia de luz, é
chamado de ““corrente do escuro”. A corrente de escuro mantém o fotorreceptor em um estado
de despolarizacdo, com liberagcdo continua do neurotransmissor glutamato (LAMB; PUGH JR,
2006; PUGH JR; LAMB, 2000).

Portanto, com a incidéncia de luz, a radiacdo eletromagnética é absorvida pelo 11-cis-
retinal presente na opsina. Havera entdo uma alteracdo na conformacdo do 11-cis-retinal em
diferentes intermediarios moleculares até se estabilizar na forma all-trans-retinal, ativando a
opsina (BAYLOR; LAMB; YAU, 1979; BURNS et al, 2002; LAMB; PUGH JR, 2006;
LAVAIL, 1976).

A ativacdo da opsina estimula entdo, a transducina, uma proteina G localizada na
membrana plasmatica do fotorreceptor. A sub-unidade alfa da transducina se separa das sub-
unidades gama e beta e ativa a enzima fosfodiesterase (PDE). A PDE é uma enzima efetora que
hidrolisa 0 cGMP, reduzindo a concentracéo intracelular do segundo mensageiro. A diminuicao
da concentracdo intracelular do cGMP implicard no fechamento dos canais idnicos de cations e
a interrupcio da entrada de ions Na‘. Com o fechamento dos canais de cations sensiveis a
cGMP, resta apenas a corrente de saida de K*, a qual hiperpolariza a membrana do
fotorreceptor. A representacéo esquematica simplificada do processo de fototransducgéo pode ser
observada na figura 3 (BURNS et al, 2002; LAMB; PUGH JR, 2006; TORRE; MATTHEWS;
LAMB, 1986).
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Figura 3. A opsina visual e o processo de fototransdugdo. (A) llustracdo simplificada da opsina visual e do
cromaéforo 11-cis-retinal. (B) Representagdo esquematica simplificada do processo de fototransdugdo: 1 — luz ativa
a opsina, a qual ativa a transducina. 2 — Ativacao da PDE pela transducina. 3 — PDE hidroliza 0 cGMP, reduzindo a
sua concentracao. 4 — A reducgdo na concentracdo de cGMP provoca o fechamento dos canais de cations (Adaptado
de Purves et al, 2004).
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O segmento externo de bastonetes é alongado, possuindo uma quantidade maior de
discos membranosos em seu interior (Figura 2), o que resulta em uma quantidade maior de
fotopigmento. Os bastonetes podem responder a luz mesmo em niveis de intensidade
luminosa muito baixos, 0 que ndo acontece com o0s cones. A provavel explicacdo para isso €
que a cascata bioquimica fototransdutora dos bastonetes é mais sensivel que aquela presente
nos cones (YAU, 1994). Por esta razdo, os bastonetes sdo as células responsaveis pela visao
escotdpica ou noturna.

Ja 0 segmento externo de cones € mais curto e estreito, com menor gquantidade de
discos membranosos e consequentemente, com menor concentra¢do de fotopigmento (PUGH
JR; LAMB, 2000). Sdo necessarios niveis luminosos mais altos para provocar a excitacdo de
cones, 0s quais sdo ativados principalmente durante o dia, sendo responsaveis pela visdo
fotopica ou diurna. Além disso, ao contrario dos bastonetes, 0s cones possuem tipos diferentes
de opsina visual, com diferentes funcdes de sensibilidade espectral. A informacéo da absorgéo
de fotons dos cones sera a base para computacfes diferenciais de neurbnios pds-receptorais
que finalizardo na percepcdo de cores, enquanto as informacGes advindas tanto de cones e
bastonetes formam a base para computacbes pds-receptorais que levardo a percepcdo de
contrastes de luminancia (JOHNSON; WILLIAMS; REESE, 2001; SANES; ZIPURSKY,
2010).

Portanto, cones com sensibilidades espectrais diferentes podem ser classificados em trés
tipos: cones S (short wavelength sensitive), com pico de sensibilidade em comprimentos de
onda curtos e absorcdo maxima em 430 nm (em torno da faixa azul do espectro
electromagnético); cones M (midlle wavelength sensitive), com sensibilidade a comprimentos
de onda médios e pico de absor¢do em 530nm (em torno da faixa verde-amarelada do espectro
eletromagnético) e cones L (long wavelength sensitive), com sensibilidade maior a
comprimentos de onda longos, absor¢do maxima em 560 nm (em torno da faixa laranja do
espectro electromagnético) (NATHANS; THOMAS; ROGNESS; 1986; NATHANS, 1999).

Assim, a sensibilidade espectral de um fotorreceptor é melhor entendida como uma
medida da probabilidade de absorcéo de fotons com determinados comprimentos de onda, ja
gue o sinal da resposta dos fotorreceptores sera a mesma, independente do comprimento de
onda do estimulo luminoso, sempre sera uma resposta hiperpolarizante (Principio da
univariancia) (ESTEVEZ; SPEKHEIJSE, 1982; RUSHTON, 1972; SOLOMON; LENNIE,
2007).

Na figura 4, pode-se observar as curvas de sensibilidade espectral dos trés tipos de

cones e de bastonetes.
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Figura 4. Curva de sensibilidade espectral de cones e bastonetes. S: cones S. B: bastonetes. M: cones M. L:
cones L. (Adaptado de Solomon e Lennie, 2007)
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A distribuicdo de cones e bastonetes ao longo da retina também pode influenciar as
caracteristicas de discriminacdo visual de cada tipo de fotorreceptor. Em primatas do velho
mundo, incluindo o ser humano, ha unicamente fotorreceptores cones do tipo L e M no centro
da retina. Com o alcance a excentricidades maiores, ha uma reducédo brusca da densidade de
fotorreceptores cones na periferia da retina e um aumento continuo da densidade de
fotorreceptores bastonetes até atingir o pico de densidade celular em torno de 10° de
excentricidade retiniana. H4 uma convergéncia dos sinais de varios bastonetes para uma
célula ganglionar, caracterizando esta via de informacdo como uma via de baixa resolugédo
espacial (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000) (FIGURA 5).

Como jé escrito antes, os cones estdo distribuidos nas porc¢Ges centrais e periféricas da
retina. A retina central possui uma area formada exclusivamente por cones, chamada févea,
que € a regido com melhor acuidade visual da retina, com discriminacdo 6tima de formas e
detalhes finos. A fovea é altamente especializada devido a conexao dos cones com as células
bipolares e destas com as células ganglionares ocorrer através de um sistema de linhas
exclusivas (Figura 5). Neste sistema, as informacdes sdo transmitidas diretamente de um cone
para uma célula bipolar e desta para uma célula ganglionar, em uma propor¢do de 1:1:1
(KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).

H& uma grande variacdo interindividual na distribuicdo de cones L e M pela retina, a
qual apresenta caracteristica aparentemente aleatéria (ROORDA; WILLIAMS, 1999). A
razdo entre cones L e M pode variar de 0,4 a mais de 10. Apesar dessa variacdo no mosaico de
cones, a visdo de cores ndo sera afetada. Em alguns estudos, o comprimento de onda
percebido por alguns individuos como um “Unico amarelo”, ndo depende da proporcdo de
cones L no mosaico (CARROLL; NEITZ; NEITZ, 2002; KREMERS et al, 2000; NEITZ et
al, 2002; SOLOMON; LENNIE, 2007).

No que diz respeito aos cones S, ndo ha grande variacdo em sua densidade,
representando entre 5 a 10% dos cones presentes na retina. Hofer e colaboradores (2005),
usando uma combinacédo entre técnicas de Optica adaptativa de alta resolucdo e densitometria
retiniana, revelaram que as densidades de cones S, eram praticamente idénticas em todos 0s
sujeitos participantes da pesquisa. Além disso, a distribuicdo deste tipo de cone na retina é
praticamente regular (HOFER et al, 2005).

A Figura 6 mostra o arranjo espacial de diferentes tipos de cone na retina humana.
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Figura 5. Representacdo esquematica que mostra a comparagdo entre a transmissdo de potencias entre 0s
sistemas de cones e de bastonetes. (A): Sistema convergente de transmissdo da informacdo dos bastonetes. (B):
Sistema de linhas exclusivas de transmissdo da informacdo dos cones (Adaptado de
http://nayanb.wikispaces.com/1.2+-+The+Biochemistry+of+Transformations+in+the+Retina).
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Figura 6. Imagem colorida artificialmente, mostrando o mosaico de cones L (vermelho), M (verde) e S (azul)
em éareas diferentes da retina do mesmo sujeito. (A) Retina temporal, com 1° de excentricidade. (B) Retina nasal,

com 1° de excentricidade. (Adaptado de Roorda e Williams, 1999).
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A proxima etapa dos sinais neurais gerados nos fotorreceptores sdo as células
bipolares. As alteragdes de potencial graduado nos fotorreceptores provocam alteragdes de
potencial graduado nas células bipolares, as quais transmitem essas informacGes para as
células amécrinas e ganglionares (DACEY, 1999).

Estas células respondem de maneira diferente ao neurotransmissor. Na presenca de
luz, os fotorreceptores hiperpolarizam e diminuem a liberacdo do neurotransmissor glutamato
na fenda sinaptica. As células pds-sinapticas em relagdo aos fotorreceptores sdo as celulas
bipolares. Essas células apresentam diferentes padrées de resposta para a diminui¢do do
glutamato liberado pelo fotorreceptor na presenca de luz. H& um tipo de célula bipolar que
tem o potencial de membrana despolarizado na presenca de luz e diminuicdo de glutamato da
sinapse com os fotorreceptores. Essas células sdo chamadas de células bipolares tipo ON. Ha
outro tipo de células bipolares que seguem a resposta hiperpolarizante dos fotorreceptores na
presenca de luz e sdo chamadas de células bipolares do tipo OFF. Na auséncia de luz, estas
células invertem seus sinais de respostas (BERNTSON; TAYLOR, 2000; MASSEY;
MILLER, 1988; SLAUGHTER; MILLER, 1983).

A resposta dicotdmica dessas duas classes de células bipolares deve-se aos receptores
de glutamato presentes nestas células. As células bipolares OFF expressam receptores
ionotropicos do tipo AMPA/kainato que permitem a entrada de cations na célula, enquanto as
células bipolares ON expressam receptores metabotrépicos (MGLuURs). Durante a diminuigéo
de glutamato na fenda sinaptica induzida pela presenca de luz, ha diminuicdo da ativacdo de
ambos os receptores das células bipolares. No caso das células bipolares OFF, ha diminuicao
da probabilidade de abertura dos receptores ionotropicos e consequente hiperpolarizacdo da
célula. No caso das células bipolares ON, ha diminuicdo da ativacdo do receptor
metabotropico e diminuicdo da cascata bioquimica sequencial a ativacdo deste receptor. O
produto final da diminuicao desta sinalizacdo intracelular € a abertura de canais de cations nao
seletivos do tipo TRPM1. No escuro estes canais TRPM1 sdo mantidos fechados. Com a
abertura deste canal ha entrada de cations na célula e despolarizacdo da membrana celular
(DHINGRA; VARDI, 2012; TOVEE, 2008).

Essa caracteristica das células bipolares transforma um mesmo sinal que é transmitido
dos fotorreceptores as células ganglionares em dois sinais de polaridade oposta atraves das
vias chamadas de via ON e via OFF (BERNTSON; TAYLOR, 2000; HECKENLIVELY;
ARDEN, 2006).

Os campos receptivos de células bipolares sdo divididos em centro e periferia

(DACEY et al, 2000). O centro recebe aferéncias diretas dos fotorreceptores que fazem
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sinapse com as células bipolares, enquanto a periferia recebe aferéncias dos fotorreceptores
adjacentes, através de sinapses com as células horizontais. As células horizontais sdo
interneurénios responsaveis pela transmissdo lateral dos potenciais gerados nos
fotorreceptores, ajustando, e assim otimizando, a transmissdo de sinais entre fotorreceptores e
células bipolares (BOYCOTT; WASSLE, 1974; SANES; ZIPURSKY, 2010).

Na retina da maioria dos primatas, existem trés tipos de células horizontais (H1, H2 e
H3), as quais correspondem a menos de 5% das células presentes na camada nuclear interna.
As células horizontais H1 recebem sinais de fotorreceptores bastonetes e preferencialmente de
fotorreceptores cones M e cones L, com poucas sinapses com cones S. Enquanto as células
horizontais H2 recebem sinais vindos dos varios tipos de fotorreceptores cones. Ja as células
H3 realizam sinapse exclusivamente com cones L e M. (DOS REIS et al, 2002; DOS
SANTOS et al, 2005; LEE et al, 1999; LEE; MARTIN; GRUNERT, 2010).

Hé& entdo, uma relacdo de oponéncia entre o centro e a periferia dos campos receptivos
de células bipolares. As células bipolares do tipo ON, possuem o centro do campo receptivo
do tipo ON (ativados com a presenca de luz) e a periferia do tipo OFF (desativados com a
presenca de luz), enquanto as células bipolares OFF possuem centro OFF e periferia ON
(BERNTSON; TAYLOR, 2000; MASSEY; MILLER, 1988).

Portanto, na presenca de estimulagdo luminosa, os fotorreceptores hiperpolarizam,
reduzindo a liberacdo de neurotransmissor e despolarizando assim, o centro dos campos
receptivos das células bipolares do tipo ON. Simultaneamente, as células horizontais ligadas
aos fotorreceptores da periferia ndo iluminada do campo receptivo sofrem despolarizacéo,
provocando a hiperpolarizagéo da periferia OFF (Figura 7) (BERNTSON; TAYLOR, 2000).
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Figura 7. Representacdo esquematica da ativagdo das células bipolares ON e OFF (A): Ativacdo de uma célula
bipolar centro ON e periferia OFF. (B): ativa¢do de uma célula bipolar centro OFF e periferia ON (Adaptado de
http://dstrong.blog.uvm.edu/neuroblog/center-surround.jpg.
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Na retina, existem aproximadamente 11 tipos morfologicamente distintos de células
bipolares, as quais estdo divididas em grupos, baseado no ndmero e na distribui¢do de suas
sinapses (MASLAND, 2001). Estes grupos podem ser divididos basicamente em células
bipolares ON conectadas exclusivamente a bastonetes (célula bipolar de bastonetes) e células
bipolares ON e OFF conectadas exclusivamente a cones, as quais emitem “ramos” para
diferentes niveis da camada plexiforme interna, que contém processos de tipos diferentes de
células amécrinas e ganglionares. Assim ramos de células bipolares OFF acomodam-se na
sublamina mais externa da camada plexiforme interna, enquanto os ramos de células bipolares
ON séo emitidos para a sublamina mais interna (Figura 8) (MASLAND, 2001).

Entre os vérios tipos de células bipolares de cones, destacam-se as células bipolares do
tipo midget, as células bipolares difusas, e as células bipolares do cone S (Figura 8). Cada um
desses tipos de células bipolares pertence a vias pos-receptorais diferentes (DACEY, 1999;
DACEY et al, 2000; MASLAND, 2001).

As células bipolares do tipo midget ou ands estabelecem conexdes seletivas com 0s
cones-L ou cones-M. Uma unica célula bipolar midget recebe conexdes de um unico cone.
Entdo, essa “linha exclusiva” de conexao tem o potencial de fornecer um tipo especifico de
entrada dos sinais de cones no centro do campo receptivo de uma célula ganglionar do tipo
midget ou P (DACEY, 1999; DACEY et al, 2000; MASLAND, 2001). As celulas bipolares
midget podem ser do tipo ON e OFF.

As células bipolares difusas sdo divididas em seis subgrupos distintos, de acordo com
o0s niveis de estratificacdo de seus ax6nios na camada plexiforme interna. Estas células estdo
em contato com um grande namero de cones (principalmente L e M), de maneira ndo seletiva,
ou seja, elas recebem informacgdes aditivas de cones L e M, tanto para o centro, quanto para a
periferia de seus campos receptivos, concordando com o padrdo de conexdo de cones com
estas células, determinado anatomicamente (DACEY, 1999; DACEY et al, 2000;
MASLAND, 2001).

J& as células bipolares de cone S mantém sinapses exclusivamente com cones S,
recebendo apenas sinais do tipo ON no centro do seu campo receptivo, enquanto a periferia
recebe sinais inibitrios (L+M)-OFF (HERR et al, 2003; LEE; MARTIN; GRUNER, 2010;
MASLAND, 2001).



