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RESUMO

O sistema visual apresenta uma funcdo essencial denominada adaptacdo a luz ou
adaptacao fotopica que consiste na regulacédo da sensibilidade a luz permitindo adaptacao visual
a ampla faixa de niveis de iluminacao. Esse fendmeno ndo esta totalmente elucidado. Portanto,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar a magnitude e padrdo temporal da variacdo das
respostas elétricas da retina para estimulos seletivos a cone L e & cone M e para estimulos
especificos da via de luminéncia e da via de cor vermelho-verde, possibilitando a avaliagdo da
atividade das vias visuais parvocelular vermelho-verde (via P) e magnocelular (via M), durante
a adaptacdo a luz. Para tal, 6 sujeitos saudaveis foram submetidos a 30 minutos de adaptacéo
ao escuro e em seguida a um campo constante de adaptacdo a luz por 16 min. Os estimulos
foram dados a cada 2 min e registrada a resposta elétrica da retina por eletrorretinograma de
campo total (fFERG) ao longo dos 16 min. Foi utilizada a técnica de tripla substituicdo silenciosa
para isolamento das respostas das vias originadas nos cones L ou M. Também foram utilizados
estimulos especificos de luminancia (Lum) e de cor vermelho- verde (Crom). Para cada tipo de
estimulagdo utilizou-se frequéncias temporais intermediaria (12 Hz, que reflete a atividade da
via P) e alta (36 Hz, que reflete a atividade da via M) resultando em 8 condi¢Ges de estimulagéo.
Amplitude e fase dos componentes primeiro (F), segundo (2F) e terceiro harmdnico (3F) foram
extraidas por Transformada Rapida de Fourier. Observou-se que amplitude e fase aumentaram
ao longo do tempo de adaptacdo a luz com formas de onda senoidais simples na maioria dos
componentes e condicdes de estimulagdo. Os aumentos relativos de amplitude de F nas respostas
conduzidas por cone M durante a adaptacdo a luz foram maiores do que nas conduzidas por cone
L em ambas as frequéncias temporais, 12 Hz (M= 1,21; L= 0,33) e 36 Hz (M= 1,94; L=0,55),
assim como foram maiores em 36 Hz que em 12 Hz para os dois cones. Em geral, houve leve
aumento de fase de F durante o tempo de adaptacéo a luz (< 30 graus), levemente maiores em
36 Hz. Quanto a cinética de adaptacdo a luz, amplitude e fase de F que parecem refletir a
atividade da via P apresentaram adaptacao mais rapida (Cone L 12 Hz, Cone M 12 Hz, Crom 12
Hz, Lum 12, com média de 1,4 min) e aquelas que provavelmente refletem atividade da via M
apresentaram adaptagdo mais lenta (Lum 36 Hz, Cone L36 Hz, Cone M 36 Hz, com média de
4,9 min). Assim, via M e P apresentaram distintas magnitude e cinética de adaptacdo a luz,
sendo a via M a via de maior aumento e mais lenta adaptacao.

Palavras-chave: adaptacdo a luz, eletrorretinograma de campo total, cone L, cone M, via

magnocelular, via parvocelular.



ABSTRACT

Visual system has an essential function called light adaptation or photopic adaptation, which
consists in the regulation of light sensitivity allowing visual adaptation to a wide range of
illumination levels. This phenomenon is not fully elucidated. Therefore, the present study aims
to evaluate the magnitude and temporal pattern of the variation of retinal electrical responses
for L cone and M cone selective stimuli and for luminance pathway and red-green color
pathway specific stimuli, making possible the evaluation of the red-green parvocellular (P
pathway) and magnocellular (M pathway) visual pathways activity, during the photopic
adaptation. For such purpose, 6 healthy subjects underwent 30 minutes of dark adaptation and
then were exposed a light steady background for 16 min. The stimuli were given every 2 min
and the electrical retinal response was recorded by full field electroretinogram (ffERG) over 16
min. The triple silent substitution method was used to isolate the responses of pathways
originating from the L or M cone. We also used specific stimuli of luminance (Lum) and red-
green color (Crom). For each stimulation type was used intermediate (12 Hz, which reflects the
activity of the red-green parvocellular pathway - P pathway) and high (36 Hz, which reflects
the activity of the magnocellular pathway - M pathway) temporal frequency, resulting in 8
stimulation conditions. Amplitude and phase of the first (F), second (2F) and third (3F)
harmonic components were extracted by Fast Fourier Transform. It was observed that
amplitude and phase increased over light adaptation time with simple sine wave form in the
most of components and stimulation conditions. The relative increases in F amplitude from the
M-cone driven responses during the light adaptation were higher than those L-cone driven
ERGs at both temporal frequencies, 12 Hz (M = 1.21, L =0.33) and 36 Hz (M =194, L =
0.55), as well as they were higher at 36 Hz than at 12 Hz for the two cones. In general, there
was slight F phase increase during the light adaptation time (<30 degrees), slightly higher at 36
Hz. Regarding the light adaptation kinetics, F amplitude and phase that seem reflect the activity
of the P pathway presented a faster adaptation (L-cone 12 Hz, M-cone 12 Hz, Crom 12 Hz,
Lum 12, with a mean of 1.4 min) and those that probably reflect activity of the M-pathway had
slower adaptation (Lum 36 Hz, L-cone 36 Hz, M-cone 36 Hz, with a mean of 4.9 min). Thefore,
M and P pathways presented different magnitude and kinetics of light adaptation, being the M
pathway the pathway of greatest increase and slower adaptation.

Keywords: light adaptation, full field electroretinogram, L- cone, M-cone, magnocellular

pathway, parvocellular pathway.



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

LISTA DE FIGURAS

Anatomia do olho humano.

Acomodacao visual.

Representacdo esquematica da citoarquitetura da retina.
Representacdo esquematica da estrutura de bastonetes e cones.

Distribuicdo de cones e bastonetes na retina e suas linhas
exclusivas e convergentes de transmisséo de sinal.

Curva de sensibilidade espectral dos fotorreceptores.
Distribuicdo de cones S, M e L em diferentes areas da retina.
Tipos de células bipolares da retina de primatas.

Conexoes entre o terminal sinaptico dos fotorreceptores e as
células bipolares e horizontais.

Representacdo esquematica da ativacao das células bipolares ON
e OFF.

Morfologia e campo receptivo de células ganglionares M
(parasol), P (midget) e K (biestratificada).

Vias visuais paralelas na retina.
Vias paralelas da retina ao cortex.

Correntes extracelulares geradas em resposta a estimulo

luminoso no eletrorretinograma.
Formas de ondas obtidas pelo eletrorretinograma de campo total.

Exemplo do tipo de estimulagdo utilizada no método de

substituicdo silenciosa.

Cena visual representativa do processo de adaptacdo a luz.

18

20

22

24

28

29

30

32

43

45

53

55



Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Adaptacdo a luz no eletrorretinograma de campo total por
PEACHEY; ALEXANDER; FISHMAN, 1991.

Aumento de amplitude do eletroretinograma multifocal durante
a adaptacdo a luz por KONDO et al., 1999.

Mudangas nos componentes harmonicos do flicker no

eletrorretinograma durante a adaptacéo a luz.

Representacdo dos quatro diferentes tipos de estimulacdo

utilizadas nos experimentos.
Posicionamento dos eletrodos.

Média das formas de onda dos registros individuais para
respostas a estimulos de isolmento de cone Le M em 12 Hz e 36
Hz, durante 16 min de adaptacdo a luz.

Média das formas de onda dos registros individuais para
respostas a estimulos de isolamento de mecanismo cromaético e
de luminancia em 12 Hz e 36 Hz, durante 16 min de adaptacéo a
luz.

Média de distribuicdo de amplitude dos harménicos para
respostas a estimulo de isolamento de cone Le M em 12 Hz e 36
Hz, ao longo de 16 minutos de adaptacgéo a luz.

Média de distribuicdo de amplitude dos harménicos para
respostas a estimulo de isolamento de mecanismo cromatico e de
luminédncia em 12 Hz e 36 Hz, ao longo de 16 minutos de

adaptacdo a luz.

Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker

de isolamento de cone L em fungéo do tempo de adaptacéo a luz.

Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker

de isolamento de cone M em funcao do tempo de adaptacao a luz.

Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker
de isolamento de mecanismo cromatico em funcéo do tempo de

adaptacéo a luz.

57

59

61

67

69

73

74

76

77

80

81

82



Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinogréfica ao flicker
de isolamento de mecanismo de luminancia em funcdo do tempo

de adaptacéo a luz.

Variacdo de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de

isolamento de cone L em funcéo do tempo de adaptagdo a luz.

Variacdo de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de
isolamento de cone M em funcdo do tempo de adaptacgdo a luz.

Variacdo de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de
isolamento de mecanismo cromatico em funcdo do tempo de

adaptacdo a luz.

Variacdo de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de
isolamento de isolamento de mecanismo de luminancia em

funcdo do tempo de adaptacéo a luz.

Razdo de amplitude de cone L/M a 12 e 36 Hz durante a

adaptacao a luz.

Diferenca de fase de cone L-M a 12 e 36 Hz durante a adaptacao

aluz.

Variacdo de amplitude (grafico superior) e fase (gréfico inferior)
do primeiro harménico (F) em funcdo da constante de tempo de

adaptacao a luz.

83

85

86

87

88

94

95

96



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

LISTA DE TABELAS

Condic0es de estimulacéo.

Variagdo (a) média de amplitude e fase (graus) dos
componentes F, 2F e 3F durante a adaptag&o a luz para cada tipo
de resposta eletrorretinografica analisada.

Constante de tempo média (min) de amplitude e fase dos
componentes F, 2F e 3F, durante a adaptagdo a luz para cada

tipo de resposta eletrorretinografica analisada.

66

89

92



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ARVO: Association for Research in Vision and Ophtalmology
Célula M: célula ganglionar parasol

Célula P: célula ganglionar midget

Célula K: célula ganglionar biestratificada

CIE: Comissdo internacional de iluminacéo

DTL: Eletrodo tipo Dawson, Trick e Litzkow
ERG: Eletrorretinograma

ffERG: Eletrorretinograma de campo total

F: primeiro harménico

2F: segundo harmdnico

3F: terceiro harmdnico

GMPc: Guanosina Monofosfato Ciclica

ISCEV: Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Visual Clinica
K*: fon potéssio

LED: Diodo emissor de luz

MfERG: Eletrorretinograma multifocal

Na*: fon sédio

NGL: Nucleo Geniculado Lateral

PDE: Fosfodiesterase

FFT: Transformada rapida de Fourier

SNR: Signal to Noise Ratio (razdo sinal-ruido)
RB: células bipolares de cone e um de bastonete
OPL: Camada plexiforme externa

INL: Camada nuclear interna

IPL: Camada plexiforme interna

GCL.: Camada de célula ganglionar

DB1-DB6: Célula bipolar de cone difusa tipo 1 a 6
FMB: Celula bipolar de cone ands ou midget plana
IMB: Célula bipolar de cone ands ou midget invaginante
BB: Célula bipolar de cone S

RB: Célula bipolar de bastonete

SNC: Sistema Nervoso Central



11

1.2

1.3

131

1.4

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

4.1

4.2

4.3

4.4

SUMARIO

ESTRUTURA E FUNCAO DA RETINA E VIAS RETINO- 21
GENICULADO-CORTICAL.....ctiiieieit et
ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL (ffERG) .....coccvvvrrnnnn 46

Estimulacdo seletiva de cones L e M e das vias pos-receptorais 51

magnocelular e parvocelular.............cocoveiiiiinie e

FENOMENO DE ADAPTACAO A LUZ.......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e, 54
OBUIETIVOS. ...ttt 62
OBJETIVO GERAL......oooviieeeeeeeeveeeeeeee e es e 62
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ooieeeeieieeieteeeeieetes s 62
MATERIAL E METODOS.......cooioiieveereeeeeeeeeeseseseesies s ses e 63
LU ] =1 1 0 U ORR 63
ESTIMULOS VISUAIS........ooieeieieeeeeeeeeeetesee e 64
REGISTROS ELETRORRETINOGRAFICOS.........coovvmeveeenrenrnnesrieriniennes 68
PROCESSAMENTO DOS DADOS.........oooeiererereeeeieiesseseesiessessssessisnenns 70
RESULTADOS ......ovivieireieessesieeiesiessessesseessss st essssssesssssssssssssssesssssnesssenes 72
FORMAS DE ONDA E ESPECTRO DE ENERGIA...........cccocovrvererecieianns 72

VARIACAO DE AMPLITUDE EM FUNCAO DO TEMPO DE 78
ADAPTACAO A LUZ....ooeeeeoeeeeeeeeeeeeee et
VARIACAO DE FASE EM FUNCAO DO TEMPO DE ADAPTACAO A 84

ANALISE DAS CONSTANTES DE TEMPO DE ADAPTACAO A LUZ...... 90



4.5

COMPARACAO DOS RESULTADOS CONSIDERANDO A 93
CONTRIBUICAO DAS VIAS MAGNOCELULAR (M) E
PARVOCELULAR (P) NA ADAPTAGAO A LUZ.......cvmererrreecrieeseserecrreen

DISCUSSAOD.......coeeieeeeeieieeeee et eeiesee s sessen s 97

CONCLUSAO........coitiieeetetee et 101
PRODUGAO CIENTIFICA. ..., 102
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.ovvovvenreeeesseissssssessinsinesnnons 103

ANEXO 1: RESUMO DO TRABALHO “THE LIGHT ADAPTATION 109
PHENOMENON IN HUMAN: RECEPTORAL AND POST-
RECEPTORAL INVOLVEMENT” PUBLICADO NOS ANAIS DO
EVENTO “REUNIAO ANUAL DA ARVO 2016 (ASSOCIATION FOR
RESEARCH IN VISION AND OPHTALMOLOGY)” REALIZADO DE
1 A5DE MAIO DE 2016, SEATTLE, WA, ESTADOS UNIDOS................