CPE

CNI

CCG

Figura 8. Visdo vertical dos tipos diferentes de células bipolares da retina de primatas (Representacéo
esquematica). Os axodnios das células bipolares terminam em camadas diferentes da retina. CPE: camada
plexiforme externa. CNI: camada nuclear interna. CP1: camada plexiforme interna. CCG: camada de células
ganglionares. Os ax0nios que terminam na metade externa da camada plexiforme interna sdo do tipo OFF,
enquanto os que terminam na metade interna sdo do tipo ON. Os tipos de células bipolares representados séo:
células bipolares difusas OFF (DB1, DB2 E DB3) e ON (DB4, DB5 E DB6); células bipolares midget OFF
(FMB) e midget ON (IMB); célula bipolar de cone S (BB) e célula bipolar de bastonete (RB) (Adaptado de
Wassle, 2004)
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As células bipolares fazem sinapse na camada plexiforme interna com ceélulas
ganglionares e amacrinas. Os impulsos de celulas bipolares sdo entdo transmitidos
diretamente para as células ganglionares ou através de conexdes com as células amacrinas. As
celulas améacrinas sdo interneurdnios envolvidos em inimeras subcircuitarias na retina interna.
A funcéo de apenas alguns dos 29 tipos de células amacrinas é conhecida (WASSLE, 2004).
A célula amécrina All (mais frequente), transmite o sinal proveniente das células bipolares de
bastonetes para a retina interna através de juncdes comunicantes com as células bipolares ON
de cones, e através de sinapses com inversdo de sinal com as células bipolares OFF de cones,
participando da formacdo e controle das respostas de celulas ganglionares (MASLAND,
2001; WASSLE, 2004).

A segunda mais numerosa € a célula amécrina do tipo Starburst. Esta célula possui um
papel importante na retina em desenvolvimento e na retina adulta. Através de sinapses
colinérgicas e gabaérgicas estas células garantem a geracdo e a propagacdo de ondas dentro da
retina em desenvolvimento, as quais sdo fundamentais para a formacdo e estabilizacdo das
sinapses ao nivel das células ganglionares. J& na retina adulta estas células sdo responsaveis
por mediar a direcdo seletiva dos impulsos nervosos dentro das células ganglionares, as quais
séo inibidas de uma maneira altamente seletiva (JOSELEVITCH, 2008; MASLAND, 2001).
Outro tipo de células amacrinas sdo as dopaminérgicas, que ajustam a responsividade da
retina & estimulos com brilhos de maior ou menor intensidades (MASLAND, 2001)

Entdo, os sinais de células bipolares sdo transmitidos as células ganglionares, que
compde a Ultima camada da retina. Na literatura, foram descritos aproximadamente de 13 a 17
tipos diferentes de células ganglionares presentes na retina de mamiferos. Isso indica que os
sinais de fotorreceptores divergem ainda mais na camada plexiforme interna, onde as células
ganglionares, assim como as células bipolares, possuem padrdes de contato multilaminares
(HECKENLIVELY; ARDEN, 2006; JOSELEVITCH, 2008; DACEY; PACKER, 2003).

Os campos receptivos das células ganglionares possuem centro e periferia com a
mesma organiza¢do ON-OFF encontrada nas células bipolares. Com isso, pela organizacdo de
seus campos receptivos, as células ganglionares podem ser classificadas em tipos ON, OFF ou
ON-OFF. As células ganglionares tipo ON despolarizam na presenga de luz, enquanto as tipo
OFF hiperpolarizam. Ja as celulas ganglionares ON-OFF podem ser ativadas na presenca ou
auséncia de estimulacdo luminosa, sendo sensiveis a variacbes de iluminacdo
(JOSELEVITCH, 2008; De MONASTERIO; GOURAS; TOLHURST, 1975; GOURAS,

1968). Com isso, as células ganglionares ligam-se preferencialmente as células bipolares com
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a mesma distribuicio ON-OFF entre centro e periferia (BEAR; CONNORS; PARADISO,
2002; De MONASTERIO; GOURAS; TOLHURST, 1975; LENT, 2010).

Na retina de primatas, as células ganglionares sdo geralmente classificadas em células
ganglionares ands ou midget (atualmente conhecidas como células P), parasol (atualmente
células M) e células ganglionares K (Figura 9). As células P correspondem a 80% das células
ganglionares da retina, enquanto as células M correspondem a 10% e as celulas K
correspondem aos restantes 10%. Esta classificacdo foi feita com base na morfologia e
fisiologia celular e nos tipos de informacdes provenientes de cones que sdo transmitidas a elas
(DACEY, 1999; HECKENLIVELY; ARDEN, 2006).
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biestratificada

, . 1 Célula ganglionar .
Célula ganglionar K - ! _ M ou parasol

Figura 9. Representacdo esquematica da morfologia dos trés tipos de células ganglionares de primatas: célula
ganglionar P; célula ganglionar M e célula ganglionar K do tipo biestratificada (Adaptado de Dacey & Lee,
1994).
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As células ganglionares do tipo parasol ou M podem ser identificadas por suas
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas. Morfologicamente, estas células possuem corpos
celulares pequenos e arvore dendritica densamente ramificada (DACEY, PETERSEN, 1992).
Funcionalmente, estas células respondem de maneira transiente a estimulos luminosos
acromaticos na mesma frequéncia da estimulacdo. Estas células apresentam alta sensibilidade
ao contraste de luminancia (KAPLAN; SHAPLEY, 1986) e tem saturagdo da resposta em
contrastes intermediarios e altos. A resposta destas células para estimulos cromaticos ocorre
no dobro da frequéncia da estimulacdo (LEE; MARTIN; VALBERG, 1989; LEE et al, 1990)
com baixa sensibilidade ao contraste de cor. Estas células recebem informacfes aditivas de
cones L e M no centro e na periferia de seus campos receptivos, havendo um antagonismo
espacial, porém sem antagonismo cromatico, entre as regides periféricas e centrais (Figural0).
Entdo, como as células ganglionares M da retina fazem sinapses com neurénios das camadas
magnocelulares do nucleo geniculado lateral (NGL), é provavel que a via magnocelular seja a
base fisioldgica para a via pds-receptoral acromatica de luminancia (CRONER; KAPLAN,
1995; KREMERS, et al, 2010; PARRY et al, 2012; SILVEIRA et al, 2004).
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Figura 10. Campos receptivos de células ganglionares M, os quais sdo formados por regiGes centrais e
periféricas aproximadamente concéntricas. Ambos, centro e periferia recebem sinais dos cones M e L, mas com
polaridades opostas. Essas células formam o canal que transmite informacdo sobre estimulos com baixo
contraste de luminancia ou acromatico. (A) Célula M centro-ON / periferia-OFF. (B) Célula M centro-OFF /
periferia-ON (Adaptado de Reid, 2003).
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As células ganglionares midget ou P so identificadas por sua morfologia: sdo células
pequenas, com arvores dendriticas densas e ramificacdo estreita (DACEY, PETERSEN,
1992). Em geral, as células P tém dimensdo 3 vezes menor que uma célula M na mesma
excentricidade retiniana. Por projetarem para as camadas parvocelulares do NGL, sdo
consideradas equivalentes as células “P” de oponéncia espectral (CRONER; KAPLAN, 1995;
DACEY, 1999). Funcionalmente, as células P respondem de maneira sustentada para
estimulos luminosos de medio e alto contraste de luminéancia e de contraste de cor verde-
vermelho. A estrutura do campo receptivo das células P mostra que o centro e a periferia do
campo receptivo recebe sinais vindos de um unico tipo de cone (centro — L, periferia — M ou
centro — M, periferia — L, Figura 11) (CRONER; KAPLAN, 1995; DACEY, 1999; DACEY,
2000; KREMERS, et al, 2010; PARRY et al, 2012). Os sinais oponentes dos cones L e M,
oriundos de quatro subclasses de células P (duas subclasses ON - centro L-ON / periferia M-
OFF e centro M-ON / periferia L-OFF — e duas suclasses OFF - centro L-OFF / periferia M-
ON, centro M-OFF / periferia L-ON) sinalizam ao cérebro a oponéncia de cores verde-
vermelho. De um modo geral, é amplamente aceito que as células P, além da detec¢do de
contrastes cromaticos, sejam sensiveis a forma e a detalhes finos dos estimulos (DACEY,
2000).

No entanto, varios autores divergem em relacdo a conexdo de cones L e M nos
campos receptivos de células ganglionares P. Existem duas hipéteses: a hipotese de conexdo
randémica e a hipotese de conexdo seletiva de cones L e M nos campos receptivos destas
células ganglionares (DACEY, 1996, 2000; LEE; KREMERS; YEH, 1998; MARTIN et al,
2001; MULLEN; KINGDOM, 1996; REID; SHAPLEY, 2002). A hipotese randdmica pode
ser entendida a partir do fato de que, ao contrario da retina central, a partir de 7° de
excentricidade, a convergéncia de células bipolares midget para o centro e periferia dos
campos receptivos das células ganglionares se intensifica (DACEY, 2000). Uma vez que a
distribuicéo de cones L e M na retina humana ¢ aleatéria (ROORDA et al, 2001), é razoavel
pensar que a conexao de apenas um tipo de cone L ou M para o centro e periferia dos campos
receptivos de células ganglionares é perdida a medida que se vai em direcdo a retina
periférica. Isto estd de acordo com estudos psicofisicos que mostram que a sensibilidade ao
contraste cromatico diminui a partir da fovea até valores de 30 graus, o que ndo indica uma
excentricidade tdo elevada apesar de se considerar um campo receptor nessa excentricidade
como parte da retina periférica (MULLEN; KINGDOM, 1996). Esses dados sugerem que a

conexdo de cones L e M nos campos receptivos de células parvocelulares é randémica.
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A conexdo randémica é corroborada por alguns trabalhos (DACEY, 1996, 2000;
MULLEN; KINGDOM, 1996) e questionada por outros (REID; SHAPLEY, 2002; LEE et al,
1998; MARTIN et al, 2001). Martin et al (2001) analisou campos receptores de células
ganglionares P em justaposi¢do ao mosaico de cones L e M na retina de primatas tricromatas
entre 20 e 50 graus, e concluiu que se forem considerados os formatos reais de campos
receptores dessas células (aproximadamente elipticos), existe a possibilidade de seletividade
de conexdo de cones L e M no centro e periferia dos campos receptivos, o que justifica a
presenca de forte oponéncia de cores verificada no registro eletrofisiolégico extracelular de
células ganglionares P da retina periférica, ainda que estas recebam convergéncia de células
bipolares midget (MARTIN et al, 2001).
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Figura 11. Tipos de campos receptores de células ganglionares P que apresentam propriedades de oponéncia de
cor. Juntas, essas células formam o canal que transporta informacao sobre o contraste de cor verde-vermelha pela
comparacdo entre as taxas de absorcéo de cones L e M. (Adaptado de Reid, 2003).
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As células K compreendem a um grupo heterogéneo de células ganglionares retinianas
que ndo sdo do tipo M ou tipo P. Dentre as células ganglionares inclusas dentro do grupo K
podemos citar as células ganglionares biestratificadas de corpo pequeno e células
ganglionares intrinsecamente fotossensiveis. A descricdo morfoldgica e funcional de cada
subtipo de célula ganglionar K é escassa (DACEY, 2000; SMAJDA; GRUNERT, MARTIN,
2008).

As células ganglionares biestratificadas de corpo pequeno, possuem arvore dendritica
com ramificacdo similar as células M. Estas células recebem sinais oponentes vindos dos
cones-S e da adi¢do dos cones L e cones M. Estas células possuem resposta sustentada tipo
ON a estimulos com modulacdo em fase de cones S, ou seja, a estimulos de luminéancia de
cromaticidade azul, enquanto apresentaram resposta tipo OFF a estimulos com modulacéo de
luminancia na cor amarela. A modulacdo isoluminante azul-amarela produz uma forte
resposta ON para o azul. Assim, a resposta das células ganglionares biestratificadas é do tipo
S-ON/(L+M)-OFF (DACEY; LEE, 1994; FIELD et al, 2007; LEE; MARTIN; GRUNERT,
2010). Os componentes (L+M)-OFF dos campos receptivos das células ganglionares
biestratificadas possuem diametro 50% maior do que o componente S-ON. No entanto, a
resposta (L+M)-OFF é mais lenta do que a resposta S-ON e significativamente menos
transiente quando comparado a resposta das células M ou parasol (FIELD et al, 2007).

As células ganglionares intrinsicamente fotossensiveis expressam o fotopigmento
melanopsina, participando do controle dos ritmos circadianos e do reflexo pupilar a luz
(SOLOMON; LENNIE, 2007).

Em primatas, as células ganglionares sdo as Unicas células na retina onde sera gerado
potencial de acdo ao invés de potencial graduado. Os ax6nios destas células irdo se agrupar e
formar o nervo optico, o qual saira do olho através do disco Optico. O nervo Optico conduzira
este potencial de acdo para 0s centros superiores de processamento visual (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2002; De MONASTERIO; GOURAS; TOLHURST, 1975; LENT,
2010).

A transmissdo de impulsos entre as células da retina e o nicleo geniculado lateral
(NGL), e deste para o cortex visual de primatas ocorre através de trés vias pés-receptorais: via
magnocelular, parvocelular e koniocelular. Estas vias possuem caracteristicas fisiologicas

distintas, que fornecem bases para os aspectos funcionais da visdo (KREMERS, et al., 2010).
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1.2. O ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL: PRINCIPIOS BASICOS

Tradicionalmente, o eletrorretinograma de campo total (Full-field electroretinogram,
ffERG) consiste no registro em massa da atividade celular da retina em resposta a estimulos
luminosos que estimulem todo o campo visual de maneira homogénea e simultanea. Este teste
eletrofisiologico é amplamente utilizado para avaliar a funcdo retiniana (BIRCH,;
ANDERSON, 1992; MARMOR et al, 2009).

As ferramentas mais importantes para a realizacao do eletrorretinograma (ERG) séo a
fonte de estimulagdo luminosa e os eletrédios que irdo captar os potenciais gerados nas
células da retina em resposta a essa estimulacdo (HOLDER et al, 2010; MARMOR et al,
2009; WOLPERT; TSANG, 2011). Os estimulos visuais sdao gerados em uma cupula que
contétm uma fonte luminosa em seu interior, os quais emitem flashes em diferentes
intensidades luminosas e fornecem iluminacdo de fundo difusa, permitindo a estimulagéo
uniforme de todo o campo visual. Por este motivo, esse equipamento é chamado de Ganzfeld,
que, em alemao, significa campo total (HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009).

Os registros eletrorretinograficos sdo obtidos de maneira ndo invasiva, através da
utilizacdo de basicamente um canal de eletrédios compostos por um eletrédio ativo, um
eletrodio de referéncia e um eletrédio terra. Tanto o eletrddio terra, quanto o eletrodio de
referéncia sdo posicionados na superficie cutanea. Os eletrodios terra geralmente sdo
posicionados na fronte ou no lobo da orelha, enquanto o eletrédio de referéncia pode ser
colocado na borda orbital, lateralmente ao olho no qual sera registrado o eletrorretinograma.
Né&o é recomendado que o eletrodio de referéncia seja posicionado na fronte, devido ao risco
de “contamina¢do” do sinal eletrorretinografico pelo quiasma éptico (ocular crossover) ou
por potenciais corticais provocados (HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009).

Ja os eletrodios ativos, responsaveis pela captacdo dos sinais gerados nas células
retinianas podem ser de diversos tipos. Podem ser utilizados eletrodios em forma de lente de
contato, posicionados na cdrnea, como os eletrodios dos tipos Burian - Allen ou ERG — Jet;
eletrodios posicionados na conjuntiva, como os eletrddios do tipo Dawson, Trick and Litzkow
(DTL) e eletrédios em forma de folhas de ouro; ou eletrodios de superficie, que sdo
posicionados na superficie cutanea da péalpebra inferior (Figura 12) (HOLDER et al, 2010;
MARMOR et al, 2009; WOLPERT; TSANG, 2011).
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Figura 12. Tipos de eletrédios ativos utilizados no ERG. (A) Eletrédio Burian-Allen posicionado no globo
ocular. (B) Eletrodio Burian-Allen. (C) Eletrédio em forma de folha de ouro. (D) Eletrodio DTL posicionado na
conjuntiva. (E) Rolo de DTL. (F) Um tipo de eletrddio de superficie (A, B, C, D e F - Adaptado de
http://www.webvision.med.utah.edu. E — adaptado de http://www.michaelbach.de).
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Os eletrodios frequentemente utilizados s&o os eletrddios dos tipos Burian-Allen e
DTL. O eletrédio Burian-Allen é formado por uma lente de contato com uma superficie
condutora ao longo de sua borda. Estes eletrodios sdo colocados sobre a cornea, evitando os
atos de piscar ou movimentar voluntariamente o globo ocular, obtendo sinais com maiores
amplitudes e registros mais estaveis, com menor interferéncia de ruido elétrico. No entanto,
este eletrédio exige o uso de colirio anestésico, devido ao desconforto causado pelo seu
posicionamento, impedindo a realizacdo de registros muito longos. Além disso, por estar em
contato direto com a cornea, ha um maior risco de provocar lesdes abrasivas na mesma
(BEREZOVSKY et al, 2008; HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009; WOLPERT;
TSANG, 2011).

Ja o eletrddio do tipo DTL, por consistir em um fino fio de nylon posicionado ao longo
da pélpebra inferior ou no saco conjuntivo, € menos invasivo e mais confortavel, pois ndo
entra em contato direto com a cornea, sendo mais aceito pela maioria dos pacientes. Outras
vantagens do DTL séo o seu baixo custo, ndo necessita de colirio anestésico e possibilita a
realizacdo de registros mais longos. A sua desvantagem é a de permitir movimentos oculares,
produzindo sinais eletrorretinograficos aproximadamente 10% mais fracos do que os obtidos
com o Burian-Allen (BEREZOVSKY et al, 2008; DAWSON; TRICK; LITZKOW, 1979;
MARMOR et al, 2009; WOLPERT; TSANG, 2011; YIN; PARDUE, 2004).

Sem considerar as variagOes inerentes ao protocolo de registro utilizado, como a
escolha da intensidade e duracdo do estimulo, o tipo de eletrodio ou o estado de adaptacéo,
podem ser observados varios fatores que podem alterar os resultados do eletrorretinograma.
Sdo eles: a dilatagdo da pupila, o uso de determinados medicamentos e alteracdes na pressao
arterial sisttmica ou no fluxo sanguineo local. Como o ERG registra basicamente a resposta
celular a luz, o estado de dilatacdo da pupila influenciara fortemente o potencial registrado.
Com isso, a pupila devera estar em seu estado maximo de dilatacdo (aproximadamente oito
milimetros) para produzir uma resposta maxima. O ERG realizado com a pupila
insuficientemente dilatada registrara um sinal reduzido (WOLPERT; TSANG, 2011).

No ERG full-field (FF), os potenciais gerados dependem fundamentalmente das
caracteristicas temporais e espectrais do estimulo, assim como do estado de adaptacdo do
individuo. A sociedade internacional de eletrofisiologia clinica da visdo (ISCEV — The
International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) padronizou os parametros de
aplicacdo do eletrorretinograma clinico, assim como a anélise e interpretacdo dos resultados
obtidos (HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009).
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O tipo de ERG considerado pela ISCEV como “padrao” ¢ o ERG de “Flash unico” ou
“Single Flash ERG”, que pode ser obtido pela emissdo de um Unico flash a cada intervalo de
tempo, com intervalos que podem variar de 1 a 20 segundos, de acordo com a intensidade do
estimulo e o estado de adaptacdo. Os potenciais obtidos correspondem a componentes
negativos (onda a) e positivos (onda b). Outro tipo de estimulacédo é chamado de Flicker, no
qual ha uma variagdo da frequéncia temporal de estimulacdo, sendo emitidos varios “flashes”’
por segundo e gerando varios componentes positivos e negativos com a mesma amplitude. No
ERG clinico foi padronizado o Flicker de 30 Hz, com apresentacao de 30 flashes por segundo.
Na pesquisa basica, a variacdo da frequéncia temporal depende dos objetivos de cada pesquisa
(HOLDER et al, 2010; MARMOR et al, 2009).

De acordo com a ISCEV, cada tipo de estimulacdo possui uma forma de onda
caracteristica, analisada pela mensuracéo das amplitudes das ondas a (entre a linha de base e 0
ponto mais negativo da onda) e b (entre 0 ponto mais negativo e o ponto mais positivo da
onda - pico-a-pico), e do tempo implicito, que é o tempo decorrido entre a geracdo do
estimulo e o pico maximo da onda. As ondas obtidas pelos tipos diferentes de estimulagédo
padronizados pela ISCEV podem ser observadas na Figura 13 (MARMOR et al, 2009).
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Figura 13. llustracdo que mostra as formas de onda obtidas de acordo com o estimulo emitido no

eletrorretinograma de campo total padronizado pela ISCEV (Adaptado de MARMOR et al, 2009).
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Ao longo dos anos, muitos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de identificar
as origens celulares das ondas do eletrorretinograma. Um método que se mostrou bastante
eficaz para a identificacdo das células responsaveis pela geracdo de cada componente do
eletrorretinograma foi o “bloqueio” destes componentes com o uso de substancias quimicas.
Estas substancias interrompem a transmissdo entre células especificas ou provocam alguma
lesdo nas mesmas, inibindo a sua atividade (BUSH; SIEVING, 1994; FRISHMAN;
SIEVING, 1995; GARGINI et al, 1999).

Bush e Sieving (1994), na tentativa de determinar se a onda a seria gerada
exclusivamente por fotorreceptores, injetaram analogos do glutamato no humor vitreo em
macacos. Estes autores concluiram que a onda a obtida em condi¢bes de adaptacdo fotopica
deriva parcialmente da atividade pds-sinaptica de cones, especialmente proximo ao limiar do
ERG fotopico utilizado no ERG clinico. J& os resultados obtidos por Quiu et al (2002) ap6s
provocar lesdes em areas diferentes da retina indicam que o tempo implicito desta onda é
gerado exclusivamente por fotorreceptores.

Posteriormente, outros autores demonstraram que o inicio da atividade da onda a (6 a
10 ms iniciais) é produzida por acdo dos fotorreceptores, enquanto a inclinacdo da onda é
resultado da acdo de células gliais em resposta a reducdo de potassio no fotorreceptor
(HOLDER et al, 2010).

Alguns estudos sugerem que as células bipolares OFF possuem um papel importante
na geracdo da onda a. Esta conclusdo foi tomada a partir de um experimento no qual a
utilizacdo de PDA (&cido piperidinedicarboxilico) provocou reducdo na amplitude até o
blogueio completo desta onda. Como o PDA ¢é uma substancia responsavel por bloquear a
transmissao de sinais entre os fotorreceptores e as células bipolares OFF e horizontais e entre
as células bipolares ON e OFF e as células ganglionares e amécrinas, torna-se evidente a
participacdo das células bipolares OFF na geracdo da onda a (BUSH; SIEVING, 1994;
MIURA et al, 2009).

Ja a onda b, reflete a atividade de células bipolares ON e das células de Mailler
proximais em resposta a liberacdo de potassio pelas células bipolares ON (FRISHMAN;
SIEVING, 1995).

Gargini et al (1999), confirmaram a afirmacdo acima apds realizarem experimentos
utilizando a droga 2-Amino-4-phosphonobutyrate (APB), substéncia analoga ao glutamato,
gue blogueia a transmissdo sinaptica entre fotorreceptores e células bipolares ON. Tais
autores observaram que houve reducdo na resposta do componente positivo (onda b) do

eletrorretinograma, sem reduzir o0 componente negativo, o que significa que a onda b seria
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gerada principalmente pelas células bipolares ON. No mesmo estudo, outra substéncia
injetada foi o bério, o qual bloqueia os canais de potassio e com isso as células de Muller. N&o
foi possivel identificar os componentes do ERG apds a aplicacdo desta substancia,
corroborando a participacdo das células de Miller na geracdo da onda b (GARGINI et al,
1999).

De modo geral, os componentes da resposta eletrorretinografica resultam da interacéo
complexa entre a atividade de fotorreceptores e contribui¢fes pos-receptorais de neurénios de
segunda ordem, como células bipolares ON e OFF, células horizontais e células de Miller
(BUSH; SIEVING, 1994; FRISHMAN; SIEVING, 1995; GARGINI et al, 1999).

Portanto, por refletir o funcionamento das camadas celulares da retina de uma forma
confiavel, o eletrorretinograma é empregado com muita frequéncia na pratica clinica, tanto
como diagnoéstico, quanto como um recurso para acompanhar a evolucdo de uma série de
doencas que afetam as células retinianas, como por exemplo: doencas genéticas como
Retinose Pigmentado, doenca de Stargardt ou distrofia de cones e bastonetes; doencas
vasculares, inflamatdrias ou degeneracdo causada pelo efeito toxico de drogas, medicamentos
ou outras substancias quimicas (BIRCH; ANDERSON, 1992; BEREZOVSKY et al, 2008;
MARCUS; CABAEL; MARMOR, 2006; PARANHOS; PARANHOS JR; NEHEMY, 2002;
PEREIRA et al, 2003).

Uma série de estudos vem reconhecendo o ERG como uma ferramenta importante
para avaliar a funcdo das porcdes distais da retina, através de métodos desenvolvidos para
obter respostas isoladas de fotorreceptores, especialmente cones L e M. Além disso, muitos
estudos vém demonstrando evidéncias de que o ERG também pode fornecer informacdes
acerca da funcdo pds-receptoral das camadas internas da retina. Os sinais pos-receptorais de
cones L, M e S, combinam-se de maneiras diferentes, formando vias de processamento
paralelo para as informacGes de cor e luminancia. O método da substituicdo silenciosa, que
isola as respostas de um Unico fotorreceptor, e que, portanto, permite o estudo mais detalhado
das vias crométicas e de luminéncia sera descrito a seguir (BUSH; SIEVING, 1996;
CHALLA et al, 2010; KREMERS; LINK, 2008; KREMERS et al, 2010; MCKEEFRY et al,
2014; PARRY et al, 2012).
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1.3. ELETRORRETINOGRAMA COM ISOLAMENTO DE CONES: O METODO DE
SUBSTITUICAO SILENCIOSA

O isolamento das respostas eletrorretinograficas especificas de uma determinada
classe de fotorreceptor cone € vantajosa por uma série de raz0es, dentre as quais se encontra a
possibilidade de diagnosticar e monitorar a progresséo e o tratamento de desordens retinianas
que comprometam o funcionamento adequado da via mediada pelo especifico fotorreceptor
(KREMERS, 2003). Como os fotorreceptores possuem susceptibilidade variada a processos
patoldgicos diferentes, o isolamento de suas respostas eletrofisioldgicas permite a avaliacao
objetiva do funcionamento de sua via eferente, quando estes receptores sao acometidos por
patologias retinianas hereditarias ou adquiridas, que envolvam estruturas pds-receptorais
(KREMERS, 2003; KREMERS; LINK, 2008; MCKEEFRY et al, 2014).

De fato o ERG com isolamento de cones se mostrou extremamente Util para o
diagnédstico e elucidacdo da fisiologia de diversas alteracfes na retina como retinose
pigmentada (SCHOLL; KREMERS, 2001; 2003), doenca de Stargardt (SCHOLL et al, 2001)
e distrofia de cones (SCHOLL; KREMERS, 2003). Outra grande vantagem € a possibilidade
de estudar a distribuicdo espacial relativa dos diferentes tipos de cone (MCKEEFRY et al,
2014).

Ap0s a apresentacdo de uma série de vantagens, torna-se fundamental o entendimento
sobre o gque é realmente o isolamento de cones, e sobre como é possivel realiza-lo. O método
de substituicdo silenciosa foi desenvolvido por Estévez e Spekheijse (1974), na época,
chamado por estes autores de “método da compensagdo espectral”. Este método consiste na
obtengdo de resposta exclusiva da mudanca do estado de excitacdo de apenas um tipo de
fotorreceptor a uma dada estimulacdo, enquanto o estado de excitacdo dos demais tipos de
fotorreceptores nao modifica, por isso diz-se que os demais fotorreceptores encontram-se
“silenciados”. Este “silenciamento” ocorre devido a estimulacdo ser composta por duas fases
temporais nas quais a composicao espectral da luz utilizada em cada fase excita igualmente os
varios tipos de fotorreceptores, com excecéo de um (ESTEVEZ; SPEKHEIJSE, 1974).

Portanto, o conhecimento da curva de absorcdo espectral dos fotorreceptores e do
espectro de emissdo das fontes de luz permite a escolha dos comprimentos de onda destas
fontes de estimulacdo, de modo que a alternancia entre os dois feixes de estimulacdo ndo
causara alteracdes na absorcéo de fotons por um tipo especifico de fotorreceptor (cone L, por
exemplo), enquanto, simultaneamente, causara a mudanca da absorcdo do numero de fétons
em outro tipo de fotorreceptor (cone M, por exemplo) (ESTEVEZ; SPEKHEIJSE, 1974,
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1982; KREMERS, 2003). A Figura 14 corresponde a um exemplo simplificado de como

ocorre a estimulagéo.
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Figura 14. llustracdo que exemplifica o tipo de estimulacdo utilizado no método de substituicdo silenciosa. Os
circulos pretos sobre as curvas de sensibilidade espectral de cones L e M correspondem aos pares de estimulos
luminosos com comprimentos de onda selecionados, de modo que cones L sejam silenciados, enquanto cones M
sdo estimulados. As linhas tracejadas indicam os pontos de estimulagdo correspondentes em cones L e M

(Adaptado de Estévez; Spekheijse, 1974).
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A auséncia de mudangas no estado de excitacdo de um tipo de fotorreceptor pelo
método de substituicdo silenciosa pode ser entendida pelo “Principio da Univariancia de
Rushton”, o qual afirma que, para cada classe de fotorreceptor, 0 sinal de hiperpolarizacdo
apos a absorcao de um foton serd sempre 0 mesmo, independentemente do comprimento de
onda deste foton. E como os dois comprimentos de ondas usados no método de substituicdo
silenciosa apresentam uma mesma probabilidade de terem seus fétons absorvidos por um
determinado fotorreceptor cone, a magnitude da hiperpolarizacdo provocada sera
aproximadamente a mesma (ESTEVEZ; SPEKHEIJSE, 1982; RUSHTON, 1972).

A descricao acima corresponde ao método “genérico” de substituicdo silenciosa,
desenvolvido na década de 1970, no qual ndo foram consideradas as modulacGes dos outros
tipos de fotorreceptores. Sendo assim, por exemplo, quando um estimulo era gerado com o
objetivo de obter resposta isolada de cones L, havia o silenciamento de cones M, porém sem
controlar a atividade de cones S ou de bastonetes. Alguns estudos utilizaram o método da
“dupla substituicdo silenciosa”, no qual era possivel silenciar, além de cone L ou M, a
resposta de bastonetes (BRAINARD et al, 1999; CHALLA et al, 2010; KREMERS;
MEIERKORD, 1999; MURRAY et al, 2004).

Na dupla substituicdo silenciosa, o isolamento de cones é obtido com a utilizacdo de
um monitor CRT (tubos de raios catodicos). A estimulacdo é realizada pela multiplicacdo dos
espectros de energia de apenas trés primarias (fésforos vermelhos, verde e azul) pelos
espectros de absorcdo das trés classes de cone, para entdo calcular as combinagdes nas quais
sera possivel obter a substituicdo silenciosa. Ja o silenciamento de bastonetes é obtido pela
utilizacao da “Fung¢do de sensibilidade espectral escotdpica V’(A)”, a qual permite a escolha
de pares de comprimentos de ondas que ndo sdo capazes de produzir excitacdo de bastonetes.
No entanto, nenhum tipo de controle foi realizado sobre as resposta de cones S (CHALLA et
al, 2010; MURRAY et al, 2004; MURRAY; KREMERS; PARRY, 2008).

No método de dupla substituicdo silenciosa, devido a apresentacdo do estimulo ocorrer
em monitores CRT, foram observadas algumas desvantagens. A sobreposicdo espectral na
emissdo dos fosforos presentes no monitor limitaram a profundidade da modulacdo de
estimulagdo dos contrastes de cone, obtendo valores maximos de luminancia considerados
baixos, especialmente para as respostas eletrorretinograficas de cones M, que tendem a ser
mais fracas do que as respostas de cones L (MURRAY; KREMERS; PARRY, 2008).

Deste modo, com estimuladores CRT ndo é possivel isolar a resposta de apenas um
tipo de fotorreceptor, ja que com trés tipos de fontes de luz (fésforos vermelhos, verde e azul)

ndo e possivel controlar a resposta de quatro tipos de fotorreceptores. Assim, para obter o
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isolamento efetivo de apenas um tipo de fotorreceptor, 0 nimero de priméarias necessarias
para a estimulacdo deve ser pelo menos igual ao numero de tipos de fotorreceptores
diferentes, ou seja, quatro (KREMERS; CZOP; LINK, 2009; KREMERS; PANGENI, 2012).

Portanto, para o isolamento de um dUanico fotorreceptor, podem ser utilizados
estimuladores do tipo Ganzfeld, que possuam pelo menos quatro primérias, ou seja, quatro
LED’s (diodos emissores de luz) acoplados em seu interior, que possam ser moduladas de
maneira independente (KREMERS; PANGENI, 2012; SHAPIRO; POKORNY; SMITH,
1996). Este método € chamado de tripla substituicdo silenciosa, e foi utilizado pela primeira
vez em 2012, por Kremers e Pangeni, na Alemanha (KREMERS; PANGENI, 2012). A tripla
substituicdo silenciosa mostrou-se como uma técnica ainda mais poderosa para o estudo dos
sinais eletrorretinograficos isolados de fotorreceptores, permitindo também o estudo de suas
vias pos-receptorais (KREMERS; PANGENI, 2012).