16

1. INTRODUCAO

A visdo é um dos principais sentidos dos humanos, haja vista que desempenha diversas
funcdes, como localizagdo espaco-temporal de objetos, fornecimento de informacdes visuais
importantes para a propriocep¢do, locomocao, cognicdo e memoria, importantes para a
sobrevivéncia dos individuos (SQUIRE et al., 2008).

A classificacdo e interpretagdo das cenas do ambiente envolvem mecanismos
extremamente complexos que vao da absorcdo da luz nos olhos ao processamento cerebral das
informagdes gerando complexas distintas percepcGes de cor, contraste, profundidade, textura e
movimento, permitindo a deteccdo de velocidade e distancia dos objetos, a identificacdo de
alimentos, membros de outras espécies e membros conhecidos e ndo conhecidos da mesma
espécie. Essa complexidade do sistema visual o tornou o sistema mais estudado em
neurociéncia sensorial (SQUIRE et al., 2008).

Em adicdo as diversas fun¢des do sistema visual, tem-se a essencial funcéo de adaptacédo
a luz ou adaptacao fotdpica, fenbmeno que consiste em mudancas na sensibilidade a luz que
nos permite adaptar a uma ampla faixa de niveis de iluminagdo. A variagdo da iluminagdo do
ambiente do escuro para luminosidade intensa ativa diferentes mecanismos, incluindo
fotorreceptorais e vias pos receptorais paralelas gerando mudancas na sensibilidade a luz para,
assim, mudar de um estado de ofuscamento instantaneo para um estado adaptado ao claro
retomando a acuidade adequada da cena visual (ARMINGTON; BIERSDORF, 1958,
GOURAS; MACKAY, 1989, PEACHEY et al., 1989; MURAYAMA; SIEVING, 1992,
BENOIT; LACHAPELLE, 1995, ALEXANDER et al., 2006).

Esse fendbmeno tem sido avaliado por eletrorretinograma de campo total (registro da
atividade elétrica da retina) através do qual pode se observar uma propriedade de aumento de
amplitude de diversos componentes das respostas da retina em funcdo do tempo de adaptacao
ao claro (ARMINGTON; BIERSDORF, 1958, GOURAS; MACKAY, 1989, PEACHEY etal.,
1989; MURAYAMA,; SIEVING, 1992; BENOIT; LACHAPELLE, 1995, ALEXANDER et
al., 2006).

O estudo do fendmeno de adaptacao a luz exige um conhecimento prévio da fisiologia
visual em que a primeira etapa ocorre no olho, quando a luz atravessa a cOrnea até a retina, onde
ocorre a captacdo e transformacao de energia luminosa em sinais neurais pelos fotorreceptores
(DACEY, 2000; WASSLE, 2004). Esses sinais sdo transmitidos para as células bipolares e

horizontais, em seguida, para as células améacrinas e ganglionares. Estas geram um potencial de
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acdo, o qual é conduzido pelo nervo dptico (formados pelos axénios das células ganglionares)
e transmitido para o nucleo geniculado lateral (NGL) e, posteriormente, para o cértex visual
(DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER, 2003; WASSLE, 2004; NASSI; CALLAWAY,
2009).

Essa cascata de transmissdo se da de forma segregada em diferentes vias da retina ao
cortex visual, passando pelo NGL (vias retino-geniculado-cortical) denominadas magnocelular,
parvocelular e koniocelular. A via magnocelular conduz informagbes acromaticas de
luminancia das cenas visuais do ambiente. Ja as vias parvocelular e koniocelular sdo vias
crométicas, que conduzem informagdes de cor do ambiente (DACEY, 1999; MASLAND,
2001; WASSLE, 2004; CALLAWAY, 2005; NASSI; CALLAWAY, 2009).

Além da especificidade das vias po6s receptorais os diferentes tipos de fotorreceptores do tipo
cones também apresentam peculiaridade que consiste na diferenga na absor¢do espectral sendo o cone
S mais sensivel a luz com comprimento de onda curto com pico de absorcdo espectral em
aproximadamente 420 nm (correspondentes a cor azul), o cone M mais sensivel a luz com
comprimento de onda médio com pico de absorcdo espectral em aproximadamente 535 nm
(correspondentes a cor verde) e o cone L mais sensivel a luz com comprimento de onda longo 565
nm (correspondentes a cor vermelha) (DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER, 2003).

Compreender a participacdo e dindmica dos diferentes tipos de fotorreceptores cone,
como cone L e M, e das vias visuais pds-receptorais paralelas magnocelular e parvovocelular
(cujas respostas podem ser isoladas usando técnicas eletrorretinograficas especificas) nesse
fendmeno em sistemas visuais normais é de grande importancia para melhor compreensédo do
fendbmeno de adaptacdo a luz. Ressalta-se também a grande relevancia clinica visando a
possibilidade de estudar variagdes no padrao de normalidade da adaptagéo a luz em diferentes

doencas que afetam exclusiva ou preferencialmente uma via pds receptoral ou um tipo de cone.

1.10LHO

A primeira etapa da visdo ocorre no olho, quando a luz atravessa a cornea até a retina
(SQUIRE et al., 2008). O olho humano é composto por diversas estruturas anatdémicas

apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Anatomia do olho humano (Adaptado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0022375/
Acesso em 07/04/2017).
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As propriedades refrativas do olho sdo determinadas pela curvatura da cérnea e do
cristalino, lentes responsaveis pela focalizacdo de uma imagem invertida na retina. A cérnea
possui curvatura fixa, ao passo que a curvatura do cristalino é ajustada por musculos lisos do
corpo ciliar para focalizacdo da imagem, processo denominado acomodacéo visual (figura 2).
Os masculos do corpo ciliar relaxam (achatando o cristalino, reduzindo sua curvatura) quando
0 objeto encontra se distante ou contraem (aumentando a curvatura do cristalino) quando o
objeto encontra se proximo, assim, 0s objetos distantes e proximos ao observador permanecem
em foco na retina (SQUIRE et al., 2008; LENT, 2010).

Outra funcdo importante do olho é controlar a quantidade de luz que chega a retina
através do reflexo pupilar. Essa fungdo € desempenhada pela iris e pupila, orificio situado no
centro da iris. Em ambientes com intensidade luminosa alta, muito claros, a pupila se contrai
(fenbmeno denominado miose), tem seu didmetro diminuido, para que ndo chegue a retina uma
quantidade excessiva de luz permitindo a entrada de apenas a quantidade de luz necessaria para
a formacéo da imagem, evitando, assim, ofuscacdes e “borramentos”. J& em ambientes escuros,
a pupila dilata (midriase), tem seu didmetro aumentado, maximizando a quantidade de luz que
chega a retina, auxiliando, desse modo, na adaptacéo a diversos niveis de iluminacao (SQUIRE
etal., 2008; LENT, 2010).
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Figura 2. Acomodacdo visual. No olho ndo acomodado (& esquerda), o cristalino é mantido na forma achatada por
fibras zonulares sob tensdo. Quando o objeto se aproxima do observador o musculo ciliar contrai e as fibras
zonulares relaxam, o que torna o cristalino mais arredondado com um raio de curvatura maior na superficie
anterior. Adaptado de PETRASH, 2013
http://cmapspublic3.ihmc.us/rid=1291100567448 739603365_22532/Recursos%20para%20Presbicia%20de%2

OGuadalupe%20Nava Acesso em 24/04/2017).
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1.2ESTRUTURA E FUNCAO DA RETINA E VIAS PARALELAS RETINO-
GENICULADO-CORTICAL

Os primeiros estagios do processamento visual neural ocorrem na retina. A retina é uma
fina camada de tecido nervoso localizada na parte posterior do olho (figura 1), € parte do
Sistema Nervoso Central (SNC) e responsavel pela captacdo e transformacdo de sinais
luminosos em sinais neurais, processo denominado fototransducdo e iniciado a partir da
absorcdo de luz (fotons) pelos fotorreceptores (KOLB, 2003; PURVES et al., 2004; WASSLE,
2004).

Os principais tipos celulares da retina de mamiferos sdo fotorreceptores bastonetes e
cones, células bipolares, células horizontais, células ganglionares e células amacrinas, dispostos
em camadas laminares da seguinte forma, da camada mais externa para a mais interna: (1)
camada de segmentos externos dos fotorreceptores que encontram-se imersos no epitélio
pigmentado (o qual promove a nutricdo dos fotorreceptores e continua reciclagem dos
segmentos externos e regeneracao do fotopigmento); (2) camada nuclear externa, a qual possui
os corpos celulares dos fotorreceptores; (3) camada plexiforme externa, onde os fotorreceptores
estabelecem sinapses com as células bipolares e horizontais; (4) camada nuclear interna, a qual
contém os corpos celulares das células horizontais, bipolares, amacrinas e ndcleo das células
de Muller; (5) camada plexiforme interna, onde as células bipolares e amacrinas estabelecem
contato sinaptico com as células ganglionares; (6) camada de células ganglionares; (7) camada
de fibra do nervo dptico. A citoarquitetura da retina é apresentada na figura 3 (KOLB, 2003;
PURVES et al., 2004; WASSLE, 2004).
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Figura 3. Representacdo esquematica da citoarquitetura da retina. A esquerda é apresentada a diregéo que a luz

entra na retina, atravessando as diversas camadas até os fotorreceptores e a direita os variados tipos celulares e
camadas que comp8em a retina (Adaptado de PURVES et al., 2004).
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A retina de vertebrados contém dois tipos de fotorreceptores, 0s bastonetes e 0s cones,
responsaveis pelo largo espectro de absor¢do luminosa do sistema visual que vai desde poucos
fotons, em ambientes escuros, até mais de 10%* fétons por segundo em um dia ensolarado
(SQUIRE et al., 2008).

Os fotorreceptores séo divididos morfologicamente em: segmento externo, segmento
interno, corpo celular e terminais sinapticos (figura 4). O segmento interno é separado do
segmento externo por um estrangulamento na membrana chamado cilio de ligacao. O segmento
interno continua-se com o corpo celular (onde localiza se o nucleo) e a terminagdo sinaptica.
Nos cones a terminacao sinaptica designa-se por pediculo, € grande, cdnica, com uma porgdo
terminal achatada e nos bastonetes, designam-se por esférulas e sdo pequenas por¢oes alargadas
da terminacdo dos axénios (ANDERSON; FISHER, 1976; KANDEL; SCHWARTZ;
JESSELL, 2000).

O segmento externo dos fotorreceptores contém discos membranosos (dobras na
membrana celular), como mostra a figura 4, que absorvem a luz devido a presenga de
fotopigmento, uma proteina receptora sensivel a luz, rodopsina (presente nos bastonetes) ou
opsina (presente nos cones). A rodopsina € uma proteina transmembrana que possui um grupo
prostético, retinal ou retinaldeido, extremamente importante no processo de conversdo da
energia luminosa em sinal elétrico (DACEY, 2000; MASLAND, 2001; KOLB, 2003;
GUYTON; HALL, 2011; WANG; KEFALQV, 2011).



24

Estrutura dos bastonetes e cones

f | Opsina
f ," Luz —_— !
¢ 7 J=)

f 3 =
; ; Segmento / ‘,‘ |
;' 5‘ S externo ~ ‘ / A Discos membranosos
§ 1 | \
e T
= membranosos | N
t 1 \
t A A A
t A Cilio de S5

L_, // ligagdo \&\‘ )

“Q?‘:d/ Segmento \j_ 3&}@

23| .

&S| interno /‘ o)
[ St
¢ e Mitocéndrias s

— Nucleos — . o .
11-cis retinal 11-trans retinal
—l Luz AN
—_ ! XN D
Pt N B

— Esférula —_ ~ No

Bastonete Pediculo Cone

Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura de bastonetes e cones. Em destaque os discos membranosos
presentes nos segmentos externos dos fotorreceptores que contém fotopigmento (opsina), proteina de membrana
que contém a molécula 11-cis retinal, derivado da vitamina A, que absorve o féton gerando mudanca da forma cis
do retinal para forma trans (Adaptado de https://global.britannica.com/science/rhodopsin e KOLB, 2003. Acesso

em: 23/04/2014).
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Ap0s atravessar toda a retina a luz chega até a camada dos fotorreceptores na qual ocorre
ativacdo do pigmento fotossensivel, rodopsina ou opsina, presente nos segmentos externos dos
fotorreceptores, sendo esse o primeiro passo da fototransducdo. Os fotopigmentos sdo a
combinacdo da proteina escotopsina (nos bastonetes) e fotopsina (nos cones) com o cromoforo
(molécula que efetivamente absorve o féton) 11-cis retinal, derivado da vitamina A e contido
entre as hélices da opsina. Quando a energia luminosa € absorvida pela rodopsina ocorre
mudanca da forma cis do retinal para formatrans (figura 4), que provoca uma cascata de eventos
moleculares que resultam na hiperpolarizacdo graduada do fotorreceptor necesséaria para
transmissdo da imagem visual (KOLB, 2003; PURVES et al., 2004; GUYTON; HALL, 2011,
WANG; KEFALQV, 2011).

Nos fotorreceptores, a codificacdo da informacdo luminosa se da através da transducao
da quantidade de fétons absorvidos pelos fotopigmentos em magnitudes de variagdes graduadas
do potencial de membrana do fotorreceptor. Essas células funcionam como contadores dos
fétons absorvidos, ou seja, do nimero de eventos de absorcao de fotons pelos fotopigmentos o
que provoca a fotoisomerizacdo desses fotopigmentos ativando a cascata de fototransducéo, o
impulso nervoso é, entdo, propagado através das camadas da retina, do ndcleo geniculado lateral
(NGL), localizado na regido dorsolateral do talamo, e do cértex visual (LAMB; PUGH, 1992;
NASSI; CALLAWAY, 2009).

Os fotorreceptores cones e bastonetes possuem diferencas morfologicas e funcionais.
Os bastonetes apresentam segmento externo alongado com muitos discos membranosos, o
fotopigmento presente é a rodopsina, tém alta sensibilidade a luz com baixo limiar de ativacéo,
sendo capaz de detectar um Unico f6ton e tem sua atividade saturada em condi¢@es moderadas
de luminosidade (ANDERSON; FISHER, 1976; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).