1.4. O ELETRORRETINOGRAMA NO ESTUDO DAS VIAS VISUAIS DE COR E
LUMINANCIA

Existem fortes evidéncias de que o eletrorretinograma (ERG) realizado com
estimulacdo do tipo flicker, que contém informacBes de luminancia ou de oponéncia
cromatica verde-vermelho seja governado por dois mecanismos que provavelmente refletem a
atividade das vias retino-geniculado-corticais magno e parvocelular (CHALLA et al, 2010;
KREMERS; LINK, 2008; KREMERS et al, 2010; PARRY et al, 2012). Em frequéncias
temporais altas (> 30 Hz), o ERG possui propriedades que se comparam aquelas da via
magnocelular. Em frequéncias temporais intermediarias (8-12 Hz) o ERG possui propriedades
reminiscentes as do canal cromatico verde-vermelho, baseadas na atividade da via
parvocelular (CHALLA et al, 2010; KREMERS; LINK, 2008; KREMERS et al, 2010;
PARRY et al, 2012).

Estimulos que isolam as respostas de cones L e M ao eletrorretinograma contém tanto
informacdes de luminéncia quanto informacdes cromaticas verde-vermelho. Isso permite que
estes estimulos sejam usados para estudar a ativacdo de cones para as duas vias pos-
receptorais. Com isso, a forca relativa dos sinais gerados pelos cones M e L na resposta
eletrorretinografica pode ser estimada em ambos os canais, de luminancia e cromatico
(MURRAY et al, 2004; KREMERS et al, 2000).

Foi encontrado que, apesar da razao entre as respostas de cones L e M apresentarem

uma grande variabilidade individual, ela geralmente é maior do que a unidade quando 0 ERG
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¢ medido com estimulos em frequéncias temporais altas, concordando com achados
psicofisicos relacionados ao canal de luminancia (KREMERS et al, 2000). Esta razdo de
resposta L/M pode apresentar entdo uma forte relagdo com a razdo entre a quantidade de
cones L e M na retina (BRAINARD et al, 2000) e com a razdo entre a densidade de
fotopigmento de cones L e M (KREMERS et al, 2000). Em contraste, o valor da razdo L/M é
proximo a unidade no canal cromatico verde-vermelho e com ERG medido com estimulagéo
do tipo flicker, com frequéncia de 12 Hz (CHALLA et al, 2010; KREMERS; LINK, 2008).

1.5. O ELETRORRETINOGRAMA COMO MEDIDA PARA AVALIAR A
DISTRIBUICAO DE CONES L E M NA RETINA

A distribuicdo de cones L e M vém sendo estudada usando varias técnicas. Métodos de
Optica adaptativa vém revelando o padrdo de distribui¢cdo de cones L e M na retina central
(HOFER et al, 2005). A expressdo de genes, medida através da expressao de RNA
mensageiro (RNAm) pelo fotopigmento de cones, pode fornecer uma estimativa confiavel da
distribuicdo de cones L e M também em maiores excentricidades na retina. Isto ocorre, pois 0s
cones L e M produzem a mesma quantidade de RNAm. Portanto, € possivel analisar as
diferencas na distribuicdo de cones entre a retina central e periférica, sendo observado que a
razdo da expressdo de RNAm entre os cones L e M, aumenta de acordo com o aumento da
excentricidade retiniana (HAGSTROM; NEITZ J; NEITZ M, 1998, 2000).

Além disso, dados de eletrorretinograma podem revelar mudancas similares nas razes
de sinais de cones L e M dependentes da excentricidade retiniana. Kuchenbecker e
colaboradores (2008) desenvolveram um equipamento para o registro do ERG multifocal com
um campo amplo, utilizando como fontes de luz lampadas de LED nas cores verde e
vermelho. Os autores reportaram um grande aumento na sensibilidade ao estimulo vermelho
em comparacgdo ao estimulo verde na retina mais periférica, sugerindo um aumento na razdo
L/M em funcdo da excentricidade.

Challa e colaboradores (2010) usaram o método de dupla substituicdo silenciosa para
investigar as respostas isoladas de cones L e M ao eletrorretinograma com estimulagéo do tipo
flicker, em duas frequéncias temporais (12 e 30 Hz) e em configuragbes espaciais de
estimulacdo diferentes. Como foi utilizado o método da dupla substitui¢éo silenciosa, além do

tipo de cone que estava sendo examinado, ndo foi possivel controlar uma contribuigéo
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adicional de cone S, apesar dos autores afirmarem que esta contribui¢cdo ndo apresentou um
impacto significativo na resposta de eletrorretinograma.

Os resultados obtidos no trabalho de Challa e colaboradores (2010) mostraram que em
12 Hz a razdo L/M foi aproximadamente igual a unidade para todos os estimulos, sugerindo
que as respostas sdo mediadas pelo mecanismo de oponéncia de cones e ndo variam com a
excentricidade retiniana. Ja com 30 Hz, a razdo L/M dependeu fortemente do tamanho da
estimulacdo, indicando que a forca de ativacao relativa de cones L e M para mecanismos néo-
oponentes varia de acordo com a excentricidade retiniana, o que confirma os dados
previamente apresentados (MURRAY et al,2004).

No entanto, para um completo isolamento das respostas de cones L e M, é necessaria a
utilizacdo do método de tripla substituicdo silenciosa, no qual, trés tipos de fotorreceptores
sdo silenciados, enquanto apenas um tipo de fotorreceptor (cone L ou M) é estimulado. Este
método somente pode ser realizado com estimuladores que tenham pelo menos quatro
primarias independentes (SHAPIRO; POKORNY’; SMITH, 1996).

O completo isolamento de cones nédo foi alcancado em experimentos eletrofisioldgicos
prévios, que utilizaram como estimuladores monitores CRT (CHALLA et al, 2010;
KREMERS; LINK, 2008) ou apenas LED’s com duas primarias (KUCHENBECKER et al.,
2008). O método de tripla substituicdo silenciosa também foi verificado em dicromatas, que
ndo possuiam cones L ou M (KREMERS; PANGENI, 2012; MCKEEFRY et al, 2014). Outra
desvantagem dos métodos anteriores foi a impossibilidade de realizar a estimulacdo completa
da retina (full-field). Deste modo, ndo foi possivel estudar a distribuicdo espacial dos sinais de
cones L e M na periferia da retina (além de aproximadamente 50°).

Portanto, faz-se necessario o estudo detalhado da distribuicdo espacial das respostas
eletrorretinograficas de cones L e M, refletindo a atividade sugestiva de duas vias pés-
receptorais (provavelmente parvocelular e magnocelular) durante a utilizacdo do método de
tripla substituicdo silenciosa. Para que os sinais eletrorretinogréaficos de cones L e M possam
ser estudados em toda a retina, devem ser incluidas condi¢gBes nas quais sdo também
estimulados os cones da retina mais periférica. Para tal, deve ser utilizado um estimulador do
tipo Ganzfeld com quatro tipos diferentes de diodos emissores de luz (LEDSs) integrados em

seu interior.
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2. JUSTIFICATIVA

Avancos recentes tém permitido ndo somente 0 estudo da contribuicdo de cada
fotorreceptor a resposta do ERG, mas também da contribuigdo das vias de processamento de
cor e luminancia. Isso eleva fortemente o valor do ERG, ja que 0 mesmo pode ser usado para
estudar questdes basicas do processamento visual na retina usando uma técnica
eletrofisioldgica objetiva e ndo-invasiva em humanos. No entanto, em estudos anteriores néo
foi possivel obter as respostas de cones L e M em todas as areas da retina. A partir disso, 0
presente trabalho € justificado pela necessidade de estudo da distribuicdo espacial das
respostas dos fotorreceptores (cones L e M) em vias pds-receptorais (de cor e luminancia) em
humanos, usando uma técnica ndo invasiva, 0 ERG. A hipdtese de trabalho é de que as
respostas de cones L e M, nas porcOes centrais e periféricas da retina sdo processadas de
modo diferente nas vias cromaticas e de luminancia. 1sso € inesperado e intrigante ja que esse
dois tipos de cones sdo bioquimicamente idénticos e diferem basicamente em poucas
sequéncias de aminoacidos em seu fotopigmento. No entanto, a abundancia desses cones na
retina difere (a maioria das pessoas possui mais cones L do que M), o que pode influenciar o
modo pelo qual seus sinais sdo processados.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

» Estudar a distribuicdo espacial das respostas eletrorretinograficas com isolamento de
cones L e M durante a utilizagdo do método de tripla substitui¢do silenciosa em diferentes

areas retinianas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a contribuicdo dos cones L e M ao eletrorretinograma medido em diferentes
excentricidades da retina.

» Comparar os valores de amplitude obtidos no eletrorretinograma com isolamento de cones
L e M, medidos em frequéncias temporais intermediarias e altas e em diferentes
excentricidades da retina.

» Estimar a razdo de amplitude entre as respostas eletrorretinograficas de cones L e M
(razdo L/M) nas diferentes excentricidades da retina.

» Comparar os valores de fase obtidos no eletrorretinograma com isolamento de cones L e
M, medidos em frequéncias temporais intermediarias e altas e em diferentes
excentricidades da retina.

» Estimar a diferenca de fase entre as respostas eletrorretinograficas de cones L e M.

» Verificar a relacdo entre as respostas eletrorretinograficas com isolamento de cone L e M
medido com frequéncias temporais intermediarias e altas e a atividade das vias de

processamento de cor e luminancia.
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos durante periodo de doutorado
sanduiche pelo programa Ciéncia Sem Fronteiras do Ministério da Educacéo do Brasil, entre
01 de marco de 2013 e 28 de fevereiro de 2014, no departamento de oftalmologia da
instituicdo Friedrich-Alexander Universitat Erlangen-Nurnberg em Erlangen, Alemanha, sob

supervisdo do professor doutor Jan Kremers.

4.1. SELECAO DA AMOSTRA

Foram realizados trés procedimentos experimentais nos quais participaram ao todo
oito sujeitos tricromatas e sem queixas visuais.

O experimento principal (experimento 1) foi realizado com a participacdo de quatro
sujeitos, sendo trés do sexo masculino e um do sexo feminino com idades variando entre 28 e
53 anos. O experimento 2 foi realizado com 1 sujeito do sexo feminino, enquanto
participaram do experimento 3, cinco sujeitos do sexo masculino com idades entre 29 e 54
anos.

Antes de iniciar os registros de ERG, todos os sujeitos foram avaliados por meio de
uma ficha de anamnese (APENDICE 1), na qual constam dados pessoais, habitos e itens
referentes a presenca de doencas sistémicas, oculares, genéticas ou neuroldgicas que possam
afetar as vias visuais. Também foram obtidas informac6es relativas a realiza¢do de cirurgias
refrativas em periodo anterior a pesquisa. Tais informacdes sdo necessarias para identificar
possiveis fatores de inclusdo ou exclusdo do estudo.

Apds a anamnese, os individuos passaram por exame oftalmologico, para excluir a
presenca de desordens retinianas. Foram realizados os exames de biomicroscopia e
fundoscopia, assim como a avaliacdo da refracdo e acuidade visual.

Além disso, todos foram submetidos a avaliacdo da visdo de cores com o teste de
ordenamento de matizes Farnsworth Munsell D-15 e com o anomaloscopio HMC (Oculus
Optikgerdte GmbH, Wetzlar, Alemanha). Os testes de avaliagdo da visdo de cores foram
aplicados para garantir que somente individuos tricromatas fossem submetidos ao
eletrorretinograma.

Foram incluidos na pesquisa todos aqueles que se enquadraram nos critérios de
inclusdo e excluidos aqueles que apresentaram pelo menos um dos critérios de exclusdo

citados a seguir.
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Critérios de inclusao

» Auséncia de queixas visuais;

» Auséncia de alteragdes na viséo de cores

Critérios de exclusédo

» Individuos que possuam qualquer alteracdo na visdo de cores;

Y

Presenca de doencas sistémicas, genéticas ou neuroldgicas que afetem as vias visuais;

» Presenca de doencas oculares (catarata, ceratite, conjuntivite, disfuncdo macular
relacionada a idade, estrabismo, glaucoma, olho seco, uveite);

» Individuos portadores de epilepsia;

» Individuos submetidos a cirurgias para correcao de erros refrativos;

» Individuos que fazem uso de medicamentos conhecidos por afetar os resultados do
eletrorretinograma;

» Alcoolatras e tabagistas;

> Pressdo intra-ocular elevada;

4.1.1 Aspectos Eticos

Antes da realizacdo dos experimentos, todos os individuos foram informados a
respeito dos objetivos do trabalho, assim como de todos os procedimentos realizados,
aceitando participar da pesquisa através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice 2). A pesquisa realizada seguiu 0s principios éticos
estabelecidos pela declaracdo de Helsinki. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa com seres humanos da faculdade de medicina da universidade de Erlangen-

Nirnberg, sob o protocolo de aprovagéo 4057.
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4.2. METODOS

4.2.1. Aquisicao dos dados

4.2.1.1. Estimulagéo visual

Os estimulos visuais foram gerados com o uso do sistema de registro eletrofisiolégico
RetiPort (Roland Consult, Stasche & Finger GmbH, Brandenburg a. d. Havel, Alemanha), e
apresentados em um estimulador do tipo Ganzfeld (Q450SC; Roland Consult, Alemanha),
contendo seis matrizes de diodos emissores de luz (LEDs) com cores diferentes, os quais
podem ser modulados de maneira independente pelo sistema RetiPort. Para os presentes
experimentos, foram utilizados quatro LEDs de bandas estreitas: verde, laranja, azul e
vermelho.

Trés experimentos diferentes foram realizados. Em todos, foram utilizados estimulos
com modulacdo temporal senoidal que isolavam as respostas de cones L e M. Este tipo de
estimulacdo é chamado de tripla substituicdo silenciosa (ESTEVEZ; SPEKREIJSE, 1974,
1982; KREMERS, 2003; KREMERS; PANGENI, 2012). No primeiro e segundo
experimento, a luminancia média da luz de fundo foi de 284 cd/m?. A cor branca (CIE1931,
x:0,3531; y:3181) foi utilizada como cromaticidade média e a luminancia para cada matriz de
LED foi: 124 cd/m? para o LED verde (523 nm, CIE1931, x: 0,2016; y: 0,7371), 67 cd/m?
para o laranja (594 nm, CIE1931, x: 0,5753; y: 0,4240), 44 cd/m? para o azul (469 nm,
CIE1931, x: 0,1255; y: 0,0926) e 49 cd/m? para o vermelho (638 nm, CIE1931, x: 0,6957; y:
0,2966).

No terceiro experimento, a luminancia média também foi de 284 cd/m? (LEDs
vermelho, laranja, verde e azul com luminancias de 80, 160, 40 e 4 cd/m? respectivamente),
resultando em uma cromaticidade média avermelhada, com coordenada CIE1931: x = 0,5951,
y = 0,3857.

No primeiro e segundo experimentos, foram utilizados estimulos que isolavam a
resposta de cones L e M, com contraste de cones de 10%. O contraste dos fotorreceptores
silenciados foi 0%, exceto para a condi¢do de isolamento de cones M, na qual o contraste de
cone S foi -2% e o contraste de bastonetes foi 2% (o sinal negativo indica a modulagdo em
contra-fase, enquanto o sinal positivo indica a modulagdo em fase). Fomos forgados a aceitar
essa pequena modulacdo de cone S e bastonetes para garantir que fosse possivel a modulacéo

de cones M com um contraste de 10%.
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Em experimentos prévios (KREMERS; PANGENI, 2012), as respostas de amplitude
para bastonetes e cones S foram menores do que as respostas de cones M, mesmo que 0S
contrastes usados para estes fotorreceptores fossem maiores do que o contraste de cones M. A
pequena modulacdo de bastonetes e cones S na “condi¢ao de isolamento” de cones M
resultou, portanto, em respostas insignificantes. 1sso é confirmado pelos resultados obtidos no
presente estudo. No terceiro experimento, foram apresentadas condi¢des de isolamento puro
de cones L e M, cada um com 18% de contraste de cones e 0% de contraste dos
fotorreceptores silenciados.

Para registrar o ERG em vérias excentricidades retinianas, as respostas foram medidas
com 14 configuracdes diferentes de estimulos espaciais: um tipo de estimulacdo de campo
total (full-field, FF), sete estimulos circulares variando em diametro entre 10° e 70° de angulo
visual, em passos que correspondem a uma variacdo de 10°. Seis estimulos anelares com 70°
de didmetro externo e com a regido central sendo gradativamente obstruida por discos que
variavam em tamanho entre 10° e 60°, com variacdo de 10° de angulo visual (Figura 15).