Os bastonetes possuem lenta resolucao temporal, ou seja, ndo sdo eficientes na deteccao
de objetos em movimento rapido. Por esse motivo sdo desativados quando o individuo é
submetido a estimulos visuais de alta frequéncia temporal (TAKEUCHI; DE VALOIS, 2000).
Atuam principalmente na visdo escotdpica ou noturna (em baixas condi¢Ges de iluminacdo) e
acromatica com pico de absorcdo espectral em aproximadamente 498 nm (figura 6)
(ANDERSON; FISHER, 1976; FU; YAU, 2007). Esses fotorreceptores ligam se as células
bipolares em um sistema que converge nas células ganglionares, ou seja, varios bastonetes se
ligam a uma Unica célula bipolar (figura 5 B). Esse sistema convergente de transmissdo da
informac&o é responsavel pela baixa acuidade visual (na detec¢do de formas e discriminagéo
de detalhes das cenas visuais) e baixa resolucdo temporal, caracteristicas desses fotorreceptores
(ANDERSON; FISHER, 1976; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042698900000481
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Os cones, por sua vez, contém o fotopigmento opsina e apresentam segmento externo
em forma conica, mais curto e estreito, sdo menos sensiveis a luz, sendo necessarios mais fotons
para ativa-los, ou seja, sdo ativados em intensidade de iluminagdo superior a que ativa 0s
bastonetes (ANDERSON; FISHER, 1976). Dessa forma, os cones atuam principalmente na
visdo fotdpica ou diurna e visdo de cores. Tém maior resolucdo temporal, sendo mais adequados
na detec¢do de objetos em movimento e estimulos de alta frequéncia temporal. Na regido central
da retina hd uma depressao chamada fovea que contém quase exclusivamente fotorreceptores
cones cada um ligado a uma Unica célula bipolar que se liga a apenas uma célula ganglionar,
formando um sistema de linhas exclusivas (figura 5 A e B). Esse sistema de linhas exclusivas
dos cones resulta em alta acuidade visual e excelente discriminagéo de formas e detalhes finos
na fovea (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).

Assim, quanto a distribuicdo de fotorreceptores na retina de primatas, os bastonetes
ocupam principalmente a periferia da retina e cones o centro (figura 5 A e C) (DACEY, 2000;
GEGENFURTNER; KIPER, 2003).

Os cones séo classificados de acordo com a regido do espectro de luz com maior
probabilidade de excitar seu fotopigmento, ou seja, cada tipo de cone possui opsinas mais
sensiveis a um comprimento de onda especifico dentro de uma faixa de comprimentos de onda
de 400 a 700 nm que corresponde a uma estreita faixa de radiacdo eletromagnética, entre 430 x
102 a 750 x 10 Hz, aproximadamente, faixa a qual o sistema visual humano é sensivel
(NASSAU, 2001).

A partir dessa classificacdo, a retina de humanos e primatas do velho mundo tricromatas
contém 3 tipos de cones: cones S (short wavelength sensitive); cones M (midlle wavelength
sensitive); cones L (long wavelength sensitive), sensiveis a curto, médio e longo comprimento
de onda, com pico de absorcdo espectral em aproximadamente 420 nm (correspondentes a cor
azul), 535 nm (correspondentes a cor verde) e 565 nm (correspondentes a cor vermelha),
respectivamente, como apresentado na figura 6 (DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER,
2003).

Quanto a densidade celular, a retina de primatas é bastonete dominante, contendo
aproximadamente 95% de bastonete e 5% de cones (WANG; KEFALOV, 2011). A distribuicdo
dos diferentes tipos de cones na retina é randémica havendo consideravel variacdo na
quantidade relativa de cones L e M entre individuos, assim como na razdo L: M em toda a
retina, podendo variar entre 0,4 a mais de 10 (ROORDA; WILLIAMS, 1999; HOFER et al.,
2005; CHALLA et al., 2010). Ja os cones S, na maioria dos primatas, representam apenas 5 a

15% da populacéo total de cones, localizados principalmente na retina central perifoveal (LEE;
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MARTIN; GRUNERT, 2010). Apesar da variagdo do mosaico de cones (figura 7) ndo ha
diferencas perceptiveis na visao de cores entre individuos tricromatas (KREMERS et al., 2000;
CHALLA etal., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20826226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gr%C3%BCnert%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20826226
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Figura 5. Distribuic8o de cones e bastonetes na retina e suas linhas exclusivas e convergentes de transmissdo de
sinal. Em A ¢ apresentada a localizagdo e estrutura da fovea. Em B sdo mostradas as linhas exclusivas de cones
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Figura 6. Curva de sensibilidade espectral dos fotorreceptores. Bastonetes (B), Cones S (S), Cones M (M) e Cones
L (L). Os valores acima de cada curva correspondem ao pico de absor¢do de cada fotorreceptor (Adaptado de
http://oerpub.github.io/epubjs-demo-book/resources/1416_Color_Sensitivity.jpg. Acesso em 17/08/2017).



http://oerpub.github.io/epubjs-demo-book/resources/1416_Color_Sensitivity.jpg
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Figura 7. Distribuicdo de cones S, M e L em diferentes &reas da retina. As imagens sdo coloridas artificialmente
mostrando cones S (em azul), M (em verde) e L (em vermelho). A esquerda ¢é apresentada uma imagem da retina
nasal e a direita é apresentada uma imagem da retina temporal, ambas obtidas do mesmo sujeito (Adaptado de
HOFER et al., 2005).
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As células bipolares também se apresentam em diferentes tipos, sendo classificadas de
acordo com diversos parametros. (1) quanto ao fotorreceptor do qual recebe informacao: células
bipolares de cone ou células bipolares de bastonete; (2) quanto a resposta ao neutotransmissor
glutamato: células bipolares em ON ou OFF; (3) quanto a morfologia e via pos-receptoral a
qual pertencem: células bipolares de cone difusas, ands ou midget e bipolar de cone S.
(BOYCOTT; WASSLE, 1991; EULER, SCHNEIDER; WASSLE, 1996; DACEY, 1999;
DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).

As células bipolares de cone e de bastonetes apresentam-se na proporcéo de 50% cada
na retina de primatas. As células bipolares sdo, também, classificadas com base no padrao das
ramificacdes e no nivel da estratificacdo das terminagdes dos axénios na camada plexiforme
interna, apresentando 11 tipos morfologicamente diferentes de células bipolares de cone e
apenas um tipo de célula bipolar de bastonete como mostra a figura 8. Os terminais das células
bipolares OFF encontram-se na parte mais distal e os terminais ON na parte mais proximal
(DACEY, 1999; WASSLE, 2004).



32

2
&
o

GCL

Figura 8. Tipos de células bipolares da retina de primatas. A imagem mostra 11 tipos morfologicamente diferentes
de células bipolares de cone e um de bastonete (RB). O nivel de estratificagdo das terminaces dos axdnios na
camada plexiforme interna define o tipo de célula bipolar em tipo On e Off. OPL: Camada plexiforme externa;
INL: Camada nuclear interna; IPL: Camada plexiforme interna; GCL: Camada de célula ganglionar; DB1-DB6:
Célula bipolar de cone difusa; FMB: Célula bipolar de cone ands ou midget plana. IMB: Célula bipolar de cone
ands ou midget invaginante. BB: Célula bipolar de cone S. RB: Célula bipolar de bastonete (Adaptado de

WASSLE, 2004).
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Essa classificacdo das células bipolares em ON ou OFF se d& de acordo com as respostas
ao neurotransmissor glutamato liberados pelos fotorreceptores da seguinte forma: células
bipolares do tipo ON possuem receptores metabotropicos de glutamato mGIuR6 (receptor
associado a proteina G que exerce seus efeitos através da ativagdo enzimatica), hiperpolarizam
na presenca e despolarizam na auséncia de glutamato, ou seja, sdo ativadas pelo aumento da
intensidade luminosa e células bipolares do tipo OFF possuem receptores ionotrépicos de
glutamato AMPA e cainato (receptor que exerce seus efeitos através da modulacao da atividade
de canal i6nico), despolarizam na presenca de glutamato e hiperpolarizam na sua auséncia, ou
seja, respondem a diminuicdo da intensidade luminosa, em outras palavras, as células bipolares
OFF séo hiperpolarizadas pela luz e as bipolares ON despolarizadas. As células bipolares de
bastonete sdo todas do tipo ON ao passo que metade das células bipolares de cones séo tipo ON
e a outra metade sdo tipo OFF (BOYCOTT; WASSLE, 1991; EULER, SCHNEIDER;
WASSLE, 1996; DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).

A resposta elétrica das células bipolares ON e OFF pode ser sustentada (ténica) ou
transitdria (fasica) a um estimulo luminoso constante. O tipo de resposta possivelmente é
determinado pelas taxas de recuperacao dos receptores de glutamato apds sua estimulacédo por
esse neurotransmissor e sua dessensibilizacdo (AWATRAMANI; SLAUGHTER, 2000).

As células bipolares ON e OFF também apresentam peculiaridades quanto & conexao
com 0s cones sendo invaginantes e ndo invaginante, respectivamente. Os dendritos das células
bipolares ON de cone, assim como das células horizontais, se inserem nas invaginagdes dos
pediculos de cone (terminal sinaptico de cones) onde sdo formadas as sinapses denominadas
triades. J& os dendritos de células bipolares OFF de cone formam contatos na base do pediculo
do cone (ndo invaginam no pediculo). Enquanto que na esférula (terminal sinaptico de
bastonetes) ha apenas uma invaginacdo central, onde ocorrem as sinapses com 0s axénios
invaginantes das células horizontais e dendritos das células bipolares de bastonetes (tipo ON) e
os dendritos de células bipolares OFF de cones formam contatos na base da esférula (ndo
invaginam). Essas conexdes sdo representadas na figura 9. Além dos contatos sinapticos
mencionados, os pediculos de cones L e M conectam-se entre si e com esférulas de bastonetes
por jungdes comunicantes localizadas na expansao lateral proporcionando uma interagdo entre
esses fotorreceptores através de sinapse elétrica (ANDERSON; FISHER, 1976; KANDEL;
SCHWARTZ; JESSELL, 2000; WASSLE, 2004).
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Pediculo

Figura 9. Conexdes entre o terminal sinaptico dos fotorreceptores e as células bipolares e horizontais. O pediculo,
terminal sinaptico de cones (C), possui quatro invaginagdes pré-sinapticas que conectam com os dendritos
invaginantes das células horizontais (amarelo) e célula bipolar ON de cone (azul), arranjo sinaptico denominado
“triade”. As células bipolares OFF fazem sinapses na base do pediculo (roxo). Enquanto que a esférula, terminal
sindptico de bastonetes (B), possui apenas uma invaginagdo que se conecta com os dendritos invaginantes das
células horizontais (amarelo) e das células bipolares ON de bastonetes (azul). Dendritos de célula bipolar OFF de
cone fazem contato sinaptico com a base da esférula (roxo) (Adapttado de WASSLE, 2004).
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Os dendritos de uma Unica célula bipolar de bastonetes podem formar sinapses com 6
(na fovea) a 40 esférulas (na periferia) transferindo um sinal escotopico ON. Vale ressaltar que
as células bipolares de bastonetes ndo transmitem sinais diretamente as células ganglionares e
sim através da sinapse com uma célula amacrina All. Tais células améacrinas despolarizam na
presenca de luz e somam informacBes de muitas células bipolares ON de bastonete.
Posteriormente, conectam-se com o terminal axonal de célula bipolar ON de cone por juncéo
comunicante (sinapse elétrica) e através de sinapses quimicas inibitérias com célula bipolar
OFF de cone (RAVIOLA; DACHEUX, 1987; WASSLE, 2004).

Em seguida, essas células bipolares de cones fazem conexao sinaptica com as células
ganglionares. Essa via de bastonetes é a mais sensivel pois é capaz de detectar a absor¢éo de
um unico foton. Outras rotas alternativas dos sinais provenientes de bastonetes incluem a
sinapse elétrica entre a esférula do bastonete e o pediculo do cone além do contato direto entre
células bipolares OFF de cone e esférulas (DEVRIES; BAYLOR, 1995; WASSLE, 2004).

Outra classificacdo de células bipolares de cones é baseada em sua morfologia: difusas,
anas ou midget e bipolar de cone S sendo cada tipo pertencente a uma via pos-receptoral distinta,
de luminéncia ou cromaticidade. As células bipolares difusas transmitem informactes de
luminosidade para a camada plexiforme interna, enquanto que células bipolares midget e células
bipolares do cone S transmitem sinal cromatico proveniente de cones L e M ou sinais seletivos
de cones S, respectivamente (DACEY, 1999; DACEY 2000; WASSLE, 2004).

As celulas bipolares de cones difusas sdo divididas em seis subclasses (DB1-DB6),
classificadas de acordo com o nivel de estratificacdo dos axdnios na camada plexiforme interna.
Essas fazem sinapses ndo seletivas (recebendo informag6es de cone L e M tanto para o centro
quanto para periferia de seus campos receptivos) simultaneas com varios cones (entre 5 e 10
cones). Algumas células DB também se conectam com pediculos de cone S. As células
bipolares de cones difusas transmitem sinais de luminosidade (DACEY 2000; WASSLE, 2004)

J& as bipolares de cones ands ou midget se conectam diretamente com apenas um cone
L ou M (“linhas exclusivas”) fornecendo um tipo especifico de input de sinais de cones no
centro do campo receptivo de uma célula ganglionar midget ou P. As células bipolares midget
planas (FMB) carregam um sinal cromatico OFF enquanto as células bipolares invaginantes
carreiam um sinal cromatico ON (DACEY, 1999; WASSLE, 2004).