As configuracdes espaciais de estimulacdo foram criadas por placas de papel cartdo
que restringiam o campo visual (Figura 16), posicionadas a uma distancia de trés centimetros
do observador (Figura 17). Uma vez que os observadores deveriam acomodar a visdo a um
ponto de fixacdo localizado dentro do estimulador Ganzfeld, a uma distancia de 30 cm, as
bordas dos estimulos ficavam extremamente “borradas”. Os experimentos 1 e 3 foram

realizados em uma sala escura.
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Figura 15. Configuracdo de estimulagéo espacial de estimulos circulares (superiores), full-field (FF) e estimulos
anelares (inferiores) utilizados no eletrorretinograma.
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Figura 16. Exemplo de placa de restri¢do visual demonstrando estimulo anelar AN10° (Fonte: dados da autora)
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Figura 17. Estimulador Ganzfeld com placa de restricdo de campo visual acoplada (Fonte: dados da autora)
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No segundo experimento, foram estudados os efeitos da luz dispersa. Neste
experimento, as placas de papel cartdo utilizadas apresentavam fundo branco, e os
experimentos foram realizados em uma sala iluminada.

No primeiro experimento, 0 ERG foi medido em cinco frequéncias temporais: 8, 12,
30, 36 e 48 Hz para cada tipo de cone (cone L e M). O tempo total de testes para cada sujeito
neste experimento correspondeu a 10 horas. Devido ao desconforto gerado pelo eletrodio e
pelos estimulos luminosos por um periodo prolongado, o experimento 1 foi realizado em
sessOes de 1 hora (em dias diferentes), correspondendo ao total de 10 sessdes para cada
sujeito.

No segundo e terceiro experimento, as frequéncias temporais utilizadas para
estimulacdo corresponderam respectivamente a 12 e 30 Hz e a 12 e 36 Hz, para cones L e M.
Cada um destes experimentos foi realizado em 4 sessdes de 1 hora (total de 4 horas/sujeito).

E necessario destacar que durante a realizagdo do eletrorretinograma, a ordem de realizagio
das frequéncias temporais, configuracdo espacial e tipo de cone foram selecionados
aleatoriamente. A ordem aleatdria de teste evita resultados que possam ser influenciados por

fatores como o cansaco do paciente ao final do teste.
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4.2.1.2. Registros de ERG

Registros

O eletrorretinograma foi realizado com o uso do sistema de registro eletrofisioldgico
RetiPort (Roland Consult, Stasche & Finger GmbH, Brandenburg a. d. Havel, Alemanha).

As respostas de eletrorretinograma foram registradas monocularmente. As pupilas
foram dilatadas com uma gota do colirio tropicamida a 0,5% (Pharma Stulln GmbH, Stulln,
Alemanha). Foi administrado colirio anestésico (Oxybuprocain hydrochloride 0,04%, Dr.
Mann Pharma, Berlim, Alemanha) apenas quando solicitado pelo observador.

Foi utilizado como eletrddio ativo um eletrédio do tipo DTL, o qual foi posicionado na
conjuntiva e fixado proximo aos cantos nasal e temporal do olho. Eletrodios de superficie
constituidos por pequenos discos de 10 mm de diametro folheados a ouro foram utilizados
como referéncia e terra. Estes eletrddios foram posicionados respectivamente no canto
temporal ipsolateral ao olho testado e na fronte (Figura 18), apds a esfoliacdo da pele com gel
abrasivo cutaneo (NuPrep, D.O. WEAVER & Company, Aurora, Colorado, EUA), com o
objetivo de reduzir a resisténcia elétrica. Uma pasta eletrolitica (Ten20, D.O. WEAVER &
Company, Aurora, Colorado, EUA) foi aplicada a face do eletrédio em contato com a pele,
para facilitar a conducao elétrica com o mesmo. Os valores de impedancia mantidos foram

inferiores a 5 KQ.
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Figura 18. Posicionamento dos eletrodios. A: Visdo Lateral. B: Viséo frontal. 1: Eletrddio terra. 2. Eletrédio de
referéncia. 3. Eletrodio ativo (DTL).
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As respostas de ERG foram obtidas a partir da média entre 80 e 160 varreduras, cada
uma com duracdo de 1 segundo. Para evitar artefatos de inicializagéo, o registro das respostas
comecou 2 segundos apos o inicio do estimulo. Os sinais foram amplificados e filtrados com

filtro passa-banda entre 1 e 300 Hz, sendo digitalizados em 1024 Hz.

Anélise

As respostas de amplitude (Amp(Fr)) e fase foram extraidas do componente
fundamental (1° harménico) e analisadas com a transformada rapida de Fourier (FFT),
utilizando o programa MATLAB R2011b (Mathworks, Massachusetts, EUA). A partir dos
resultados da FFT, a média das amplitudes das frequéncias vizinhas do primeiro harménico
(Amp (Fr+1) e Amp (Fr-1)) foram calculadas e definidas como ruido. Por exemplo, quando o
eletrorretinograma é medido com a frequéncia temporal de 12 Hz, o ruido corresponde a
média obtida entre as amplitudes de 11 e 13 Hz. Com isso, foram aceitos somente valores de
amplitude com a razdo entre sinal e ruido (Signal to noise ratio, SNR) superior a 2. A razdo

sinal-ruido é dada pela seguinte equacéo:

B Amp(Fr)
~ (Amp(Fr —1) + Amp(Fr +1))/2

SNR

As respostas de fase obtidas com a anlise de Fourier estdo dentro de um intervalo de
360°. Assim, a variacdo da fase absoluta pode corresponder a multiplos de 360°. Para definir
as fases absolutas das respostas de observadores diferentes, assumiu-se que elas ndo devem
variar em mais de 180°. Foi realizada a média aritmética das respostas de amplitude e
fase.

Além das respostas de amplitude e fase, também foram analisadas a razdo entre as
respostas de amplitude (razdo L/M) e a diferenca entre as respostas de fase obtidas para os

estimulos isolados de cones L e M.
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5. RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1

No experimento 1, as respostas de cones L e M ao eletrorretinograma foram medidas
em cinco frequéncias temporais, cada uma com 14 configuracdes espaciais de estimulacéo
(Figura 15).

Na Figura 19, séo apresentados os registros originais de apenas um sujeito, obtidos a
partir das respostas isoladas de cones L e M a estimulos com frequéncias temporais de 12 e 30
Hz, cada um deles com contrastes de cones de 10%. A figura demonstra o tipo de resposta ao
ERG medido com frequéncias temporais intermediarias (12 Hz) e altas (30 Hz) em um grupo
representativo com cinco, do total de quatorze configuracdes diferentes de frequéncia
espacial. Pode-se observar que as respostas ao estimulo de 12 Hz (coluna da esquerda) nédo
apresentam grande variacdo em funcdo da configuracdo espacial, como ocorre com as
respostas ao estimulo de 30 Hz (coluna da direita).

Enquanto as amplitudes observadas para as respostas isoladas de cones L sdo maiores
do que as amplitudes das respostas de cones M em frequéncias temporais altas
(particularmente para as respostas ao full-field [FF]), em 12 Hz, as diferencas entre as
amplitudes dos dois tipos de cone sdo menores. Nas respostas aos estimulos com frequéncias
temporais de 8 Hz, praticamente ndo foram observadas diferencas entre as respostas de cones
LeM.
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Figura 19. Registros originais de eletrorretinograma obtidos com estimulos isolados de cones L (linhas
continuas vermelhas) e cones M (linhas tracejadas verdes), ambos com contraste de cones de 10%, medidos em
um sujeito. S8o0 mostrados os registros de duas frequéncias temporais (12 e 30 Hz) em cinco configuracGes
espaciais diferentes (20°, 50°, FF, AN10°, AN50°).
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A media obtida entre os valores de amplitude dos quatro sujeitos que participaram do
experimento e a razdo de amplitude L/M obtida a partir dessas médias sdo apresentadas em
funcdo da configuracdo espacial de estimulacdo (Figura 20). Os dados sdo mostrados
separadamente para cada frequéncia temporal de estimula¢do. A SNR calculada variou entre
0,5 e 16, e dependeu: do sujeito, da frequéncia temporal e da configuragdo espacial. VValores
mais altos de razdo sinal-ruido foram obtidos com estimulacdo de 30 e 36 Hz, e com a
configuracdo do tipo full-field (FF). Ja para a configuracdo espacial de 10° na condicdo de
isolamento de cones M com frequéncia temporal de 48 Hz, a razdo sinal-ruido calculada
estava abaixo do limite minimo estabelecido (RSR < 2) nas respostas de todos os quatro

sujeitos. Por este motivo, a resposta a estas condi¢fes ndao foram incluidas nos resultados.
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Figura 20. Média dos valores de amplitude (graficos da esquerda) obtidos com o ERG para os cones L (circulos
vermelhos) e M (tridngulos verdes) em funcdo da configuracdo de estimulagdo, medidos em cinco frequéncias
temporais diferentes (escala linear). As barras de erro nos graficos da esquerda indicam o desvio padrdo. Média
da razdo L/M (graficos da direita) em escala logaritmica, estimada a partir das respostas de amplitude em cada
frequéncia temporal. As linhas vermelhas tracejadas indicam a raz&o L/M correspondendo & unidade.
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Como observado na Figura 20, as amplitudes das respostas a estimulos com
frequéncias temporais altas (30, 36 e 48 Hz) aumentaram de acordo com o aumento da &rea
estimulada. Isto é, quando aumentava o diametro da configuracdo espacial de estimulacéo
circular e reduzia o diametro do disco de ablagéo central do estimulo anelar. Deste modo, as
respostas de cones L ao FF foram consideravelmente maiores do que as respostas as outras
configuracOes espaciais. Contrastando com este resultado, as respostas de cones M ao FF
exibiram um aumento relativamente pequeno em comparacao as respostas obtidas com a
configuracao circular de 70°.

A partir de 30 Hz, as razdes de amplitude L/M reduziram com o0 aumento da
frequéncia temporal (Figura 20, gréaficos da direita) e foram proximas a unidade em estimulos
com 48 Hz, com exce¢do das respostas ao campo total. Por outro lado, houve reducdo nas
razdes L/M (se aproximaram da unidade) quando o ERG foi obtido com configuracdes
espaciais menores.

Com estimulagdo de 8 e 12 Hz, as médias das amplitudes de resposta de cones L e M
foram muito similares e ndo dependeram fortemente da configuracao espacial de estimulacgéo.
Consequentemente, as razbes L/M calculadas foram proximas a unidade para todas as
configuragbes espaciais. Portanto, os valores de amplitudes obtidos com frequéncias
temporais de 8 e 12 Hz, por um lado, e com frequéncias temporais altas pelo outro, exibem
caracteristicas diferentes. Estes achados estdo de acordo com estudos prévios (CHALLA et al,
2010; KREMERS; LINK, 2008; PARRY et al, 2012) que sugerem que as respostas ao ERG
medido com frequéncias temporais intermediarias e altas sejam governadas por dois
mecanismos distintos.

Para estudar a dependéncia da amplitude em relacdo ao tamanho do estimulo, os
logaritmos das amplitudes foram dispersos em funcéo do logaritmo do didmetro dos estimulos
circulares, excluindo as respostas ao campo total e aos estimulos anelares (Figura 21). Com
estimulacdo de 8 e 12 Hz, as amplitudes das respostas foram relativamente constantes. Este
resultado é surpreendente, pois sugere que a estimulacdo de apenas uma pequena area da
retina foi suficiente para produzir uma resposta maxima. Nas frequéncias temporais altas
(acima de 30 Hz), as amplitudes das respostas de cones L e M foram positivamente
correlacionadas com o tamanho do estimulo. As relagdes entre a amplitude e o tamanho da
estimulacdo para as respostas de cones L e M foram similares, mas ndo idénticas, sendo
aproximadamente lineares, com valores de R? ultrapassando 0,99. As inclinagdes da regressao

linear foram entre 1,1 e 1,6 log (uV)/log (diametro).
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Figura 21. Andlise de regressdo linear entre o logaritmo da amplitude e o logaritmo do didmetro de configuracdo
espacial de estimulacdo, para as respostas de cones L (circulos vermelhos) e M (tridngulos verdes) medidos com
cinco frequéncias temporais (8, 12, 30, 36 e 48 Hz). O coeficiente de determinacdo R? (superior — cone L,
inferior — cone M) e as equacfes da analise de regressdo (y = ax + b) (superior — cone L, inferior — cone M) sdo
mostrados para cada regresséo.
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A média das respostas de fase obtidas para cada uma das cinco frequéncias temporais
é mostrada em funcdo da configuracdo espacial de estimulacdo, na Figura 22 (gréficos da
esquerda). Pode-se observar que a fase apresentava-se adiantada a medida que aumentava a
area de estimulacdo, tanto em estimulos circulares, quanto em estimulos anelares. As
respostas ao estimulo FF foram consideravelmente adiantadas em fase em relagdo as outras
respostas, particularmente em frequéncias temporais altas.

Geralmente, as respostas de fase de cones L e M variaram de maneira similar em
funcdo da configuracdo de estimulacdo. Como resultado, as medias obtidas a partir das
diferengas de fase entre as respostas destes dois tipos de cone (Figura 22, graficos da direita)
foram relativamente independentes da configuracéo de estimulagdo. Em 12 Hz, a diferenca de
fase foi de aproximadamente 180°, indicando que cones L e M estdo operando de maneira
oponente entre eles. No entanto, a diferenca de fase torna-se menor a medida que a frequéncia
temporal aumenta, com valores de 170° para o estimulo de 30 Hz e de aproximadamente 100°
para 36 e 48 Hz. Isto sugere que as caracteristicas de oponéncia sdo perdidas com o aumento

da frequéncia temporal (Figura 22).
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Figura 22. Média dos valores de fase (graficos da esquerda) obtidos com o ERG para os cones L (circulos
vermelhos) e M (triangulos verdes) em funcdo da configuracdo de estimulagdo, medidos em cinco frequéncias
temporais diferentes (escala linear). As barras de erro nos graficos da esquerda indicam o desvio padrdo. Os
gréaficos da direita correspondem a média da diferenca de fase estimada a partir das respostas de fase de cones L
e M em cada frequéncia temporal.
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5.2 EXPERIMENTO 2

Os achados que demonstraram que as respostas de amplitude obtidas com frequéncias
temporais intermediarias foram amplamente independentes da configuracdo de estimulagéo
(Figuras 20 e 21) foram considerados surpreendentes. Em um estudo prévio (CHALLA et al,
2010), no qual o ERG foi medido com frequéncia temporal de 12 Hz, as respostas de
amplitude eram dependentes do tamanho do estimulo, embora a razdo L/M calculada para 12
e 30 Hz tenha sido similar em ambos os estudos.

No estudo de Challa e colaboradores (2010), um monitor CRT foi utilizado como
estimulador e a &rea que ndo foi estimulada apresentou a mesma lumindncia média do
estimulo. No experimento 1, o estimulo foi bloqueado por placas de papel cartdo na cor preta,
e as medidas de eletrorretinograma foram realizadas em uma sala escura. Foi, portanto
suposto, que talvez as respostas obtidas no experimento 1 fossem influenciadas pelo efeito de
espalhamento da luz. Embora ndo seja esperado que esse efeito atue apenas em frequéncias
temporais intermediarias, as medidas de eletrorretinograma foram repetidas com apenas um
sujeito para 12 e 30 Hz, usando placas iluminadas de papel cartdo com fundo branco para
suprimir o espalhamento da luz.

A comparacdo entre os resultados obtidos nos dois experimentos mostrou que 0S
valores de amplitude (Figura 23) e fase (Figura 24) de ambos dependeram de maneira similar
da configuracdo espacial de estimulacdo. Além disso, os valores de amplitude obtidos com o
fundo branco foram apenas ligeiramente menores do que aqueles obtidos com o fundo preto.
Isto foi observado nos resultados alcangados com ambas as frequéncias temporais (12 e 30
Hz). Isto demonstra que o espalhamento da luz provavelmente apresentou alguma influéncia
nas amplitudes absolutas de resposta, mas ndo na relacdo entre a amplitude e a configuracéo

espacial do estimulo.
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Figura 23. Comparacdo entre os valores de amplitude (escala linear) do ERG medido com fundo preto
(triangulos pretos) e fundo branco (circulos brancos) em frequéncias temporais de 12 e 30Hz. Os graficos da
porcdo superior e média correspondem aos valores de amplitude dos cones L (esquerda) e M (direita). Os
gréaficos da porc¢do inferior correspondem a razdo L/M (escala logaritmica) estimada a partir das respostas de
amplitude obtidas com 12 Hz (esquerda) e 30 Hz (direita). As linhas tracejadas indicam a razdo L/M
correspondendo a unidade.
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Figura 24. Comparacéo entre os valores de fase (escala linear) do ERG medido com fundo preto (tridngulos
pretos) e fundo branco (circulos brancos) em frequéncias temporais de 12 e 30 Hz. Os gréficos da porcao
superior e média correspondem aos valores de fase dos cones L (esquerda) e M (direita). Os graficos da por¢édo
inferior correspondem a diferenca de fase estimada a partir das respostas de fase de cones L e M a frequéncia
temporal. de 12 Hz (esquerda) e 30 Hz (direita).
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5.3 EXPERIMENTO 3

Este experimento foi realizado com 5 sujeitos, dos quais apenas um participou do
experimento 1. Nele, foram estudados os efeitos da cromaticidade média no ERG de cones L
e M, ja que foi encontrado em estudos anteriores que o estado de adaptacdo pode influenciar
fortemente os resultados (KREMERS; STEPIEN; SCHOLL; SAITO, 2003). Os experimentos
foram, portanto, repetidos usando a mesma luminancia média, mas variando a cromaticidade
média. Isto permitiu o emprego de uma forca de estimulacdo de maior intensidade (contraste
de 18% para os estimulos que isolam cones L e M), cuja cromaticidade de fundo apresentava
aspecto avermelhado, ao invés da cromaticidade de fundo branco utilizada no experimento 1.

Embora as amplitudes absolutas sejam maiores com o uso do fundo avermelhado
(provavelmente devido ao contraste de cones maior), a dependéncia entre a amplitude e a
configuracdo de estimulagdo observada entre as respostas para as duas cromaticidades de
fundo foi muito similar (Figura 25). As respostas de fase (Figura 26), também foram muito

similares.
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Figura 25. Comparacéo entre os valores de amplitude (escala linear) do ERG medido com cromaticidade média

branca (circulos brancos) e avermelhada (tridngulos rosa), em frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. Os gréficos

da porc¢do superior e média correspondem aos valores de amplitude dos cones L (esquerda) e M (direita). As

barras de erro indicam o desvio padrdo. Os gréaficos da porcdo inferior correspondem a razdo L/M estimada a

partir das respostas de amplitude obtidas com 12 Hz (esquerda) e 36 Hz (direita). As linhas vermelhas tracejadas

indicam a razdo L/M correspondendo a unidade.
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Figura 26. Comparacéo entre os valores de fase (escala linear) do ERG medido com cromaticidade média
branca (circulos brancos) e avermelhada (tridngulos rosa), em frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. Os gréaficos
da porcéo superior e média correspondem aos valores de fase dos cones L (esquerda) e M (direita). Os gréficos
da porc¢do inferior correspondem a diferenca de fase estimada a partir das respostas de fase de cones L e M
obtidas com frequéncia temporal. de 12 hz (esquerda) e 36 Hz (direita).
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6. DISCUSSAO

6.1 AS RESPOSTAS DE ELETRORRETINOGRAMA SAO MEDIADAS POR DOIS
MECANISMOS POS-RECEPTORAIS SEPARADOS

Neste estudo, a estimulagdo com tripla substituicéo silenciosa foi usada para investigar as
propriedades espaciais das respostas isoladas de cones L e M ao eletrorretinograma. Os
resultados indicaram que, em concordancia com dados prévios (KREMERS; LINK, 2008;
PARRY et al, 2012), a resposta ao eletrorretinograma € governada por dois mecanismos
diferentes.

Em frequéncias temporais altas (> 30 Hz), as amplitudes das respostas ao ERG foram
correlacionadas positivamente com a area de estimulacdo. As razdes entre as amplitudes de
cones L e M foram geralmente maiores que um, e aumentaram de acordo com o aumento da
area de estimulacdo. Por outro lado, em frequéncias temporais intermediarias (8 e 12 Hz), 0s
valores de amplitude foram aproximadamente constantes em todas as configuracdes de
estimulacdo usadas no experimento 1, com valores praticamente constantes de razdo L/M
(proximos a unidade).

Dados prévios sugerem que o0 ERG medido com frequéncias temporais altas reflete a
atividade da via de luminancia. Isto também concorda com outros estudos, nos quais foram
identificadas semelhangas nos resultados de razdo L/M e na variabilidade individual dos
participantes. Nestes estudos, foram registrados 0 ERG e testes psicofisicos, com frequéncias
temporais altas e usando o método de fotometria por flicker heterocromatico ou HFP
(Heterochromatic Flicker Photometry, HFP). Em ambos os testes, as sensibilidades espectrais
dos estimulos eram quase idénticas (funcédo de eficiéncia luminosa, V;) (JACOBS; DEEGAN,
1997; NEITZ; JACOBS, 1984).

Os dados apresentados aqui, confirmam que a média da razdo L/M em resposta a
estimulos com restricdo espacial é aproximadamente 2. Foi proposto que 0 ERG medido com
frequéncias temporais de 8 e 12 Hz reflete a atividade da via de oponéncia de cones L e M. As
células ganglionares retinianas de oponéncia de cones L e M podem responder fortemente a
estimulos de luminancia com frequéncias temporais altas, particularmente nas regides mais
periféricas da retina (SOLOMON et al, 2002). No entanto, a razdo L/M nas células
ganglionares retinianas, comportando-se com sinais de oponéncia de cones L e M ¢é
aproximadamente igual a unidade (SMITH et al, 1992). Esta razdo com valor aproximado a

um, foi também encontrada em testes de deteccdo de limiares psicofisicos de flicker, no
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entendimento de que esta deteccdo seja mediada pela via cromatica L-M (KREMERS et al,
2000; SMITH et al, 1992). De fato, também foi encontrada no presente estudo, uma razéo
L/M préxima a unidade.

Além disso, a diferenca de fase de aproximadamente 180° entre as respostas de cones L e
M ao eletrorretinograma, sugere processamento com oponéncia de cones. Contudo, em
frequéncias temporais altas, onde é proposto um mecanismo que reflete luminancia, a
diferenca de fase encontrada também ¢é alta. Do mesmo modo, para a diferenca de fase
absoluta, devem ser consideradas as laténcias aparentes dos sinais de cones L e M.

A laténcia aparente pode ser obtida a partir da inclinacdo da funcdo fase versus
frequéncia temporal. A amostra de frequéncias temporais utilizadas neste estudo é
demasiadamente discretizada para estimar a laténcia aparente. Em estudos prévios com
estimulos em FF, foi encontrado, que as laténcias aparentes dos sinais de ERG de cones L e
M sdo muito pequenas em frequéncias temporais intermediarias, enquanto existem diferencas
substanciais em frequéncias temporais altas (KOMMANAPALLLI et al, 2014), podendo causar
as grandes diferencas entre as respostas de fase no ERG de cones L e M em frequéncias

temporais altas.

6.2 DEPENDENCIA DAS RESPOSTAS DE ELETRORRETINOGRAMA EM RELACAO
A CONFIGURACAO ESPACIAL DE ESTIMULACAO

Os dados de amplitude obtidos com estimulos de 8 e 12 Hz sugerem que um estimulo
relativamente pequeno seria suficiente para produzir uma resposta maxima. Isto também foi
encontrado com um sistema de registro de ERG completamente diferente e com um
estimulador com quatro priméarias de LED diferente do utilizado neste estudo (MAGUIRE,
2012).

No presente estudo, as amplitudes das respostas foram menores apenas para estimulos de
10° (figura 20). Estes resultados contrastam com dados de estudos prévios (CHALLA et al,
2010), no qual a amplitude variou em funcdo da configuracdo espacial de estimulacdo. Esta
discrepancia ndo pode ser explicada pelo efeito de espalhamento da luz, como mostrado pelo
experimento 2. Além disso, o efeito de espalhamento da luz também influenciaria as respostas
a frequéncias temporais altas, o que nédo foi o caso. Uma possivel explicagdo para a diferenga
entre os resultados obtidos em ambos os estudos, € o uso de tipos diferentes de estimulador.

Challa e colaboradores (2010) realizaram registros de ERG com estimulos com

configuracOes espaciais diferentes, usando um monitor CRT como estimulador. Como este
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tipo de estimulador é composto por um conjunto de trés fosforos (vermelho, verde e azul), a
modulacdo de cones é limitada por uma sobreposicdo espectral destes fosforos, e por uma
luminancia restrita. Estas limitaces permitem apenas a técnica de dupla substituicdo
silenciosa (MURRAY; KREMERS; PARRY, 2008). Ainda, em contraste com os estimulos
fornecidos por um estimulador de LED, os estimulos apresentados em um estimulador CRT
ndo sdo puramente senoidais, e incluem uma subita elevacdo na excitagdo dos fosforos,
seguidos por uma fase de decaimento, podendo conter frequéncias mais elevadas, que podem
influenciar a resposta de ERG.

A diferenca chave entre o presente estudo e o estudo de Challa e colaboradores (2010),
estd no comportamento da resposta de cones M. Foi mostrada aqui, uma relagdo constante
entre as respostas de fase de cones L e M, de acordo com o aumento da configuracdo espacial
do estimulo, ao passo que o estudo com CRT exibiu respostas de fase constantes de cones L,
mas com alteracdes nas respostas de fase de cones M. Isto foi acompanhado por um aumento
marcante da razdo L/M, cujo tamanho fornece um peso maior a hipdtese de cancelamento de
sinal, que sera discutida a seguir. Em outro estudo, isto foi estabelecido através da
comparacdo entre as respostas obtidas com um estimulador CRT e um estimulador Ganzfeld,
nos mesmos sujeitos (MAGUIRE, 2012).

Neste estudo, as amplitudes das respostas obtidas com frequéncias temporais altas
dependeram do tamanho da estimulacéo. Nos estimulos circulares, com didametros entre 10° e
70°, as respostas de cones L e M aumentaram de maneira similar com o aumento do tamanho
do estimulo (resultando em uma razdo L/M constante). Este aumento pode ser descrito por
uma funcdo exponencial, com expoentes variando entre 1,1 e 1,3 (Figura 21).

Se a retina fosse completamente homogénea, e cada parte da mesma contribuisse de
maneira equilibrada para a resposta de ERG, poderia ser esperado que os valores de amplitude
fossem proporcionais a area de estimulacdo, com o quadrado do diametro, no qual, uma
inclinacdo com valor igual a dois poderia ser esperada. Uma inclinagdo menor sugere a
presenca de mudancas na densidade de cones dependente da excentricidade retiniana.
Possivelmente, outros fatores também poderiam contribuir para esta inclinacdo menor, como a
convergéncia de cones para as células bipolares.

Para estimulos maiores que 70° (excentricidades além de 35°), as respostas de ERG de
cones L e M a frequéncias temporais altas apresentaram caracteristicas diferentes: enquanto as
respostas de cones M aos estimulos full-field (FF) e de 70° apresentaram valores similares de

amplitude, as amplitudes das respostas de cones L foram substancialmente maiores para 0s
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estimulos full-field (FF). Estes achados sugerem que além de 35° de excentricidade, as
respostas de ERG s&o geradas em maior parte pela atividade de cones L.

Os resultados descritos no paragrafo anterior concordam com achados de outros estudos,
nos quais foram analisados dados de ERG multifocal (KUCHENBECKER et al, 2008) e com
expressdo de mRNA dependente da excentricidade (HAGSTROM; NEITZ J; NEITZ M,
1998, 2000). Estes estudos sugeriram que a por¢do mais periférica da retina é composta quase
exclusivamente por cones L. No entanto, em 48 Hz, as respostas de cones M ao ERG de
campo total foram maiores do que as respostas obtidas com outras configuracGes espaciais de
estimulagdo, indicando que os cones M n&o estdo completamente ausentes na periferia da

retina.

6.3 INTERACOES COMPLEXAS DE SINAIS EM FREQUENCIAS TEMPORAIS ALTAS

Trés aspectos dos dados apresentados neste estudo mostram que, mesmo dentro do
intervalo de frequéncias temporais altas ha uma influéncia complexa sobre as respostas de
ERG (Figura 20). Em primeiro lugar, as raz6es L/M para todas as configuracdes espaciais de
estimulacdo, exceto para o campo total, reduziram de aproximadamente dois, em 30 Hz, para
ligeiramente mais do que um, em 48 Hz.

Em segundo lugar, as diferencas entre as respostas ao full-field e as respostas as outras
configuracBes espaciais de estimulacdo aumentaram em funcdo da frequéncia temporal: a
resposta de cones L ao full-field em 30 Hz foi aproximadamente 1,5 vezes maior do que a
resposta ao estimulo de 70°, enquanto em 48 Hz, esta razdo foi de aproximadamente 4. Ja a
resposta de cones M ao ERG full-field em 30 Hz, foi ligeiramente menor do que a resposta ao
estimulo de 70°. Em 48 Hz, essa resposta foi mais do que duas vezes maior para o full-field
em comparacao com o estimulo de 70° (Figura 20). Estes resultados indicam que as respostas
de cones na porcdo mais periférica da retina podem ter propriedades temporais diferentes
quando comparadas a retina central.

Nas respostas ao ERG full-field, a soma entre os vetores destas respostas pode levar a
interacbes complicadas. Por exemplo, em 30 Hz, se as diferengas de fase das respostas de
cones M na retina central e periférica, medidas separadamente, forem maiores do que 90°, a
resposta combinada (FF) entre centro e periferia pode ser menor do que a resposta ao estimulo
de 70° devido a presenca de interagcGes destrutivas. Possivelmente, quando medidas
separadamente, as diferencas de fase das respostas s&o menores do que 90° em frequéncias

temporais altas, de modo que a interacao seja aditiva nessas frequéncias temporais.
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Em terceiro lugar, a configuracdo espacial de estimulacdo e a frequéncia temporal
possuem um efeito nas diferengas de fase entre as respostas de cones L e cones M para
estimulos diferentes (figura 22, graficos da direita). Provavelmente, esses trés efeitos sao
causados pelo mesmo mecanismo. Para testar esta proposi¢cdo sdo necessarios dados mais
detalhados, medidos em frequéncias temporais adicionais e mais configuracdes espaciais de

estimulagéo.



91

7. CONCLUSAO

A andlise dos valores de amplitude e razdo L/M das respostas eletrorretinogréficas em
frequéncias temporais intermediarias (8 e 12 Hz) e altas (30, 36 e 48 Hz) sugere que 0 ERG
medido nestas frequéncias temporais seja gerado por mecanismos pos-receptorais separados.
Estimulos com frequéncia temporal alta geram razdo L/M maior que um, aumentando de
acordo com a area de estimulacdo. Estas caracteristicas sdo semelhantes as propriedades da
via de processamento de luminancia.

Ja as respostas eletrorretinograficas a estimulos com frequéncias temporais
intermediérias apresentaram razdo L/M proxima a unidade e diferenca de fase de 180°. Estas
respostas indicam processamento com oponéncia entre os sinais de cone-L e cone-M,
caracteristica da via cromatica.

As respostas eletrorretinograficas obtidas com estimulacdo em frequéncias temporais
intermediérias ndo dependem da configuracdo espacial de estimulacdo. Sugere-se que a
estimulagdo com estas frequéncias temporais gerem respostas maximas mesmo quando
pequenas areas retinianas sdo estimuladas.

As amplitudes das respostas eletrorretinograficas geradas com estimulos em
frequéncias temporais altas depende da configuracdo espacial, ou seja, quanto maior o
tamanho do estimulo, maior serd a amplitude das respostas de cones L e cones M. As
amplitudes das respostas de cones-L, além de 35° de excentricidade retiniana excedem as
amplitudes de cones M, sugerindo que nas por¢oes mais periféricas da retina as respostas de
ERG sdo geradas predominantemente por cones L, porém sem excluir a participacdo de
cones-M.

A estimulacdo com frequéncias temporais altas gera uma interacdo complexa entre 0s
sinais eletrorretinograficos de cones-L e cones-M. Os resultados indicam que as respostas de
cones na por¢do mais periférica da retina podem ter propriedades temporais diferentes quando
comparadas a retina central.

Portanto, com a utilizacdo do método de tripla substituicdo silenciosa, é possivel estudar
as propriedades espaciais dos sinais de cones L e M dentro das respostas de ERG. Os dados
confirmam que as respostas de ERG podem refletir a atividade de duas vias pds-receptorais
diferentes.
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8. PRODUCAO CIENTIFICA

Os resultados obtidos a partir deste trabalho foram apresentados em congresso
internacional. O péster intitulado “The influence of stimulus size on L- and M-cone driven
electroretinograms” foi apresentado no encontro anual da associacdo para pesquisa em Visdo
e oftalmologia (The Association for research on vision and Ophtalmology — ARVO 2014 —
Annual Meeting), o qual foi realizado no periodo de 04 a 08 de maio de 2014, em Orlando,
Flérida, Estados Unidos. O resumo publicado nos anais do evento pode ser observado no
anexo 1.