Outro tipo de célula bipolar se conecta seletivamente apenas a cones S, denominada
célula bipolar azul ou bipolar de cone S que faz conexao sindptica com 1 a 5 cones apresentando
respostas ON sinais seletivos de cones S (DACEY, 1999; CALKINS, 2001; WASSLE, 2004).
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As células bipolares difusas e midget possuem campos receptivos com organizagdo
espacial centro-periferia antagbnicos. Campo receptivo consiste na area da retina que, quando
estimulada pela luz, gera uma alteracdo no potencial de membrana da célula. Segundo Squire
et al. (2008) todos os neurdnios visuais, do fotorreceptor ao cortex visual, apresentam um
campo receptivo. Devido a presenca desse campo, existe um fenémeno denominado
antagonismo centro-periferia ou inibicédo lateral, que consiste no fato de uma parte do campo
receptivo ser estimulada e a outra inibida ou ter sua resposta reduzida. Esse processo € mediado
pelas células horizontais e amacrinas (BOYCOTT; WASSLE, 1991; BERNTSON; TAYLOR,
2000; DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE, 2004).

A funcdo de um campo receptivo € a detec¢do de contrastes entre um objeto e a regido
circundante. Esses contrastes podem ser devido as diferengas nos comprimentos de onda de um
estimulo de luminancia totalmente uniforme (isoluminante) ou na intensidade luminosa no
espaco, no tempo ou ambos (contraste espacial, temporal, de movimento, respectivamente).
Assim, esse antagonismo centro-periferia é a base do processamento de informagao espacial do
sistema visual e auxilia no refinamento da detec¢do da imagem gerando percepcao de cor,
movimento, direcéo e textura (BOYCOTT e WASSLE, 1991; SQUIRE et al., 2008).

O campo receptivo de uma célula bipolar é dividido em duas regides antagdnicas: 0
centro (que recebe aferéncias diretas dos fotorreceptores, via direta) e a periferia (que recebe
aferéncias das celulas horizontais, inibicdo lateral, via indireta), fornecendo informacao dos
fotorreceptores, como mostra a figura 10. Esse antagonismo se deve as respostas do potencial
de membrana de uma célula bipolar a luz no centro do seu campo receptivo serem opostas
aquelas geradas pela luz na periferia do seu campo receptivo. Mais especificamente, as células
bipolares ON possuem o centro do campo receptivo do tipo on (ativado pela luz) e a periferia
do tipo off (desativado pela luz), enquanto as células bipolares OFF possuem centro off e
periferia on (BOYCOTT; WASSLE, 1991; BERNTSON; TAYLOR, 2000; DACEY, 2000).

A presenga da luz gera hiperpolarizagdo dos fotorreceptores que constituem o centro do
campo receptivo reduzindo a liberagdo de glutamato na fenda sindptica o que resulta na
despolarizacédo das células bipolares tipo ON. Enquanto isso as células horizontais ligadas aos
fotorreceptores da periferia ndo iluminada do campo receptivo despolarizam, levando a
hiperpolarizagdo das células bipolares tipo OFF (Figura 10) (BOYCOTT; WASSLE, 1991;
EULER; SCHNEIDER; WASSLE, 1996; DACEY, 2000; MASLAND, 2001; WASSLE,
2004).
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Figura 10. Representacdo esquematica da ativacdo das células bipolares ON e OFF (Adaptado de http://what-
when-how.com/neuroscience/visual-system-sensory-system-part-2/. Acesso em 12/02/2013).
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Dessa forma, na camada plexiforme externa, as células horizontais sdo interneurénios
inibitorios que promovem inibigdo lateral por liberagdo de GABA (acido a- aminobutirico),
integrando e modulando, a transferéncia de informagcdo nas conexdes sinapticas entre
fotorreceptores e células bipolares e fornecendo feedback aos fotorreceptores (DACEY, 2000;
WASSLE, 2004). A retina da maioria dos primatas possui trés tipos de células horizontais,
denominadas H1, H2 e H3. As células horizontais expressam receptor ionotrépico de glutamato
(AMPA e cainato), sendo hiperpolarizada pela luz. Quanto a especificidade, foi demonstrado
que a célula horizontal H1 recebe informac&o de bastonetes e preferencialmente a cones L e M,
enquanto que a célula H2 recebe sinais dos diversos tipos de cones e a H3 exclusivamente de
cones L e M. O sinal modulado pelas células horizontais é, entdo, transmitido as bipolares (LEE
etal., 1999, 2010; DOS REIS et al., 2002).

As células bipolares, por sua vez, liberam glutamato transmitindo os sinais para as
células ganglionares, diretamente ou através de conexdes com as células amacrinas.

No que se refere as células amacrinas, sabe-se que estas sdo interneurénios inibitorios
cujas interacOes laterais modulam, de maneira inibitdria, a transferéncia de informacédo nas
sinapses excitatorias (glutamatérgica) entre celulas bipolares e células ganglionares, além de
fazer contatos sinapticos com outras células amacrinas e fornecer feedback as células bipolares
(DACEY, 1999, 2000; GERMAIN et al., 2010). As fungdes especificas das células amécrinas
ndo sdo conhecidas. No entanto, ja foram descritos cerca de 30 tipos morfologicos dessas
células na retina de primatas (WASSLE, 2004; KOLB, 2003). Quanto a morfologia e
neurotransmissor que possui, as células amacrinas podem ser gabaérgicas, as quais possuem
processos axonais longos, sendo denominas de células de campo grande (wide field), ou
glicinérgicas, as quais possuem processos curtos, que geralmente se estendem por alguns
estratos da camada plexiforme, e sdo denominadas células de campo estreito (narrow field). Os
sinais provenientes das células bipolares sdo transferidos, entdo, as células ganglionares com
ou sem intermédio das células amacrinas (WASSLE, 2004).

As células ganglionares também possuem organizacao centro-periferia ON-OFF (figura
11 B, D, F) como as bipolares as quais estdo ligadas, assim, as células bipolares OFF transmitem
seus sinais através de sinapses excitatorias para células ganglionares OFF, na camada
plexiforme interna. Enquanto as células bipolares ON formam sinapses com celulas
ganglionares ON (figura 10). Portanto, as células ganglionares OFF hiperpolarizam na presenga
de luz e sdo excitadas por estimulos mais escuros que o fundo e células ganglionares ON
despolarizam na presenca de luz e sdo excitadas por estimulos mais brilhantes do que o fundo.

Existe ainda células ganglionares classificadas como ON-OFF que s&o sensiveis a variagdes de
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iluminagdo podendo ser ativadas na presenca ou na auséncia de luz (DACEY, 1999, 2000;
WASSLER, 2004).

A camada das células ganglionares da retina de mamiferos apresenta pelo menos 10 a
15 tipos morfologicamente diferentes de células ganglionares (MASLAND, 2001; WASSLE,
2004), cujas principais caracteristicas que as distinguem sdo o tamanho e o padrdo de
ramificacdo de suas arvores dendriticas. Cada tipo de célula ganglionar é responsavel pela
codificacdo de diferentes aspectos das cenas visuais como contraste, tamanho, movimento,
comprimento de onda, o que gera adequada resolugédo espacial e temporal com informacao
canalizada para 10-15 canais paralelos (WASSLER, 2004). Os principais tipos de células
ganglionares presentes na retina de primatas sdo parasol (células M) e ands ou midget (células
P).

A células ganglionares parasoéis (M) correspondem a 8 a 10% da populacdo de células
ganglionares (GERMAIN et al., 2010), apresentam resposta fasica ou transitoria a estimulos de
luminancia (acromaticos), sendo altamente sensiveis a contrastes de luminancia e com
saturacdo em contrastes intermediarios e altos e baixa sensibilidade a contraste de cor. As
células M possuem corpo celular pequeno e arvore dendritica densamente ramificada, contém
campos receptivos grandes e concéntricos, recebem sinais de cones L e de M no centro e
periferia de seus campos receptivos que apresentam antagonismo espacial sem antagonismo
cromatico entre as regiGes centrais e periféricas (figura 11 A e B). Logo, essas células
participam da via poés-receptoral magnocelular de luminancia (DACEY, 1999; NASSI;
CALLAWAY, 2009; KREMERS 2010).

Por sua vez, as células ganglionares P totalizam cerca de 70 a 80 % de todas as células
ganglionares, predominam no centro da retina, apresentam resposta ténica ou sustentada a
estimulos de contraste de cor verde-vermelho e de médio e alto contraste de luminéncia,
oponéncia cromatica verde- vermelho, séo células pequenas (3 vezes menor que a célula M)
com arvores dendritica densas e ramificacdo estreita. Seus campos receptivos sdo pequenos e
conceéntricos cujo centro e periferia recebem sinal de um Unico tipo de cone sendo centro L,
periferia M ou centro M, periferia L (figura 11 C e D). As quatro classes de células P, por meio
dos sinais oponentes de cones L e M que recebem, sinalizam a oponéncia de cor verde-vermelho
ao cérebro, participando da via pos-receptoral parvocelular cromatica (DACEY, 2000; NASSI;
CALLAWAY, 2009; KREMERS, 2010).

Outro tipo de célula ganglionar encontrado em primatas sdo as células ganglionares K,
ou biestratificadas, correspondem a cerca de 10 % das células ganglionares, apresentam

extensdo dendritica semelhante a de célula M e parecem estar associadas a oponéncia azul-
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amarelo recebendo sinais oponentes provenientes dos cones S e da adi¢cdo dos cones L e M
(DACEY 1999). Essas ceélulas apresentam resposta tipo ON sustentada a estimulos de
cromaticidade azul e resposta tipo OFF a estimulos de cromaticidade amarela fazendo parte da
via pds-receptoral cromatica koniocelular (DACEY, 1999; NASSI; CALLAWAY, 2009;
KREMERS, 2010). Assim, as respostas sdo S-ON/(L+M)-OFF como mostra a figurall EeF
(LEE; MARTIN; GRUNERT, 2010).
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Figura 11. Morfologia e campo receptivo de células ganglionares M (parasol), P (midget) e K (biestratificada).
Em A é apresentada a morfologia da célula M e em B seu campo receptivo. Em C e D sdo mostrados morfologia
e campo receptivo de células ganglionares P, respectivamente. E apresenta a morfologia de células ganglionares
K e F o campo receptivo dessas células (Adaptado de DACEY; LEE, 1994 e SQUIRE et al., 2008).
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Distintos tipos celulares da retina combinam sinais de cones para gerar vias separadas
de luminéncia (acromatica, via magnocelular), cromatica vermelho-verde (via parvocelular) e
cromatica azul-amarelo (via koniocelular) como mostra a figura 12. A via magnocelular soma
sinais de cone L e M e possivelmente também de cone S através das células ganglionares M,
codificando informagBes acromatica ou de luminancia. JA na via parvocelular as células
ganglionares P recebem input excitatério dominante de um Unico cone L ou M, os sinais dos
cones L e M sdo opostos e € a via responsavel pela deteccdo de contraste cromatico verde-
vermelho, sendo também sensivel & forma detalhes finos dos estimulos (DACEY, 2000).
Enqguanto que a discriminacdo azul-amarelo € originada na célula ganglionar K e interneur6nios
associados que combinam excitacdo de cone S com inibi¢do de cones L e M (DACEY, 2000;
WASSLE, 2004; NASSI; CALLAWAY, 2009).
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Figura 12. Vias visuais paralelas na retina. A via magnocelular transmite sinais de bastonete ou da soma de sinais
de cone L e M através das células bipolares de bastonetes ou células bipolares de cone difusa, respectivamente,
para células ganglionares parasol (M), codificando informagdes de luminancia. Enquanto que na via parvocelular
um Unico cone L ou M transmite informacéo para células bipolares de cone midget, que por sua vez transmitem o
sinal para células ganglionares midget (P) permitindo a deteccéo de contraste cromatico verde-vermelho. Ja na via
koniocelular, ocorre combinacdo de excitacdo de cone S com inibicdo de cones L e M cujo sinal é transmitido para
células bipolares de cone S e, posteriormente, para células ganglionares biestratificada (K), propiciando a
discriminacéo azul-amarelo (Adaptado de ZELE; CAO, 2014).
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As células ganglionares provenientes das diversas vias pds-receptorais codificam o sinal
recebido em uma frequéncia de disparo de potenciais de acdo, conduzidos pelo nervo ético,
formados pelos ax6nios dessas células, para o nicleo geniculado lateral (NGL) do talamo, que
por sua vez, conecta-se com o cortex visual (DACEY, 2000; GEGENFURTNER; KIPER,
2003; WASSLE, 2004).

O NGL de primatas tem formato semelhante a um cone assimétrico e possui 6 camadas
sobrepostas (1, 2, 3, 4, 5 e 6) e o cortex visual primario também é organizado em camadas (1,
2,3,4,4A,4B, 4Ca, 4CpB, 5 e 6). As células ganglionares M da retina projetam para as camadas
magnocelulares (basais 1 e 2) do NGL que projetam para a camada 4Ca de V1. Ja as células
ganglionares P projetam para as quatro camadas parvocelulares (dorsais 3, 4, 5 e 6) do NGL
que, por sua vez, projetam para a camada 4C[3 de V1. Entre as 6 camadas do NGL encontra-se
as camadas koniocelulares que parecem receber input das células ganglionares K e projetar para
0s blobs da camada 2/3 de V1 como mostra a figura 13 (CALLAWAY, 2005).

As informacdes visuais sdo transmitidas por meio das distintas vias retino-geniculado-
cortical magnocelular, parvocelular e koniocelular que provavelmente permanecem segregadas
pelo menos até o cortex visual primario (V1), regido de aferéncia da terminacéo das vias, o qual
transmite informacGes processadas para as outras areas de maior hierarquia (V2, V3, V4) onde
a seletividade e complexidade das respostas tende a aumentar em cada &rea subsequente
(CALLAWAY, 2005; NASSI; CALLAWAY, 2009).
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Figura 13. Vias paralelas da retina ao cdrtex. As células ganglionares e camadas do Nucleo Geniculado Lateral e
Cortex Visual V1 que compde as vias retino-geniculado-cortical magnocelular, parvocelular e koniocelular séo
representadas em amarelo, rosa e azul, respectivamente (Adaptado de NASSI; CALLAWAY, 2009).
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1.3ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL (ffERG)

Diferentes trabalhos tém sugerido que a funcao das vias pds-receptorais paralelas, assim
como as repostas isoladas de cones L ou M podem ser avaliadas por eletrorretinograma
(ESTEVEZ; SPEKREIJSE, 1974; KREMERS, 2003; KREMERS; LINK, 2008; KREMERS et
al., 2010; KREMERS; PANGENI, 2012).

O eletrorretinograma (ERG) é o registro da atividade elétrica das células da retina
provocada por um estimulo visual. Essa resposta € desencadeada pela absorcao de fotons pelo
fotopigmento dos fotorreceptores, gerando uma alteragcdo de voltagem na retina. O tipo de
estimulo usado determina a modalidade de ERG podendo ser ERG de campo total (ffERG),
ERG multifocal (nfERG) ou ERG de padrdo reverso (PERG) (JACOB et al.,, 2011;
WOLPERT; TSANG, 2011).

O eletrorretingrama de campo total (ffERG) consiste na avaliagdo em massa das células
de toda a retina a partir da estimulacdo simultanea de todo o campo visual. Essa técnica €
utilizada em todo o mundo para avaliar o funcionamento da retina, detectar, diagnosticar e
monitorar doencas relacionadas com altera¢Ges funcionais na retina (MARMOR et al., 2009;
JACOB et al., 2011; MCCULLOCH et al., 2015), sendo, também, utilizada em modelo animal
(PAIK et al., 2012; BRASIL et al., 2016). Recentemente, tem se tornado cada vez mais
importante para uma melhor compreensdo dos processos fisiologicos dentro de diferentes
subsistemas retino-geniculado-cortical (KREMERS; LINK, 2008; KREMERS et al., 2010;
PARRY et al., 2012; JACOB et al., 2015; MARTINS et al, 2016).

O estimulo luminoso geralmente é dado por um equipamento chamado Ganzfeld,
palavra do idioma alemao que significa “Campo Total”. Esse equipamento ¢ formado por uma
cUpula com interior constituido de uma superficie difusora branca de alta pureza. A estimulacéo
é realizada através de modulacdo da fonte luminosa, podendo alterar caracteristicas dos
estimulos como intensidade, frequéncia temporal e cromaticidade e luminancia
(HECKENLIVELY; ARDEN, 2006; JACOB et al., 2011).

Os potencias elétricos gerados na retina pela luz podem ser captados por diferentes tipos
de eletrodos ativos os quais podem ser posicionados em diferentes regides: na cornea, COmo 0s
eletrodos em forma de lente de contato dos tipos Burian - Allen ou ERG — Jet; na conjuntiva,
como as fibras condutoras do tipo Dawson, Trick e Litzkow (DTL) ou eletrodos em forma de
folhas de ouro; na superficie cutanea, como os eletrodos de superficie (MARMOR et al., 2009;
HECKENLIVELY; ARDEN, 2006; MCCULLOCH et al., 2015).
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O registro do ERG é obtido através da diferenca de voltagem medida entre o eletrodo
ativo e o eletrodo de referéncia. O eletrodo terra serve de zero, ou seja, a polaridade da voltagem
registrada é positiva (eletrodo ativo) ou negativa (eletrodo referéncia) em relacdo ao eletrodo
terra. Os eletrodos de referéncia e terra sdo geralmente eletrodos cutéaneos e podem ser do tipo
agulha (intradérmicos) ou de superficie (epidérmicos), feitos de metal como platina, prata, ouro,
niquel, aco inoxidavel (HECKENLIVELY; ARDEN, 2006). O eletrodo ativo detecta corrente
extracelular gerada em resposta a um estimulo luminoso, demonstrada na figura 14.

Os protocolos utilizados para obtencéo dos diferentes tipos de respostas no ffERG séo
baseados na condigdo de adaptacdo prévia ao escuro (escotopica) ou ao claro (fotdpica) e
condicBes de estimulagdo como intensidade e duracdo do estimulo e intervalo entre os estimulos
(JACOB et al., 2011; MCCULLOCH et al., 2015). O ffERG registrado com a retina adaptada
ao escuro em resposta a estimulos podem ser originados a partir de bastonetes quando o
estimulo tem baixa intensidade luminosa e de bastonetes e cones quando os estimulos
luminosos tém intensidade luminosa na faixa mesopica e fotdpica e de cones quando o
individuo é adaptado ao claro (MCCULLOCH et al., 2015).

Os tipos de resposta mais estudadas sdo: escotopica de bastonetes; escotopica mista
(resposta mista de bastonete e cone); escotdpica de potenciais oscilatérios (resposta que aparece
na fase de subida da onda b e é obtida ap6s filtragem passa-banda da resposta escotdpica
méaxima); fotopica de cones ao flash unico; fotopica de flicker (figura 15). Dentro do mesmo
tipo de resposta pode-se variar a intensidade e duracdo do estimulo no intuito de realizar uma
avaliacdo mais ampla da resposta elétrica da retina (MARMOR et al., 2009; MCCULLOCH et
al., 2015).
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ERG —

Figura 14. Correntes extracelulares geradas em resposta a estimulo luminoso no eletrorretinograma. A trajetoria
A da corrente representa a corrente local através da retina, enquanto a trajetéria B mostra as correntes que saem
da retina através do humor vitreo e da cornea e voltam a retina através da coroide e epitélio pigmentar. O registro
do eletrorretinograma é obtido a partir da trajetdria B (Adaptado de
http://webvision.med.utah.edu/book/electrophysiology/the-electroretinogram-erg/ Acesso em

18/01/2017).



http://webvision.med.utah.edu/book/electrophysiology/the-electroretinogram-erg/
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As alteracbes de voltagem detectadas pelo ERG sdo denominadas de ondas ou
componentes, 0s quais apresentam formas distintas dependendo das diferentes condicdes de
adaptacéo e estimulacdo. Os componentes mais analisados nos estudos que utilizam o ffERG
sdo a onda negativa (a) e a positiva (b), potencial oscilatério e componentes do flicker.
Amplitude e tempo implicito ou fase desses componentes sdo medidos para avaliar a
integridade funcional da retina como mostra a figura 15 (MARMOR et al.,, 2009;
MCCULLOCH et al., 2015).

A amplitude da onda-a é a medida entre a linha de base e 0 pico méximo da onda-a e a
amplitude da onda-b é a medida entre o pico maximo da onda-a e o0 pico maximo da onda-b. O
tempo implicito de cada onda é medido entre o inicio do estimulo (flash) e o pico maximo da
onda (MARMOR et al., 2009; MCCULLOCH et al., 2015).

A resposta ao flicker, que foi a utilizada no presente trabalho, € uma resposta conduzida
preferencialmente pela via de cones que consiste na resposta a diferentes frequéncias temporais
de estimulagéo. A amplitude da resposta ao flicker pode ser medida do vale ao pico da onda e
o tempo implicito a partir do flash até o pico seguinte ao estimulo, usando a média de medicGes
de varias ondas para determinar amplitude e tempo implicito. Uma analise mais detalhada da
resposta ao flicker tem sido realizada no dominio da frequéncia decompondo a resposta em trés
componentes denominados primeiro harmonico (ou fundamental, F); segundo harménico (2F),
terceiro harmonico (3F). Tal analise foi utilizada no presente estudo por ser (til para detectar
sinais alterados e fornecer informacoes fisiologicamente importantes sobre fase e amplitude dos
componentes harmonicos da resposta (MCCULLOCH et al., 2015).
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Figura 15. Formas de ondas obtidas pelo eletrorretinograma de campo total. As formas de ondas s&o obtidas a
partir de diferentes protocolos padronizados pela ISCEV (Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Visual
Clinica). As cabegas de seta em negrito indicam o flash; as setas s6lidas indicam as amplitudes de onda a e onda
b; as setas pontilhadas indicam como medir o tempo implicito (Adaptado de MCCULLOCH et al., 2015).
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A associacdo entre as respostas no ERG e suas origens celulares, desde a ativagdo dos
fotorreceptores até as vias pds-receptorais, proporciona uma melhor compreensdo sobre a
funcdo normal do complexo sistema visual. Cada componente da onda é gerado por
determinado grupo celular. A onda-a negativa é gerada principalmente pela hiperpolarizacao
de fotorreceptores e células bipolares OFF, enquanto a onda-b positiva é gerada pela
despolarizacéo das células bipolares do tipo ON e das células de Miller (células da glia que se
estendem por toda a largura da retina, desempenham uma funcéo de suporte aos diferentes
elementos celulares e manutengéo da integridade estrutural da retina). A onda c positiva mais
lenta é gerada pela hiperpolarizacdo do epitélio pigmentar. Enquanto o potencial oscilatério
reflete correntes elétricas extracelulares geradas pelas células améacrinas (NOELL, 1954;
JACOB et al., 2011).

Quanto ao flicker, a frequéncia de estimulagdo mais utilizada da clinica oftalmolégica é
a de 30 Hz, ou seja, 30 estimulos por segundo, cuja resposta € originada pelo sistema de cone
com vias pos-receptorais ON e OFF. Em geral quanto maior a frequéncia temporal de
estimulacdo, maior a contribuicdo das células bipolares e menor a contribui¢do dos cones para
a geracdo das ondas (MCCULLOCH et al., 2015).

1.3.1. Estimulacédo seletiva de cones L e M e das vias pds-receptorais

magnocelular e parvocelular

Muitos estudos suportam a teoria de que as respostas ao flicker no ERG que contém
informacdo cromatica vermelho-verde e de luminancia em altas frequéncias temporais (> 30
Hz) refletem a atividade da via pos-receptoral de luminancia magnocelular, enquanto em
frequéncias intermedirias (8-12 Hz) refletem a ativacdo do canal cromatico vermelho-verde
baseado na via pos-receptoral parvocelular. Como os estimulos de isolamento de cone Le M
as respostas desse isolamento podem fornecer informacdes sobre o input do cone para as duas
vias pos-receptorais quando utilizadas frequéncias temporais de estimulagdo altas e
intermediarias (KREMERS; LINK, 2008; CHALLA et al., 2010; KREMERS et al., 2010;
KREMERS; PANGENI, 2012; KOMMANAPALLI et al., 2014; JACOB et al., 2015;
MARTINS et al., 2016).

A raz&o entre as respostas de cone L e M ao flicker corrobora essa informagéo, sendo
geralmente maior que 1 em altas frequéncias temporais de estimulacdo concordando com
achados psicofisicos relacionados ao canal de luminancia, mediado pela atividade

magnocelular, enquanto que a razdo L/M € proximo a 1 em flicker com frequéncia temporal
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intermediaria de 12 Hz, propriedade do canal cromatico verde-vermelho mediado pela atividade
parvocelular. Outra caracteristica que indica atividade da via parvocelular é a diferenca entre
as fases das respostas de cone L e M (L-M) ser proxima a 180°, que ocorre em 12 Hz
(KREMERS et al., 2000; KREMERS; LINK, 2008; CHALLA etal., 2010; JACOB etal., 2015).

Esse isolamento da resposta de fotorreceptor tem sido realizado por diversas técnicas e
dentre elas a técnica considerada mais vantajosa é a Tripla Substituicdo Silenciosa, pois permite
completo isolamento da resposta de uma classe de fotorreceptor, por estimulacdo seletiva de
um tipo de fotorreceptor (mudanca no estado de excitacdo) a partir do uso de estimulos de luzes
monocromaticas com diferentes comprimentos de onda que quando alternados ndo causam
mudanca no estado de excitacdo dos demais fotorreceptores (0 numero de fotoisomerizacao,
absorcdo de um féton pelo fotopigmento, permanece constante), sendo assim, “silenciados”
como exemplificado na figura 16. Dessa forma, trés tipos de fotorreceptores, incluindo
bastonetes, sdo “silenciados” e apenas um fotorreceptor, tipo L ou M esta apto a responder
(ESTEVEZ; SPEKREIJSE, 1974, 1982; KREMERS, 2003; KREMERS; PANGENI, 2012).

Para isolamento efetivo de um unico tipo de fotorreceptor, o numero de primarias (fonte
de luz colorida ou LEDs) necessarias para estimulacdo deve ser ao menos igual ao nimero de
tipos de fotorreceptores presentes, no caso de humanos tricromatas, quatro (bastonete, cone S,
cone L e cone M) tal como usado no presente estudo (SHAPIRO; POKORNY; SMITH, 1996).

A Tripla Substituicdo Silenciosa é extremamente Gtil para o estudo dos sinais das vias
originadas nos diferentes tipos de fotorreceptores isoladamente o que permite o diagnostico e
monitoramento da progressdo e tratamento de alteracfes retinianas que comprometem o
funcionamento da via mediada por um fotorreceptor especifico (KREMERS, 2003). A eficécia
do método ja foi comprovada em individuos dicromatas, que ndo possuem cones L ou M
(KREMERS; PANGENI, 2012; KREMERS et al., 2014; MCKEEFRY et al., 2014).