A partir dos resultados deste estudo, também foi gerado o artigo intitulado “The
Spatial Properties of L- and M-Cone Inputs to Electroretinograms that Reflect
Different Types of Post-Receptoral Processing”. O artigo foi publicado no periddico

indexado “PLOS ONE”, o qual possui fator de impacto Journal citation report (JCR) igual a
3.534, correspondendo a Qualis A2 da CAPES. O artigo pode ser observado no anexo 2.
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APENDICE 1 - FICHA DE ANAMNESE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE NEUROLOGIA TROPICAL

Av. Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal — Belém/PA

Anamnese
Data:
1 Identificacdo
Nome:
Sexo: F( ) M() Idade: Fone:

Endereco residencial:

Escolaridade:

Profisséo atual:

Profisséo anterior:

Habitos (ha& quanto tempo? Quantidade diaria? Parou ha quanto tempo?)
Tabaco:
Alcool:
Drogas:

2 Historico Médico

Doencas sistémicas e medicamentos em uso (tempo de diagndstico):

Doencas oculares (antecedentes pessoais): Cegueira? Glaucoma? Infec¢des?

Doencas oculares (antecedentes familiares): Cegueira? Glaucoma? Infecgdes?

102



103

Faz uso de colirios? Ha quanto tempo? Dose diaria?

Doencas neuroldgicas (Epilepsia):

Cirurgias Oculares (refrativas, retina, acidentes, catarata):

11 Conclusoes:
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APENDICE 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
LABORATORIO DE NEUROLOGIA TROPICAL
Av. Generalissimo Deodoro, 92 — Umarizal — Belém/PA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Propriedades espaciais das respostas isoladas de cones L e M ao eletrorretinograma:
implicagOes sobre a atividade das vias visuais paralelas.
Responséavel: Mellina Monteiro Jacob

O Eletrorretinograma é um exame que avalia o funcionamento das células da retina. Serdo avaliados neste
trabalho pessoas sem problemas visuais, para estudar a distribuicdo espacial das respostas isoladas de
fotorreceptores cones L e M ao eletrorretinograma, refletindo a atividade sugestiva de duas vias pés-receptorais
durante a utilizacdo do método de tripla substituicdo silenciosa em diferentes excentricidades da retina, usando
uma técnica ndo invasiva, o ERG, em humanos.

Os participantes da pesquisa realizardo o exame Eletrorretinograma, sendo esclarecidos sobre os métodos
utilizados, assim como sobre os riscos e beneficios. Durante a realizagcdo da pesquisa, 0s voluntarios poderdo sentir
algum desconforto apds a colocagdo do eletrddio (um tipo de fio condutor que vai captar a informacéo do olho para o
computador). Para evitar tal desconforto o voluntario podera solicitar a aplicacdo de colirio anestésico. O fio condutor
poderd ser retirado em qualquer momento que o voluntario desejar, sem insisténcia por parte dos pesquisadores para o
seu reposicionamento. O posicionamento do fio condutor no olho ndo causara dor ou qualquer tipo de ferimento. Os
voluntérios também podem sentir algum desconforto em terem que se deslocar para o local de realizacdo do exame,
podendo faltar ao trabalho. Para diminuir este problema, os pesquisadores garantem atestado médico de oftalmologista
para justificar as faltas ao trabalho.

O beneficio que os participantes terdo com a pesquisa € o de passarem por avaliacdo detalhada da visdo ndo
necessitando realizar nenhum tipo de pagamento para isso. Enquanto que a ciéncia tera como vantagem o ganho de um
modelo confidvel de funcionamento dos diferentes tipos de cone, contribuindo para o conhecimento de como funciona
0 sistema visual. Este estudo destina-se a pesquisa. A identidade dos participantes sera mantida em sigilo.

A participagdo neste estudo sera voluntaria, ndo sendo realizado nenhum tipo de pagamento em dinheiro, o
que significa que nenhuma recompensa sera dada, € que nenhum voluntério sera obrigado a participar, tendo total
liberdade de recusar a participagdo na pesquisa ou de deixar de participar durante a sua realizacdo, sem dar maiores
explicagBes aos pesquisadores, ou serem questionados quanto as causas da desisténcia.

Assinatura do Orientador Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Bruno Duarte Gomes Nome: Mellina Monteiro Jacob
End: Av. Generalissimo Deodoro n® 92 End: Av. Generalissimo Deodoro n° 92
Fone: 3201-6819 Fone: 3201-6819

Reg.Conselho: 99152-F

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o contetdo
da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da
pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, /[

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do responsavel
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ANEXO 1: RESUMO DO TRABALHO “THE INFLUENCE OF STIMULUS SIZE ON
L- AND M-CONE DRIVEN ELECTRORETINOGRAMS” PUBLICADO NOS ANAIS
DO EVENTO “THE ASSOCIATION FOR RESEARCH ON VISION AND
OPHTALMOLOGY - ARVO 2014 - ANNUAL MEETING”
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Abstract

We studied the spatial arrangement of L- and M-cone driven electroretinograms (ERGs) re-
flecting the activity of magno- and parvocellular pathways. L- and M-cone isolating sine
wave stimuli were created with a four primary LED stimulator using triple silent substitution
paradigms. Temporal frequencies were 8 and 12 Hz, to reflect cone opponent activity, and
30, 36 and 48 Hz to reflect luminance activity. The responses were measured for full-field
stimuli and for different circular and annular stimuli. The ERG data confirm the presence of
two different mechanisms at intermediate and high temporal frequencies. The responses
measured at high temporal frequencies strongly depended upon spatial stimulus configura-
tion. In the full-field conditions, the L-cone driven responses were substantially larger than
the full-field M-cone driven responses and also than the L-cone driven responses with
smaller stimuli. The M-cone driven responses at full-field and with 70° diameter stimuli dis-
played similar amplitudes. The L- and M-cone driven responses measured at 8 and 12 Hz
were of similar amplitude and approximately in counter-phase. The amplitudes were con-
stant for most stimulus configurations. The results indicate that, when the ERG reflects lumi-
nance activity, it is positively correlated with stimulus size. Beyond 35° retinal eccentricity,
the retina mainly contains L-cones. Small stimuli are sufficient to obtain maximal ERGs at
low temporal frequencies where the ERGs are also sensitive to cone-opponent processing.

Introduction

There is increasing evidence that flicker electroretinograms (ERGs) to stimuli containing lumi-
nance and red-green chromatic information are governed by two mechanisms that probably

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121218 March 18, 2015
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and analysis, decision to publish, or preparation of reflect the activity of the magno- and parvocellular retino-geniculate-cortical pathways [1 3].
the manuscript At high temporal frequencies (>>30 Hz), the ERG has properties that resemble those of the
Competing Interests: The authors have declared magnocellular-based luminance pathway. At intermediate frequencies (8 12 Hz), the ERG has
that no competing interests exist. properties that are reminiscent of those of the red-green chromatic channel based on activity of

the parvocellular pathway.

L- and M-cone isolating stimuli contain luminance and red-green chromatic information
and thus can be used to study cone input to the two post-receptoral pathways. For instance, the
relative strengths of signals driven by the long (L-) and middle (M-) wavelength sensitive cones
in the two channels can be estimated [4,5]. It was found that the L- to M-cone response ratio is
variable between individuals but generally larger than unity in ERGs at high temporal frequen-
cies, corresponding to psychophysical findings relating to the luminance channel [5]. This L/M
ratio is further correlated with the ratio of L- to M-cone numbers [6] and of L- to M-cone
photopigment density [5]. In contrast, the L/M response ratio is close to unity in the red-green
chromatic channel and in the 12 Hz flicker ERG.

Isolation of the responses of single photoreceptor types can be achieved by the silent substi-
tution technique [7 9]. The amount of hyperpolarization of the photoreceptors after a photoi-
somerization is always the same and does not depend on the wavelength of the absorbed
photon (this is the so-called principle of univariance). As a result, a stimulus will not alter the
excitation of a photoreceptor type (and thus issilent) when the number of photoisomariza-
tions does not change. The number of isomerizations can be calculated if the fundamentals of
the photoreceptors (their absorption spectra corrected for preretinal absorption) and the emis-
sion spectra of the primaries (light sources) in the stimulus are known. The number of photore-
ceptor types that can be stimulated independently by a stimulus equals the number of
primaries with independent spectra.

The distribution of L- and M-cones has been studied using various techniques, Adaptive op-
tics have revealed the pattern of L- and M-cone distribution in the central retina [10]. Gene ex-
pression, measured by cone pigment messenger RNA (mRNA), may give a reliable estimate of
the L- and M-cone distribution also at larger eccentricities because M and L cones produce
equal amount of mRNA. Thus, it is possible to analyze the differences in cone distribution be-
tween central and peripheral retina. It has been observed that the L-/M-mRNA ratio increases
with increasing eccentricity [11 13].

ERG data can reveal similar eccentricity dependent changes in the ratios of L- to M-cone
driven signals. Using custom-built equipment for wide-field multifocal ERG recordings with
red and green LEDs as light sources, Kuchenbecker and colleagues [14], reported a large in-
crease in the relative sensitivity to red light compared to green light in the far peripheral retina,
suggesting an increase in L/M ratio with increasing eccentricity.

Challa and colleagues [15], used the double silent substitution method to investigate L- and
M-cone driven ERG responses to flickering stimuli at two different temporal frequencies (12
and 30 Hz) and for different spatial stimulus configurations. Double silent substitution meant
that, in addition to the cone type under examination, they could not fully control an additional
S-cone contribution, although asserted that this would have a negligible impact. Their results
showed that at 12 Hz the L/M cone ratio was about unity for all stimuli. At 30 Hz the L/M ratio
strongly depended on stimulus size, implying that the relative input strengths of the L- and M-
cones to the non-opponent mechanism change with retinal eccentricity [confirming earlier
data [4]].

However, for complete isolation of the L- or M-cone responses, triple silent substitution is
necessary (so that three photoreceptor types are silenced leaving only the fourth photoreceptor
type-either the L- or the M-cones- to respond) which is only possible with stimulators having
at least four independent primaries [16]. This assumes that responses of intrinsically responsive
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retinal ganglion cells that contain melanopsin do not contribute to the ERG. Full isolation
could not be achieved in previous electrophysiological experiments using CRT screens [1,15]
or two-primary LED stimulators [14]. In previous experiments, the triple silent substitution
method was verified in dichromats, who lack either L- or M-cones [17 20]. Another disadvan-
tage of the previous methods was that full field stimulation (stimulation of the complete retina)
could not be achieved. It was therefore not possible to study the spatial arrangement of the L-
and M-cone driven signals in the far periphery (beyond about 50°).

The aim of the present study was to examine in detail the spatial distribution of L- and M-
cone driven responses in ERGs reflecting activity of the two post-receptoral (presumably mag-
nocellular and parvocellular) pathways while using the triple silent substitution paradigm and
including conditions wherein far peripheral cones were stimulated so L- and M-cone driven
ERG signals can be studied for the complete retina. To be able to do this, we used a Ganzfeld
bowl with four differently colored LED arrays as a stimulator.

The results confirm the presence of two separate mechanisms that mediate ERG responses.
At high temporal frequencies (>>30 Hz), the response amplitude is positively correlated with
stimulus area. At intermediate temporal frequencies (8 and 12 Hz) the responses are already
maximal for a relatively small stimulus area.

Materials and Methods
Subjects

In total, 8 subjects participated in the experiments. Three experimental procedures were em-
ployed (see below). The main experiment (Experiment 1) was conducted with four subjects
(three males and one female, aged between 28 and 53 years). In Experiment 2 one female sub-
ject (age 28 years) participated. In Experiment 3, five male observers, ranging in age between
29 and 54 years participated. All observers were healthy and underwent an ophthalmological
evaluation to exclude the presence of any retinal disorders. All had normal color vision as es-
tablished with the Farnsworth Munsell D-15 color arrangement test and the HMC anomalo-
scope (Oculus Optikgerite GmbH, Wetzlar, Germany). All subjects signed an informed
consent prior to the experiments, which followed the tenets of the Declaration of Helsinki. The
protocol was approved by the local institutional ethics committee (medical faculty of the Uni-
versity Erlangen-Niirnberg) on human experimentation.

Visual stimulation

The visual stimuli were generated by a RETIport system (Roland Consult Stasche & Finger
GmbH, Brandenburg a. d. Havel, Germany) presented using a Ganzfeld bowl (Q450SC; Roland
Consult), containing six arrays of differently colored light-emitting diodes (LEDs), which were
independently driven by the RETIport system. For the current experiment, we used four nar-
row band LEDs: green, orange, blue, and red. Stimuli were sine-wave modulations of the lumi-
nance output of each of the LEDs. The responses were measured for 14 different spatial
stimulus configurations: one full-field stimulus, seven circular stimuli varying in size between
10° and 70° in 10° steps, and six annular stimuli with 70° outer diameter and inner diameters
between 10° and 60° varying in 10° steps (seeFig. 1). The spatial configurations were created by
black cardboard field stops that were positioned 3 cm from the observer. Since the observers
accommodated on a fixation spot at about 30 cm distance, the edges of the field stops were ex-
tremely blurred. The experiments were performed in a dark room. In Experiment 2, the effects
of stray light were studied. In that experiment, we used white card board that was illuminated
and the experiments were performed under normal room lighting,

PLOS ONE | DOIL:10.1371/journal.pone.0121218 March 18, 2015 3/15
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Fig 1. Spatial stimulus configuration of circular and annular stimuli used for ERG recordings.

doi:10.1371/journal.pone.0121218.g001

In all experiments, L- and M- cone isolating sine-wave stimuli were created using triple si-
lent substitution [7 9]. In Experiments 1 and 2, the mean luminance was 284 cd/ m®. The mean
chromaticity was white with CIE1931 coordinates: x = 0.3531, y = 0.3181. The luminance for
each LED array was: 124 cd/m” green (523 nm, CIE1931: x = 0.2016, y = 0.7371), 67 cd/m’ or-
ange (594 nm, CIE1931: x = 0.5753, y = 0.4240), 44 cd/m” blue (469 nm, CIE1931: x = 0.1255,
y =0.0926), and 49 ¢d/m? red (638 nm, CIE1931: x = 0.6957, y = 0.2966). In Experiment 3,
the mean luminance was also 284 cd/m” (red, orange, green, and blue LEDs: 80, 160, 40, and
4 cd/m” respectively) but with a reddish mean chromaticity (CIE1931 coordinates: x = 0.5951,
y =0.3857).

In Experiments 1 and 2, the cone contrast was 10%. The contrast in the silenced photore-
ceptors was 0%, except for the M-cone isolating condition where S- cone contrast was-2% and
rod contrast was 2% (the minus sign indicates a counter-phase modulation whereas a positive
sign indicates in-phase modulation). We were forced to allow this small S- cone and rod modu-
lation to ensure that a 10% M-cone modulation was possible. In previous experiments [17], we
found that the response amplitudes of 5-cone- and rod-driven responses were substantially
smaller than M-cone driven responses even if the S- cone- and rod-contrasts were substantially
higher than the M-cone contrast. The small rod and S-cone modulation in theM-cone isolat-
ing condition will therefore result in negligible S-cone- and rod-driven responses. In Experi-
ment 3, pure L- and M-cone isolating conditions, each with 18% cone contrast and 0% contrast
in the silenced photoreceptors, were used.

In Experiment 1, the measurements were performed at five temporal frequencies: 8, 12, 30,
36 and 48 Hz. In Experiment 2, we used 12 and 30 Hz stimuli. In Experiment 3, we used 12 and
36 Hz stimuli.

ERG recording

Electroretinographic recordings were acquired using the RETIport system (Roland Consult).
They were recorded monocularly from either the right or left eye. The pupils were dilated with
a drop of 0.5% tropicamide (Pharma Stulln GmbH, Stulln, Germany). Anesthetic eye drops of
oxybuprocain hydrochloride 0.04% (Dr. Mann Pharma, Berlin, Germany) were administered
when requested by the observer. A corneal fiber (DTL) electrode, placed over the lower con-
junctiva and attached close to the inner and outer cantus, was used as active electrode. Gold
cup electrodes were placed on the forehead and the ipsilateral temple and used as ground and

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0121218 March 18, 2015 4/15
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reference electrodes respectively. Gold cup electrodes were positioned with an electrode paste
(DO Weaver & Company, Aurora, Colorado, USA), after the skin was cleaned with Nuprep
abrasive skin preparing gel (DO Weaver & Company). Impedances were generally below 5 k(.
ERGs were averaged from between 80 and 160 epochs each lasting one second. To avoid
onset artifacts, the recordings commenced 2 sec after start of the stimulus. The signals were
amplified and band-pass filtered between 1 and 300 Hz and they were digitized at 1024 Hz.