A referida técnica baseia-se no principio da univariancia em que a excitacdo dos
fotorreceptores (hiperpolarizagdo) causada por uma fotoisomerizagdo é invariante e ndo é
dependente do conteudo energético e do comprimento de onda do féton absorvido. No entanto,
a probabilidade de um féton ser absorvido depende do seu comprimento de onda e é descrito
por espectro de absorcao ou, no nivel da cornea, pela sensibilidade espectral ou fundamentos.
Logo, utilizando estimulos com comprimento de onda que possuam mesma probabilidade de
terem seus fotons absorvidos por um determinado fotorreceptor a alterndncia deles gera
aproximadamente a mesma magnitude de hiperpolariza¢cdo, ndo mudando o estado de excitacdo
do fotorreceptor, sendo assim “silenciado”” como mostra a figura 16 (ESTEVEZ; SPEKREIJSE,
1974, 1982; KREMERS, 2003).
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Figura 16. Exemplo do tipo de estimulacdo utilizada no método de substituigdo silenciosa. A ilustragdo mostra o
uso de dois estimulos com diferentes comprimentos de onda (linha tracejada) que quando alternados causam
excitacdo do cone M e ndo alteram o estado de excita¢do do cone L, isolando a resposta de cone M e “silenciando”
o cone L. Oscirculos preenchidos correspondem a absorcéo de fétons pelo cone L (o nimero de fotoisomerizagao)
induzido por estimulo de diferentes comprimentos de onda. O nimero de fotoisomerizagdo permanece constante
com a alternancia dos dois estimulos, sem alteracdo no estado de excitacdo do cone L pois esses estimulos possuem
comprimentos de onda com mesma probabilidade de terem seus fétons absorvidos pelo cone L gerando
aproximadamente mesma magnitude de excitacdo. Os circulos ndo preenchidos correspondem a absorgao de fétons
pelo cone M com os mesmos estimulos gerando mudanca no estado de excitacdo desse cone quando alternados
(Adaptado de ESTEVEZ; SPEKREIJSE, 1974).
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Com o uso de técnicas especificas de estimulacdo visual no ERG pode-se avaliar a
atividade diferencial de cones e vias retinianas sendo uma valiosa ferramenta para auxiliar na
melhor compreensdo de fenémenos fisiolégicos como o fendmeno de adaptacdo a luz
(ARMINGTON; BIERSDORF, 1958; GOURAS; MACKAY, 1989; PEACHEY et al., 1989,
MURAYAMA; SIEVING, 1992; BENOIT; LACHAPELLE, 1995; ALEXANDER et al.,
2006; JACOB et al., 2011; VINCENT; ROBSON; HOLDER, 2013; MCANANY; NOLAN,
2014).

1.4FENOMENO DE ADAPTACAO A LUZ

O fendmeno de adaptacdo a luz consiste em mudancas na sensibilidade do sistema visual
a luz frente a exposi¢cdo prolongada a iluminacdo ap6s um periodo no escuro. A variacdo da
iluminagéo do ambiente do escuro, no qual o sistema visual esta adaptado ao escuro, com maior
sensibilidade a luz, (Figura 17 A) para luminosidade intensa ativa diferentes mecanismos
gerando, inicialmente, um estado de ofuscamento instantaneo (Figura 17 B) e posteriormente
mudancas na sensibilidade a luz para, assim, alcancar um estado de adaptacédo visual ao claro
retomando a acuidade adequada da cena visual como demonstra a figura 17 C (ARMINGTON,;
BIERSDORF, 1958; GOURAS; MACKAY, 1989; PEACHEY et al., 1989, MURAYAMA,
SIEVING, 1992; BENOIT; LACHAPELLE, 1995; ALEXANDER et al., 2006).
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Figura 17. Cena visual representativa do processo de adaptacéo a luz. Em A é apresentada a imagem no ambiente
escuro, quando o sistema visual se encontra adaptado ao escuro, com alta sensibilidade a luz. Em B esta
demonstrado o ofuscamento causado pelo brusco aumento no nivel de iluminagdo ou acender das luzes do
ambiente ap6s um periodo no escuro e aimagem C demonstra a adaptacéo ao claro que ocorre apds alguns minutos
de exposi¢do a luz retomando a acuidade visual apds mudancas na sensibilidade a luz.
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Quando a iluminagdo do ambiente muda, como do escuro para ilumina¢do mais intensa,
mecanismos de adaptacdo nos fotorreceptores e vias pos receptorais podem agir de forma
diferente (ou seja, variar em suas mudancas de sensibilidade e periodo em que ocorre 0 processo
de adaptacdo a luz) para manter o sistema visual dentro de uma faixa de funcionamento ideal.
Esse fendmeno tem sido avaliado por eletrorretinograma de campo total, que permite observar
uma propriedade de aumento de amplitude de diversos componentes de resposta em fungéo do
tempo de adaptacédo ao claro. Este achado € encontrado na seguinte condicao: (i) um sujeito a
ser testado é adaptado ao escuro por um tempo superior a 20 minutos; (ii) apos o periodo de
adaptacao ao escuro, o sujeito testado é colocado em uma ctpula com intensidade luminosa em
niveis fotopicos; (iii) de tempo em tempos hd a estimulagdo com um flash de luz com
intensidade luminosa acima do nivel de iluminacdo do fundo da clpula (ARMINGTON;
BIERSDORF, 1958; MIYAKE et al, 1987; PEACHEY et al., 1989; PEACHEY;
ALEXANDER; FISHMAN, 1991; PEACHEY et al., 1992; MILLER; SANDBERG, 1991,
MCANANY’; NOLAN, 2014).

Diversos estudos demonstraram que na resposta de cone no ERG de campo total a um
unico flash de alta intensidade, as ondas a, b, i e potencial oscilatorio, aumentam gradualmente
em amplitude durante a adaptacéo a luz ap6s um prévio periodo de adaptacdo ao escuro. Alguns
estudos encontraram uma diminuicdo concomitante no tempo implicito dos componentes
acompanhando o aumento na amplitude. Estas mudangas nas amplitudes e nos tempos
implicitos sdo lentas, e o0s tempos de adaptacdo sdo da ordem de varios minutos
(ARMINGTON; BIERSDORF, 1958; GOURAS; MACKAY, 1989; PEACHEY et al., 1989;
MURAYAMA,; SIEVING, 1992; BENOIT; LACHAPELLE, 1995; ALEXANDER et al.,
2006).

O flicker gerado por flashes de alta frequéncia temporal ou modulacéo de onda senoidal
mostram uma adaptacdo a luz semelhante a gerada com estimulo de flash tnico. As amplitudes
da resposta ao flicker aumentaram e as fases diminuiram fortemente nos primeiros 5 minutos
de exposicao ao campo de adaptacao e saturaram-se depois de cerca de 10 minutos como mostra
a figura 18 (PEACHEY; ALEXANDER; FISHMAN, 1991; PEACHEY et al., 1992). Por essa
razdo, a Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Visual Clinica (ISCEV) recomenda a
adaptacdo do olho a um fundo claro por pelo menos 10 minutos apds ter sido totalmente
adaptado ao escuro antes de fazer o registro fotdpico do ERG (MCCULLOCH et al., 2015).
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Figura 18. Adaptagdo a luz no eletrorretinograma de campo total por PEACHEY; ALEXANDER; FISHMAN,
1991. Em A, ERGs obtidos com estimulos tipo flicker de 0,82 log cd.s/m? apresentado a sujeitos saudaveis em
condicOes de adaptacdo ao escuro (linha abaixo) e apds 21 min de adaptagdo a luz a um campo de adaptacgdo de
1,34 log cd/m? (linha acima). Em B e C, amplitudes e tempo implicito, respectivamente, obtidas no escuro
(simbolos preenchidos) ou em funcdo do tempo de adaptacdo a luz de 1.34 log cd/m? (simbolos abertos), usando
flicker com luminéncia de -0,98 (triangulos) ou 0,82 (diamantes) log cd sec / m?. Cada ponto representa a média
de 3 sujeitos com desvio padrdo. Observa-se um aumento na amplitude de resposta em funcdo do tempo de
adaptacdo a luz com estimulos de maior luminancia (0,82 log cd.s/m?) concomitante com uma redugio no tempo
implicito. Nos primeiros 5 minutos de exposi¢do ao campo de adaptacdo essas variagcdes sdo grandes e saturaram
depois de cerca de 10 minutos (Adaptado de PEACHEY; ALEXANDER; FISHMAN, 1991).
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Compreender e estabelecer as mudancas que subjazem ao fenémeno de adaptacdo a luz
em sistemas visuais normais também tem relevancia clinica. Por exemplo, pacientes com
cegueira noturna congénita estacionaria incompleta e com retinite pigmentosa mostram
diferentes magnitudes e cinéticas de mudanca de amplitude durante a adaptacdo fotdpica com
estimulos de flicker de 30 Hz em comparacdo com individuos saudaveis (MI'YAKE et al., 1987,
MILLER; SANDBERG, 1991). Assim, a cinética e magnitude de adaptacdo a luz pode auxiliar
a elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no fendmeno e pode ser utilizada
como um biomarcador funcional para diversas doengas retinianas.

N&o ha um consenso sobre o substrato fisiologico que explique o aumento da amplitude
do eletrorretinograma de campo total em funcdo do tempo de adaptacdo ao claro. Varias
hipdteses sobre 0os mecanismos subjacentes a esse fendmeno foram propostas (ARMINGTON,;
BIERSDORF, 1958; NORMANN; PERLMAN, 1979; GOURAS; MACKAY, 1989; KONDO,
1999; CAMERON; LUCAS, 2009), sendo duas das quais ainda aceitas. Propfe-se que 0
fendmeno seja causado por uma redespolarizacdo lenta dos fotorreceptores cone durante a
adaptacdo a luz apds hiperpolarizacdo inicial (DOWLING; RIPPS, 1971; GOURAS;
MACKAY, 1989). Tal hipotese tem sido confirmada com estudos da variacdo do potencial de
membrana dos cones em funcéo do tempo de adaptacao ao claro, pois o tempo de adaptagéo do
ERG e as mudancas de potencial de membrana dos cones apos ligar uma luz de adaptagéo se
assemelham (NORMANN; PERLMAN, 1979; MATTHEWS et al., 1988).

A segunda hipétese envolve a diminuicdo gradual de um efeito supressor da
fototransducdo de bastonetes em respostas de cone do ERG com o tempo de adaptacéo ao claro,
ou seja, 0s bastonetes exercem uma inibicdo sobre os cones e com a adaptacdo ao claro e
consequente desligamento dos bastonetes, os cones perderiam a inibi¢do e poderiam responder
com amplitude cada vez maior (ARDEN; FRUMKES, 1986). Essa hipdtese foi reforcada por
Kondo et al. (1999) ao revelarem, através de eletrorretinograma multifocal (MfERG), maiores
aumentos de amplitude durante a adaptacdo a luz na periferia retiniana, dominada por
bastonetes (figura 19). O suporte adicional a essa hipotese vem do trabalho com camundongos
Gnatl - / -. Esses camundongos sdo desprovidos da subunidade o da transducina de bastonete,
portanto, ndo tém bastonetes funcionais. O crescimento da amplitude e a diminui¢ao do tempo
implicito da onda b fotdpica durante a adaptacdo a luz foram menores nestes camundongos
comparados aos animais do tipo selvagem (CAMERON; LUCAS, 2009).
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Figura 19. Aumento de amplitude do eletroretinograma multifocal durante a adaptacao a luz por KONDO et al.,
1999. ERGs multifocais registrados em diferentes momentos ap6s o inicio de adaptacéo de luz obtida a partir de
sujeitos saudaveis. Nota se que o0 aumento de amplitude foi mais proeminente na retina periférica do que na retina

central (KONDO, et al, 1999).
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Recentemente, McAnany e Nolan (2014) descreveram mais detalhadamente a natureza
e a extensdo das mudancas de resposta de flicker do ERG durante a adaptacdo a luz medindo as
respostas a estimulos de modulacdo senoidal do campo de adaptacdo e extraindo o0s
componentes primeiro harmoénico (F), segundo harmonico (2F) e terceiro harmonico (3F) das
respostas a 31 Hz usando a transformada rapida de Fourier (FFT). Estes parametros foram,
entdo, modelados com o inverso de uma fungdo exponencial para obter uma estimativa das
constantes de tempo (também chamada de constante de semi-saturacdo, que corresponde a
metade do tempo em que a curva de amplitude ou fase em funcdo do tempo de adaptacéo
fotopica satura) e magnitudes de variagcdo nas amplitudes e fases do ERG para avaliar a sua
cinética. Esses autores mostraram que de 0 a 15 minutos de adaptacdo a luz, os diferentes

componentes harménicos mudam de forma distinta em magnitude e curso temporal.

A amplitude de F aumentou quase duas vezes (fator~ 2) com constante de tempo de 3
minutos, 2F aumentou com um fator de 1,4 com constante de tempo de 0,4 minutos, sendo o
componente com adaptacdo mais rapida. 3F aumentou mais que 0s demais componentes com
um fator de 4,6 com curso temporal de 1,4 minutos. A fase do F ndo mudou com o tempo de
exposicdo a luz de fundo, enquanto que as fases dos componentes 2F e 3F aumentaram

aproximadamente 45 ° com uma constante de tempo de cerca de 2 min (figura 20).

Esta descoberta questiona se um mecanismo geral € a base de todas as mudancas da
resposta a0 ERG ou se elas diferem entre sinais originados em diferentes tipos de
fotorreceptores cones ou vias pds-receptorais. Se as mudangas dependessem apenas de um
mecanismo poderia se esperar que sua dinamica fosse a mesma para todos os circuitos de retina.
Por outro lado, se as diferentes vias ttm mecanismos de adaptagdo distintos, entdo a dindmica
das mudancas pode depender do circuito estimulado. Este fato também significaria que as
teorias propostas até agora s6 podem ser parcialmente corretas.