Analysis

The ERG responses were Fourier analyzed (using FFT) with custom written programs in
MATLAB R2011b (Mathworks, Massachusetts, USA). Amplitudes (amp(Fr)) and phases of the
first (fundamental) harmonic components were extracted. From the FFTs, the average of com-
ponent amplitudes at the stimulus frequency +1 Hz and-1 Hz (Amp (Fr+1)andAmp (Fr-1);

e.g. with 12 Hz stimuli, these were the components at 11 Hz and 13 Hz) were calculated and de-
fined as the noise in the concerning experiments. The signal-to-noise ratio SNR is given by:

SNR AmpFr/ AmpFr=1  AmpFr 1 /2 1

Signals were accepted for further analysis when the SNR was larger than 2.

The Fourier analysis returns phases within a 360° range. Thus, the absolute phase can differ
by multiples of 360°. To set the absolute phases of responses from different subjects we as-
sumed that they did not differ more than 180°. Amplitudes and phases were
averaged arithmetically.

Results
Experiment 1

In Experiment 1, the L- and M-cone driven ERGs were measured at five temporal frequencies
with the 14 spatial stimulus configurations (seeFig. 1), from four subjects. Original recordings,
measured in one subject, obtained with 12 Hz and 30 Hz L- and M- cone isolating stimuli, each
at 10% cone contrast, are shown inFig. 2. The figure shows the responses for a representative
set of five spatial stimulus configurations. The results of the responses to the remaining spatial
configurations are not shown for clarity. It can be observed that the responses to 12 Hz stimuli
(left column) do not change as strongly with spatial stimulus configuration as the 30 Hz re-
sponses (right column).

‘While the amplitude of the L- cone driven responses is larger than those of the M-cone driv-
en responses at high temporal frequencies (and particularly for the full field [FF] responses),
the amplitude differences are smaller at 12 Hz. At 8 Hz almost no amplitude differences
were observed.

The averaged amplitudes and L/M amplitude ratio data from the four subjects who partici-
pated in this experiment are displayed inFig. 3as a function of spatial stimulus configuration.
The data are shown separately for each temporal frequency. The SNR varied between about 16
and 0.5 and depended on subject, temporal frequency and spatial configuration, The SNR was
large for the 30 and 36 Hz stimuli and the FF conditions. The SNR for the 10°, 48 Hz M-cone
isolating condition was below the criterion of 2 for all four subjects and these data therefore
were not included.

At high temporal frequencies (30, 36 and 48 Hz), the response amplitudes increased with in-
creasing stimulus area (i.e. with increasing diameter of the circular stimuli and decreasing di-
ameter of the central ablation of the annular stimuli). The FF L-cone driven responses were
considerably larger than those to the other stimuli. In contrast, the FF M-cone driven responses
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Fig 2. Original ERG traces.Original ERG traces for L- (10% cone contrast, dark red traces) and M- cone
(10% cone contrast, green dashed traces) isolating stimuli, measured in one subject. The responses from two
temporal frequencies (500 ms excerpts at 12 Hz and 200 ms excerpts at 36 Hz) and five different spatial
configurations (20°, 50°, FF, AN10°, AN50°) are shown.

doi:10.1371/journal.pone.0121218.9002

exhibited relatively smaller increases compared to those obtained with the 70 stimuli. The am-
plitude ratios decreased with increasing temporal frequency (Fig. 3; right plots) and were closer
to unity for the 48 Hz stimuli, except for the FF responses. The L/M amplitude ratios decreased
(and approached unity) when the ERGs were measured with smaller stimuli.

At 8 and 12 Hz, the averaged amplitudes of L- and M-cone driven responses were very simi-
lar and did not depend strongly on spatial stimulus configuration. As a result, the L/M ratios
were close to unity for all stimulus configurations. In conclusion, the ERG amplitudes mea-
sured at 8 and 12 Hz, on the one hand, and at high temporal frequencies on the other, display
distinctly different characteristics. This finding is in agreement with previous data [1 3,15]
that demonstrate the ERGs at intermediate and high temporal frequencies are governed by two
distinct mechanisms.

To study the dependency of amplitude on stimulus size in more detail, we plotted them as a
function of the circular stimulus diameter (i.e. excluding the responses to FF and the annular
stimuli; seeFig. 4) using double logarithmic scaling. At 8 and 12 Hz, the response amplitudes
were relatively constant. This result is surprising because it suggests that only a small retinal
area when stimulated was sufficient to elicit a maximal response. At high temporal frequencies
(30 Hz and above), the L- and M-cone driven response amplitudes were positively correlated
with stimulus size. The relationship between amplitude and stimulus size was similar, but not
identical, for L- and M-cone driven responses and was approximately linear in the double loga-
rithmic plot with 1 values exceeding 0.92. The slopes of the linear regression were between 1.1
and 1.6 log(uV)/log(deg).

The averaged response phase obtained for each of the five temporal frequencies is shown as
a function of spatial stimulus configuration in the left plots ofFig. 5. The responses were phase
advanced when stimulus area increased for both circular and annular stimuli. The responses to
full field stimuli were considerably phase advanced relative to the other responses. This was
particularly the case at high temporal frequencies. Overall, the phases of L- and M-cone driven
responses varied in a similar manner as a function of stimulus configuration. As a result, the
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averaged phase differences between the two (Fig. 5Sright plots) were relatively independent of
stimulus configuration. At 12 Hz, the phase difference was close to 180°, indicating that the L-
and M-cones are operating in an opponent fashion. The phase differences were about 170° at

30 He stimuli and about 100° at 36 and 48 Hz.

Experiment 2

The finding that the response amplitudes obtained at low temporal frequencies were largely in-
dependent of stimulus configuration (Figs.3and4) was surprising. In a previous study [15],
size dependent response amplitudes were found also at 12 Hz, even though the L/M ratios,
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measured at 12 and 30 Hz, were similar as in the present study. In the previous study, a CRT
screen was used as stimulator and the non-stimulated area had the same mean luminance as
the stimulus. In Experiment 1, the stimulus was blocked by black cardboard and the measure-
ments were performed in a darkened room. Therefore the ERG responses obtained in Experi-
ment 1 were possibly influenced by stray light. Although stray light would not be expected to
have an effect only at low temporal frequencies, we repeated the 12 and 30 Hz measurements
in one subject using illuminated white cardboard as field stops to suppress stray light.

The comparison between amplitude values from both experiments showed that amplitudes
and phases obtained in the two experiments depended in a similar manner on spatial stimulus
configuration (S1 Fig. andS2 Fig). The amplitudes acquired with the white surround were only
slightly smaller than those obtained with a black surround. This was observed for both tempo-
ral frequencies. In conclusion, stray light probably had an influence on absolute response am-
plitudes but not on the relationship between amplitude and spatial stimulus configuration.

Experiment 3

We also studied the effects of mean chromaticity because it was previously found that state of
adaptation may strongly influence the results [21]. We therefore repeated the experiments
using the same mean luminance but a different mean chromaticity. This allowed us to use larg-
er stimulus strengths (18% cone contrast for L- and M-cone isolating stimuli). With the excep-
tion of one subject, the subjects that participated in this experiment did not participate in the
main experiment. Although the absolute amplitudes were larger with the reddish background
(probably caused by the larger cone contrast) the dependency of amplitude on stimulus config-
uration was very similar with the two backgrounds. The response phases also were very similar
with the two backgrounds (3 Fig. andS4 Fig.).

Discussion
Two separate post-receptoral mechanisms mediate ERG responses

In this study, triple silent substitution stimulation was used to investigate the spatial properties
of L- and M-cone driven ERGs responses. The results indicate that, in agreement with previous
data [1 3], two different mechanisms govern the ERG response. At high temporal frequencies
(>>30 Hz), the response amplitude was positively correlated with stimulus area. The L/M re-
sponse amplitude ratio was generally larger than one and increases with increasing stimuli size.
In contrast, at intermediate temporal frequencies (8 and 12 Hz), the amplitudes were nearly
constant for all stimulus configurations used in the present experiment and the L/M ratios
were constant at about unity.

Previous data suggested that the ERGs at high temporal frequencies reflect activity of the lu-
minance pathway. This is also in agreement with the notion that ERG and psychophysical mea-
surements performed at high temporal frequency using heterochromatic flicker photometry
results in nearly identical spectral sensitivities (the luminous efficiency function; V) with simi-
lar L/M ratios and with similar inter-individual variability [22 25]. The present data confirm
that the average L/M ratio for spatially restricted stimuli is about two. It was proposed that the
ERGs measured at 8 and 12 Hz reflect activity of the L-M cone opponent pathway. L-M cone
opponent retinal ganglion cells can respond strongly to high temporal frequency luminance sti-
muli particularly in the far periphery [26]. However, the L/M ratio in in retinal ganglion cells
bearing L-M cone opponent signals is about unity [27]. A ratio of about unity was also found
for psychophysical flicker detection thresholds provided the L-M- chromatic pathway mediat-
ed the detection [5,27]. Indeed we also found an L/M ratio close to unity in the present study.
Furthermore, the phase difference of about 180° between L- and M-cone driven responses
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suggest cone opponent processing. However, at higher temporal frequencies, where a lumi-
nance reflecting mechanism is proposed, the phase difference is also large. In addition to the
absolute phase difference, the apparent latencies of L- and M-cone driven signals should be
taken into account. The apparent latency can be obtained from the slope of the phase vs tempo-
ral frequency function. Our sampling of temporal frequencies is too coarse to estimate the ap-
parent latencies. In a previous study with FF stimuli it was found that the apparent latencies of
L- and M-cone driven ERG signals are very small at intermediate temporal frequencies whereas
there are substantial differences at high temporal frequencies [18] and may cause the large dif-
ferences between L- and M-cone driven phases at high temporal frequencies.

The fundamental components of the ERG responses to full field sinusoidal luminance sti-
muli display a minimum for temporal frequencies around 10 Hz [28 31]. Possibly, this mini-
mum in the luminance response provides the possibility to study L-M opponent signals in the
ERG. The minimum has been explained by linear interaction between ON and OFF responses
[31]. However, the minimum in the fundamental component in luminance responses is accom-
panied by a maximum in the second harmonic component that cannot be explained by a sim-
ple linear model. We therefore offered an alternative model on the basis of two independent
ERG mechanisms [29]. It is unclear whether the two mechanisms in the luminance responses
correspond to those in the responses to cone isolating stimuli.

Dependency of ERG responses on spatial stimulus configuration

The amplitude data obtained at 8 and 12 Hz suggest that a relatively small stimulus is enough
to elicit a maximal response. This was also found with a completely different ERG recordings
setup with a different four primary LED stimulator [32]. The response amplitudes were smaller
only for a 10° stimulus (Fig. 3). These results are in contrast with the data of a previous study
[15], in which the amplitude varied as a function of the spatial configurations of the stimuli.
The discrepancy cannot be explained by the effect of the stray light, as was shown by Experi-
ment 2. Furthermore, stray light effects would also influence the high temporal frequencies re-
sponses. A possible explanation for the differences in the results between both studies is the use
of different types of stimulators. Challa and colleagues [15] have measured ERGs in different
spatial stimuli configuration, using a CRT screen as stimulator. As this type of stimulator is
composed of three phosphors (red, green, and blue), the cone modulation is limited by a spec-
tral overlap of these phosphors and by a restricted luminance. These limitations allow only a
double silent substitution technique [33]. Furthermore, in contrast to stimuli provided with an
LED stimulator, CRT stimuli are not purely sinusoidal and include a sudden rise of the excited
phosphors followed by a decay phase and thus contain higher frequencies which may influence
the ERG response. The key difference between the present study and that of Challa and col-
leagues [15] is in the behavior of the M-cone response. We show a constant relationship be-
tween L and M cone phase as stimulus size increases, whilst the CRT study exhibited constant
L-cone phases but a change in M-cone phase. This was accompanied by a marked increase in
L/M ratio with size and lends weight to the signal cancellation hypothesis, which we discuss
below. In a parallel study we established this by comparing CRT and ganzfeld responses in the
same subjects [32].

The response amplitudes obtained at high temporal frequencies depended on stimulus size.
For circular stimuli with diameters between 10° and 70°, the L- and M-cone driven responses
increased with increasing stimulus size in a similar manner (resulting in a constant L/M ratio)
and could be described by an exponential function with an exponent of between 1.1 and 1.3
(Fig. 4). If the retina was completely homogeneous and every part of the retina would contrib-
ute equally to the ERG response, the ERG amplitude could be expected to be proportional to
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stimulus area and thus with the square of diameter in which case a slope of two can be ex-
pected. The smaller slope suggests the presence of retinal eccentricity dependent changes in
cone densities and possibly other factors such as cone to bipolar cell convergence.

For stimuli larger than 70° (i.e. for eccentricities beyond 35°) the high temporal frequency
L- and M-cone driven responses had different characteristics: whereas M-cone driven re-
sponses with FF and 70° diameter stimuli had similar amplitudes, L-cone driven responses
were substantially larger for FF stimuli. This finding suggests that beyond 35° eccentricity,
ERG responses are largely generated by L-cone activity. This is in agreement with previous
multifocal ERG data [14] and with eccentricity dependent mRNA expression [12,13] suggest-
ing that L-cones are almost exclusively present in the far periphery. However, as discussed in
the next paragraph, FF M-cone driven responses were larger than those obtained with other
stimulus configurations at 48 Hz, indicating that M-cones are not completely absent in the
far periphery.

Complex signal interactions at high temporal frequencies

Three aspects of the present data show that even within the high frequency range temporal fre-
quency has a complex influence on the ERG responses (Fig. 3). Firstly, the L/M ratios for all
but the FF stimuli decreased from about two at 30 Hz to slightly more than one at 48 Hz. Sec-
ondly, the difference between FF responses and those at other stimulus configurations in-
creased with increasing temporal frequency: the 30 Hz L-cone driven FF responses were about
1.5 times larger than the 70° responses, whereas at 48 Hz this ratio was about four. M-cone
driven FF responses at 30 Hz were slightly smaller than those to 70° stimuli. At 48 Hz, they
were more than a factor of two larger (seeFig. 3). These results indicate that cone driven re-
sponses in the far periphery may have different temporal properties compared to central re-
sponses. In FF responses, the vector summation of these responses may lead to complicated
interactions. For instance, if central and peripheral M-cone driven responses are more than
90° apart at 30 Hz than the combined (FF) response may be smaller than the 70° response be-
cause of destructive interactions. Possibly, they are less than 90° apart at higher temporal fre-
quencies, so that the interaction is additive at these temporal frequencies. Thirdly, stimulus
configuration and temporal frequency have an effect on the phase differences between L- and
M-cone driven responses for different stimuli (Fig. 5, right plots). Possibly, the three effects are
caused by the same mechanism. To test this proposal more detailed data at additional temporal
frequencies and stimulus configurations are needed.

Conclusion

In conclusion, using triple silent substitution, it is possible to study the spatial properties of L-
and M-cone driven ERG signals into ERGs. The data confirm that ERGs reflect the activity of
two different post-receptoral pathways.

Supporting Information

$1 Fig. Amplitude results of Experiment 2.Comparison between 12 and 30 Hz ERG ampli-
tudes measured with black (black triangles) and white surround (open circles) with one subject.
Upper and middle plots: L- (left plots) and M-cone (right plots) driven ERG amplitudes. Lower
plots: L/M ratio estimated from 12 (left plot) and 30 Hz (right plot) response amplitudes. The
red dashed lines indicate unity L/M ratios.

(EPS)
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82 Fig. Phase results of Experiment 2.Comparison between 12 and 30 Hz ERG phases with
black (black triangles) and white surround (open circles) with one subject. Upper and middle
plots: L- (left plots) and M-cone (right plots) driven ERG phases. Lower plots: L-M phase dif-
ferences estimated from 12 (left plot) and 30 Hz (right plot) response phases.

(EPS)

§3 Fig. Amplitude results of Experiment 3.Comparison between 12 and 36 Hz averaged ERG
amplitudes of measured with white (open circles) and reddish background (pink triangles).
Upper and middle plots: L- (left plots) and M-cone (right plots) driven ERG amplitudes. Errors
bars indicate standard deviation. Lower plots: L/M ratio estimated from 12 (left plot) and 36
Hz (right plots) amplitude responses. The red dashed lines indicate unity L/M ratios.

(EPS)

$4 Fig. Phase results of Experiment 3.Comparison between 12 and 36 Hz averaged ERG
phases measured with white (open circles) and reddish background (pink triangles). Upper
and middle plots: L- (left plots) and M-cone (right plots) driven ERG phases. Lower plots: L-M
phase difference estimated from 12 (left plot) and 36 Hz (right plots) phases.

(EPS)
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$2 File. Results Experiment 1 subject KT.
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