De uma forma geral, os estudos utilizam estimulos que provocam atividade de todos os
fotorreceptores cones conjuntamente ndo tendo sido realizado experimentos com estimulos para
isolamento de cones e das vias pds-receptorais estudando a variacdo de amplitude e fase do
ERG de campo total em funcdo da adaptacdo a luz. Nesse contexto, o presente estudo visa
determinar como as respostas ao flicker no ERG com estimulos de ondas senoidais mediadas
por diferentes sistemas de cone mudam durante a adaptacdo a luz. Especificamente, as
caracteristicas e a dindmica dos sinais originados nos subsistemas conduzidos por cones L e M

e pelas vias pds-receptorais magno e parvocelular foram analisados separadamente.
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Figura 20. Mudangas nos componentes harménicos do flicker no eletrorretinograma durante a adaptagéo a
luz. Em A, os registros médios das formas de onda ao longo de um intervalo de 1 minuto (superior) e 15
minutos (inferior) de adaptacdo a luz. Em B, os espectros derivados de FFT para as formas de onda do ERG
registadas no inicio (esquerda) e final (direita) da adaptacéo a luz. Em C, a amplitude média em log (x 1 EPM)
de 5 sujeitos para F (circulos), 2F (triangulos), 3F (quadrados) em funcédo da duracéo da adaptacéo a luz. Em
D, a média da fase (+ 1 EPM) de 5 sujeitos para F (circulos), 2F (triangulos), 3F (quadrados) em funcédo da
duracdo da adaptagdo a luz (Adaptado de MCANANY; NOLAN, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do estudo é avaliar a magnitude e padrdo temporal da variacdo das respostas
elétricas da retina para estimulos seletivos a cone L e a cone M e para estimulos especificos da
via de luminancia e da via de cor vermelho-verde, possibilitando a avaliacdo da atividade das

vias visuais parvocelular e magnocelular, durante a adaptacao a luz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar a magnitude de variacdo de amplitude e fase das respostas
eletrorretinograficas isoladas de cone L e M e da via de luminancia e de cor vermelho-
verde a estimulos com frequéncias temporais intermediaria e alta ao longo do tempo de
adaptacdo a luz.

o Estimar e comparar a constante de tempo das variagoes de amplitude e
fase do ERG em funcédo do tempo de adaptacdo a luz para condi¢des de isolamento de
cones L e M e das vias de luminancia e de cor vermelho-verde a estimulos com
frequéncias temporais intermediaria e alta.

o Avaliar a relagdo entre as respostas obtidas com isolamento de cone L e
M em altas e intermediarias frequéncias temporais e atividade das vias magnocelular e
parvocelular.

o Comparar a cinética e a magnitude de variacdo das respostas que refletem

a atividade da via parvocelular com as que refletem atividade da via magnocelular.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no periodo de doutorado sanduiche (marco de 2015
a fevereiro de 2016) pelo Programa Ciéncias Sem Fronteiras do Ministério da Educacdo do
Brasil no departamento de oftalmologia da Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-

Nirnberg em Erlangen, Alemanha, sob supervisdo do professor doutor Jan Kremers.

3.1 SUJEITOS

Seis sujeitos saudaveis (2 homens e 4 mulheres entre 26 e 35 anos de idade), tricromatas
sem queixas visuais ou historia de doenca ocular participaram dos experimentos.

Todos os sujeitos foram submetidos a avaliacdo oftalmoldgica através de exames de
biomicroscopia, fundoscopia avaliacdo da refracéo e acuidade visual para excluir sujeitos com
desordens retinianas ou com déficits na visdo de cor (usando o teste de visdo de cor
anomaloscépio HMC, Oculus Optikgerate GmbH, Wetzlar, Germany), garantindo a
participacao apenas de individuos tricromatas.

O estudo contou com amostra por conveniéncia e os sujeitos foram incluidos na pesquisa
quando se enquadraram nos critérios de inclusdo e excluidos quando apresentaram ao menos

um dos critérios de exclusdo mencionados abaixo:

Critérios de inclusao:

o N&o apresentar queixas visuais;

o Né&o apresentar alteragGes oculares;

o Ser tricromata e ndo apresentar alteracGes na visdo de cores;

o N&o apresentar doencas sistémicas, genéticas ou neurolégicas que possam afetar

o sistema visual;

o Aceitar participar da pesquisa.

Critérios de exclusio:

o Apresentar qualquer alteracdo na visao de cores;

o Ser portador de doencas sistémicas, genéticas ou neuroldgicas que possam afetar

o sistema visual;


https://www.fau.eu/
https://www.fau.eu/
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o Ser portador de doencas oculares (catarata, ceratite, conjuntivite, degeneracao

macular relacionada a idade, estrabismo, glaucoma, olho seco, uveite etc);

o Ser portador de epilepsia;

o Ter sido submetido a cirurgia para correcdo de erros refrativos;

o Apresentar pressdo intraocular elevada;

o Usar medicamentos conhecidos por afetar os resultados do eletrorretinograma;
o Alcodlatras, tabagistas e/ou usuarios de drogas ilicitas;

o Recusa a participar da pesquisa.

Uma vez selecionados os participantes, apds exames oftalmoldgicos e teste de visdo de
cor, os individuos estavam aptos a realizacdo do eletrorretinograma de campo total.

A participacdo dos sujeitos foi voluntaria, garantindo a todos o abandono do estudo a
qualquer momento e o sigilo da identidade. Os individuos foram informados acerca dos
objetivos do presente estudo, de todos os procedimentos a serem realizados, concordando em
participar do trabalho. Os experimentos respeitaram os principios da declaracdo de Helsinki e
o protocolo foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Medicina da Universidade de

Erlangen-Nirnber, sob protocolo de aprovacdo 329 12B.

3.2ESTIMULOS VISUAIS

Os sujeitos saudaveis foram, entdo, submetidos ao eletrorretinograma de campo total.
Os registros foram realizados usando o Sistema de registro eletrofisiol6gico RETIport (Roland
Consult, Wiesbaden, Alemanha). Os estimulos consistiram em ondas senoidais (por modulagédo
senoidal do campo de adaptacdo com frequéncias temporais de 12 e 36 Hz) apresentados por
uma cupula de Ganzfeld (Q450 SC; Roland Consult) com seis conjuntos de LEDs (diodos
emissores de luz) de luzes correspondentes a cores diferentes. Quatro desses LEDs foram
usados no presente estudo: verde (523 nm, com coordenadas do diagrama CIE- Comissdo
internacional de iluminagdo (CIE1931): x = 0,2016, y = 0,7371); laranjado (594 nm, CIE1931.:
x =0,5753, y = 0,4240); azul (469 nm, CIE1931: x = 0,1255, y = 0,0926) e vermelho (638 nm,
CIE1931: x = 0,6957, y = 0,2966). A luminancia média foi 284 cd/m? (com luminancia de cada
LED: verde 40 cd/m?, laranjado 160 cd/m?, azul 4 cd/m?e vermelho 80 cd/m?) para todos os
protocolos resultando em uma cromaticidade média avermelhada com coordenadas do
diagrama CIE1931: x = 0.5951, y = 0.3857.
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As medicdes de luminéncia foram feitas utilizando um fotémetro Minolta (LS-110). Os
espectros dos estimulos e as coordenadas CIE foram medidas utilizando um
espectrorradiometro CAS 140 (Instrument Systems, Munique, Alemanha). Foram realizados
oito protocolos de estimulagdo: isolamento em cone L, isolamento em cone M, isolamento da
via de luminancia e isolamento da via de cor vermelho-verde, cada um com frequéncias
temporais de 12 e 36 Hz, cujas especificacdes séo apresentadas na Tabela 1.

O isolamento de cone L ou de cone M realizado no presente estudo foi obtido utilizando
0 método de tripla substituicdo silenciosa (KREMERS, 2003). As respostas de cone L foram
isoladas com contraste de cone L de 19%, com cone M, cone S e bastonetes “silenciados” (isto
é, 0% de modulacdo). Enquanto que o isolamento de cone M foi realizado com contraste de
cone M de 18%, com cone L, cone S e bastonetes “silenciados”. Estes estimulos foram
apresentados a 12 e 36 Hz (estimulos tipo flicker com modulacdo senoidal do campo de
adaptacdo) para avaliar separadamente as contribui¢des das vias retino-geniculadas cromatica
e de luminéancia, respectivamente (KREMERS; LINK, 2008).

Medidas adicionais com estimulos de ativacdo seletiva de mecanismo de luminancia
(Lum) e estimulos de ativacdo de mecanismo cromatico vermelho-verde (Crom) foram também
realizadas, a 12 e 36 Hz. Nos estimulos isocromaticos de luminancia, todos os quatro LEDs
foram moduladas em fase com 75% de contraste de luminancia. Os estimulos cromaticos
vermelho-verde foram obtidos com a modulacdo em contra-fase dos LEDs vermelho e verde
(LEDs azul e laranja ndo foram modulados). A modulacdo do contraste foi de 100% para 0s
LEDs verdes e 50% para LEDs vermelhos para obter estimulos isoluminantes considerando que
a luminancia média do LED vermelho (80 cd / m?) foi o dobro da do LED verde (40 cd / m2).
Devido a variagdo individual nas condigdes de isoluminéncia, a estimulacdo de luminancia
residual pode estar presente. Contudo, dados anteriores mostraram que com estas condi¢des de
estimulagdo a resposta do ERG a conteddos cromaticos do estimulo domina a 12 Hz
(KREMERS et al., 2010). A figura 21 mostra os estimulos utilizados nos diferentes protocolos

de estimulacdo e a tabela 1 apresenta as condicdes de estimulacao.
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Tabela 1. Condigdes de estimulagao.

Estimulos
Via de
Luminancia Viade cor

Cone L Cone M isocromatica isoluminante

LED
Luminancia média
(cd/m?)
284 284 284 284
Luminancia (cd/m?)
Verde 40 40 40 40
Laranjado 160 160 160 160
Azul 4 4 4 4
Vermelho 80 80 80 80
Contraste dos LEDs
(%0)*
Verde 5.0 -20 75 -100
Laranjado -22 59 75 0
Azul -1 0 75 0
Vermelho 90 -90 75 50
Contraste de
fotorreceptor (%)*
Cone L 19 0 75 6.5
Cone M 0 18 75 -18.5
Cone S 0 0 75 -9.0
Bastonete 0 0 75 -48.3
Frequéncia (Hz)
12 12 12 12
36 36 36 36

Atabela 1 mostra a luminéncia e contraste dos LEDs (verde, laranjado, azul e vermelho), contraste de fotorreceptor
(cone L, M, S e bastonete), e frequéncia temporal de estimulacdo (12 e 36 Hz) utilizados em cada tipo de
estimulagdo (isolamento de cone L, isolamento de cone M, isolamento do mecanismo de luminancia e isolamento
do mecanismo cromatico).

*: Contrastes com sinais opostos indicam modulagdo em contra-fase.
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Figura 21. Representacdo dos quatro diferentes tipos de estimulagdo utilizadas nos experimentos. Cone M:
estimulo de isolamento de cone M; Crom: estimulo de isolamento de mecanismo cromatico; Cone L: estimulo de
isolamento de cone L; Lum: estimulo de isolamento de mecanismo de luminancia (Adaptado de LEE; SUN, 2009).
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3.3REGISTROS ELETRORRETINOGRAFICOS

Os ERGs foram medidos no olho direito de cada individuo. Evitando, assim, qualquer
selecdo como “olho dominante”. Apds dilatagdo da pupila com uma gota de 0,5% de
tropicamida, os eletrodos de disco de ouro com pasta condutora (DO Weaver e Co, EUA) foram
fixados a testa e a témpora ipsilateral ao olho testado como eletrodos terra e de referéncia,
respectivamente (figura 22). As areas da pele foram limpas com gel abrasivo Nuprep (DO
Weaver & Company, EUA) antes do posicionamento dos eletrodos. O eletrodo ativo utilizado
foi o DTL (Dawson, Trick e Litzkow) que consiste em um fino fio de nylon o qual foi
posicionado na conjuntiva inferior fixado préximo aos cantos temporal e nasal do olho (figura
22). A anestesia corneana ndo foi solicitada por nenhum dos individuos e as impedancias dos
eletrodos foram mantidas abaixo de 5 kQ.

Antes de cada um dos oito protocolos de estimulacéo visual, os sujeitos foram adaptados
ao escuro por 30 minutos, ja com os eletrodos posicionados, na sala experimentacdo com todas
as luzes apagadas e ambos os olhos vendados com tapa-olho. Logo apds, apenas o olho direito
foi descoberto para ser testado e 0 esquerdo permaneceu tampado. Foi solicitado aos individuos
que fixassem a visdo em um pequeno ponto vermelho central no interior da clpula para garantir
a fixacdo estavel. Suas cabecas foram estabilizadas pela testa e queixo apoiados em frente a
clpula de Ganzfeld.

Apos o periodo de adaptacdo ao escuro a luz de fundo do campo de adaptacao da cupula
de Ganzfeld foi ligada e os registros iniciaram-se com o passar de 30 (registro nomeado ‘tempo
0' ou “t0). Este tempo foi necessario para minimizar os estrabismos e os artefatos de piscadas
devido ao desconforto visual gerado pela subita mudanga de intensidade de iluminagdo. Os
registros foram realizados de 2 em 2 minutos até decorrerem 16 minutos, totalizando 9 registros
ao longo do tempo de adaptacdo ao claro (tempos: 0 min, 2 min, 4 min, 6 min, 8 min, 10 min,
12 min, 14 min e 16 min). Um registro médio consistiu em 40 varreduras, cada uma com
duracéo de 1 segundo. A respostas foram amplificados 100.000 vezes, filtradas com filtro passa-
banda entre 1 e 300 Hz e digitalizados a uma taxa de 1024 Hz.

A ordem dos oito protocolos de estimulacdo visual foi aleatéria e cada um dos
protocolos (incluindo a adaptacéo ao escuro de 30 min) levava aproximadamente 47 minutos
para ser concluido. Dessa forma, foram necessarias varias sessoes de registro (de até no maximo

quatro protocolos por dia) para cada sujeito.
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Figura 22. Posicionamento dos eletrodos. T: eletrodo terra, fixado a testa; R: eletrodo referéncia, fixado a témpora
ipsilateral ao olho testado. A: eletrodo ativo tipo DTL, posicionado na conjuntiva inferior proximo aos cantos
temporal e nasal do olho (Adaptado de
http://www.chip.rlbuht.nhs.uk/Medical%20Physics%20and%20Clinical%20Engineering/Pages/ERG%20Electro

de.aspx. Acesso em 12/07/2017)



http://www.chip.rlbuht.nhs.uk/Medical%20Physics%20and%20Clinical%20Engineering/Pages/ERG%20Electrode.aspx
http://www.chip.rlbuht.nhs.uk/Medical%20Physics%20and%20Clinical%20Engineering/Pages/ERG%20Electrode.aspx
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3.4PROCESSAMENTO DOS DADOS

As respostas do ERG foram analisadas por Transformada Réapida de Fourier utilizando
0 programa MATLAB (versdo R2011b, Mathworks, MA, EUA) para obter amplitudes e fases
dos componentes primeiro harménicos (F), segundo harmonico (2F) e terceiro harmonico (3F).

As formas de onda das respostas eletrorretinograficas em cada condicao de estimulagéo
foram analisadas calculando a média dos registros individuais nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14 e 16 minutos de adaptacdo a luz. As possiveis mudancas de forma de onda das respostas sdo
refletidas pelos espectros de amplitude das respostas ao ERG, os quais revelam como as
amplitudes no dominio da frequéncia mudam ao longo do tempo. Os espectros individuais
foram mediados para analise das respostas aos estimulos de isolamento de cone L, M,
mecanismo cromatico e de luminancia a 12 e 36 Hz.

Para cada componente foi calculada a razdo sinal-ruido (signal to noise ratio - SNR),
gue consiste em um parametro de confiabilidade dos dados a qual foi utilizada para os critérios
de exclusdo mencionados posteriormente. A SNR foi definida como as amplitudes na
frequéncia de estimulo Amp (f), 12 ou 36 Hz, dividida pela média das amplitudes nas
frequéncias adjacentes, Amp (f) £ 1 Hz (MEIGEN; BACH, 1999) Seguindo a Equacéo 1:

_ 2« Amp(f)
~ Amp(f — 1) + Amp(f + 1)

SNR

Onde Amp (f) é a amplitude na a frequéncia de estimulacdo (12 ou 36 Hz), Amp (f-1) é
amplitude na frequéncia de estimulacdo -1 Hz (11 ou ;35 Hz) e Amp (f+1) é amplitude
correspondente a frequéncia de estimulagdo +1 Hz (13 ou 37 Hz). A SNR foi usada como

critério de exclusdo de dados das analises como descrito a posteriori.

Para cada condigéo de estimulacdo foi calculado amplitude e fase relativas do ERG. A
amplitude relativa foi obtida através da razdo entre a amplitude em cada tempo e a amplitude
encontrada no tempo zero [Amp (t) / Amp (t0)] e a fase relativa foi calculada a diferenca entre
a fase obtida em cada tempo e a fase encontrada no tempo zero [Fase (t) — Fase (t0)]. A partir
desses dados relativos individuais em funcdo do tempo de adaptacdo a luz foi calculada a média

e 0 desvio padrdo para cada condicao de estimulagéo.
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Os dados médios de amplitude e fase relativas do ERG em funcdo do tempo de
adaptacdo a luz foram ajustados pela Equacdo 2 (ALEXANDER et al., 2006; MCANANY;
NOLAN, 2014):

y(®) = y(0) +a- <1 —exp (?))

Em quey (t) € a amplitude ou fase de resposta em um determinado tempo de adaptacéo.
y(0) é a amplitude ou fase no tempo 0 min, primeira medicdo (30 segundos ap6s a luz de
adaptacéo ser ligada). a representa a variagdo da amplitude ou fase relativas ao longo do tempo
de adaptacdo a luz; = é a constante de tempo ou constante de semi-saturacédo, que corresponde
a metade do tempo em que a curva de amplitude ou fase em funcdo do tempo de adaptacéo a
luz satura. Este modelo foi ajustado aos dados de variacdo de amplitude e fase ao longo do
tempo de adapta¢do a luz usando o programa MATLAB para obter estimativas de y(0), a, e z.

Foram utilizados trés critérios para a exclusdo de dados da andlise de variacdo de
amplitude e fase relativas durante a adaptacao a luz: (1) dados de fase ndo foram utilizados
quando o SNR foi menor que 2 (MEIGEN; BACH, 1999) a ndo ser que fossem apenas
ligeiramente inferiores a 2 e se encaixasse na curva formada pelas fases obtidas em outros
tempos de adaptacdo em que a SNR fosse maior do que 2; (2) Todos os dados de fase de uma
condicdo foram excluidos da analise de grupo quando a SNR em t0 min era menor que 2 e ndo
se encaixava na curva; (3) Os dados de amplitude e fase ndo foram usados quando os ajustes
obtidos pela equacédo 2 forneciam z > 16 min porque, nesse caso, 0s dados ndo forneciam uma
linearidade.

Para comparar a magnitude de variagcdo de amplitude entre os resultados dos diferentes
tipos de cones (L e M) e dos diferentes mecanismos isolados (cromatico e luminancia) e nas
diferentes frequéncias temporais (12 e 36 Hz) foi calculada a razdo do maior valor de a pelo
menor valor.

A razdo de amplitude L/M foi, também, analisada. Essa analise permite a identificacdo
de respostas com maior contribuicdo da via de oponéncia de cor (via P), cuja caracteristica € o
valor da razéo se aproximar de uma unidade, ou da via que ndo apresenta oponéncia de cor (via
M), cuja caracteristica é apresentar valor resultante da razdo L/M maior que 1. Essa razédo foi
calculada considerando os valores absolutos de amplitude de F para respostas de isolamento de
cone L dividido pelos valores absolutos de amplitude de F para respostas de isolamento de cone
M de cada sujeito em cada tempo de registro e calculando a média e erro padrédo dessa razéo
para cada frequéncia temporal de estimulagéo utilizada (KREMERS et al., 2000; KREMERS;
LINK, 2008; CHALLA et al., 2010; JACOB et al., 2015).
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Ainda com o intuito de identificar as respostas com maior contribuicdo da via de
oponéncia de cor foi analisada a diferenca de fase entre as respostas conduzidas por cone L e
conduzidas por cone M (L-M). Essa diferenca foi calculada considerando os valores absolutos
de fase de F para respostas de isolamento de cone L menos os valores absolutos de fase de F
para respostas de isolamento de cone M de cada sujeito em cada tempo de registro e calculando
a média e erro padrdo dessa diferenca para frequéncia temporal de 12 e 36 Hz. A diferenca de
fase L-M proxima a 180° indica oponéncia de cones L e M, refletindo atividade da via P
(KREMERS et al., 2000; KREMERS; LINK, 2008; CHALLA etal., 2010; JACOB et al., 2015).

4. RESULTADOS

4.1FORMAS DE ONDA E ESPECTRO DE ENERGIA

As médias das formas de onda individuais medidas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14
e 16 minutos de adaptacdo a luz séo apresentadas para cada condicao de estimulagéo nas figuras
23 e 24. Em quase todas as condi¢Oes as respostas aumentaram durante o tempo de adaptacao
a luz. Em algumas condigdes de estimulo (por exemplo, as respostas aos estimulos de
isolamento de cone M a 36 Hz e & modulagdo cromética a 36 Hz), as respostas foram muito
pequenas no tempo 0 min (t0). Para outras condicdes, a razdo sinal-ruido foi satisfatdria ja em
t0. Em geral, a maioria das condicdes de estimulacéo gerou formas de onda senoidais simples
gue ndo mudaram ao longo do tempo de adaptacdo. Uma excec¢do foi a resposta a modulacédo
de luminéancia a 12 Hz (figura 24, linha inferior, & esquerda), onde uma complexa forma de
onda com dois maximos e dois minimos foi encontrada.

Esta foi, também, a Unica condicdo de estimulacdo em que a forma de onda mudou
distintamente ao longo do tempo e tornou-se mais complexa. Foi proposto anteriormente que a
peculiar forma de onda das respostas de ERG aos estimulos senoidais de luminancia é devido
a presenca de dois componentes (um “senoidal” e um "transiente™) (BURNS et al., 1992;
ODOM et al., 1992; KONDO; SIEVING, 2001; VISWANATHAN et al., 2002; PANGENI et
al. 2010). Estas formas de onda indicam que estes componentes mudam com diferentes cursos

de tempo durante a adaptacéo a luz.
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Figura 23. Média das formas de onda dos registros individuais para respostas a estimulos de isolmento de cone L
e M em 12 Hz e 36 Hz, durante 16 min de adaptacéo a luz.
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Figura 24. Média das formas de onda dos registros individuais para respostas a estimulos de isolamento de
mecanismo cromatico e de luminancia em 12 Hz e 36 Hz, durante 16 min de adaptacdo a luz.
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Os espectros de amplitude das respostas ao ERG revelam como as amplitudes no
dominio da frequéncia mudam ao longo do tempo e refletem, assim, as possiveis mudancas de
forma de onda das respostas.

As figuras 25 e 26 mostram os espectros de amplitude médios das respostas individuais
correspondentes as formas de onda mostradas nas figuras 23 e 24 para estimulos de isolamento
de cone L, M, mecanismo cromatico e de luminancia a 12 e 36 Hz. Os componentes F, 2 Fe 3
F aparecem nessa ordem da esquerda para a direita nos graficos. A maioria das respostas foram
dominadas (maior amplitude) pelo componente F que aumentou ao longo do tempo, com duas
excecBes. Uma delas foi o componente F da resposta de mecanismo cromatico a 36 Hz que
pareceu ndo apresentar aumento consideravel de amplitude nos 16 min de adaptacdo (figura
26). A segunda excecdo foi para 0 mecanismo de luminancia a 12 Hz, no qual a resposta foi
dominada pelo componente 2 F na maioria dos tempos de registro, ou seja, apresentando maior
amplitude que F. O componente F foi maior que 2 F apenas nos tempos 0 e 2 min ao passo que
2 F torna-se maior que F nos outros pontos de tempo porque a amplitude de F diminuiu ao
longo do tempo enquanto a amplitude de 2F aumentou. Isto reflete as alteracdes de forma de

onda acima mencionadas observadas para esta condicao (figura 24).



Cone L 12 Hz Cone L 36 Hz
F 2F 3F F 2F 3F
[\MMWM (.- J;[ A ——  16min
- — M A 14 min
/\KX“A; —— o
M A 10 min
M N 8 min
— N 6 min
. o - —;:— A 4 min
-y -y A 2 min
N | MI L] 1 m ‘I It'l ]ll_ L] T T 1 Omin
0 10 20 30 40 0 20 40 60 80 100 120
Frequéncia temporal (Hz) Frequéncia temporal (Hz)
ConeM 12 Hz Cone M 36 Hz
F 2F 3F F 2F 3F
N A ——  16min
L\_A—‘{ ., N A — 14min
_ . n 12 min
M | A 10 min
f‘\—JLm—w—n»H_ 8 min
ek A 6 min
. //\\t\\\’_\ . I~ —j:L'— A 4 min
= -y A 2 min
o . . - v ‘ k —_————  Omin
0 10 20 30 40 0 20 40 60 80 100 120

Frequéncia temporal (Hz) Frequéncia temporal (Hz)

76

(urr) znj e oedeydepe ap odway,

(upu) ny ¢ ogdeydepe ap odway,

Figura 25. Média de distribui¢do de amplitude dos harmdnicos para respostas a estimulo de isolamento de cone

L eMem 12 Hz e 36 Hz, ao longo de 16 minutos de adaptacao a luz.
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Figura 26. Média de distribuicdo de amplitude dos harmonicos para respostas a estimulo de isolamento de
mecanismo cromatico e de luminancia em 12 Hz e 36 Hz, ao longo de 16 minutos de adaptacgdo a luz.
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4.2VARIACAO DE AMPLITUDE EM FUNCAO DO TEMPO DE ADAPTACAO
A LUZ

As médias e desvios padrdo das amplitudes relativas dos componentes F, 2F e 3F das
respostas a estimulos de isolamento de cone L, cone M, mecanismo cromatico e mecanismo de
luminancia do ffERG em funcéo do tempo de adaptacdo a luz sdo apresentadas na figura 27,
28, 29 e 30 respectivamente. A amplitude relativa corresponde a razdo entre o valor de
amplitude em cada tempo e a amplitude inicial (em t0) de cada individuo em cada tipo de
estimulagdo. A partir da equacdo 2 aplicada aos valores médios de variacdo de amplitude
durante o tempo de adaptacdo a luz obteve se o ajuste (correspondente a linha vermelha nos
graficos) e valores de a (variacdo) e 7 (constante de tempo) mostrados da tabela 2 e 3,
respectivamente.

As amplitudes relativas médias dos componentes F, 2F e 3F do ffERG conduzido pelo
cone L aumentaram durante o periodo de adaptacdo fotdpica em 12 e 36 Hz. Quanto maior o
harmonico maior o valor de a para ambas as frequéncias temporais (F < 2F <3F). Observou-se
que, & 36 Hz, o aumento da amplitude foi maior do que a 12 Hz para todos 0s componentes em
uma razdo média de 1,9 + 0,3.

Assim como no ffERG de cone L, as amplitudes relativas médias dos componentes F e
2F para as respostas conduzidas pelo cone M também aumentaram durante o periodo de
adaptacéo fotopica em 12 e 36 Hz, porém a amplitude relativa média para 3F ndo teve variacao
ou apresentou pequena variacdo durante periodo de adaptagdo. A 12 Hz, os valores médios de
a para F e 2F foram semelhantes, mas & 36 Hz, o valor de F foi maior do que 2F. Para a
amplitude relativa média do componente F de cone M, o valor a foi maior em 36 Hz do que em
12 Hz (razéo de 1,6), enquanto que para 2F a variacdo de amplitude foi maior na condicéo de
12 Hz do que no estimulo de 36 Hz (razéo de 1,3).

A comparacéo entre os valores de valores de a estimados a partir do ffERG conduzido
por cone L e M mostrou que o componente F de cone M foi maior do que F de cone L tanto a
12 Hz quanto a 36 Hz (razdo de cerca de 3,5). Para 0 componente 3F, ocorreu o inverso, a
amplitude conduzida pelo cone L aumentou fortemente durante a adaptacédo a luz, enquanto que
as respostas de cone M a 12 e 36 Hz ndo apresentaram consideravel variacao de amplitude. Para
2F, o crescimento da amplitude relativa a 12 Hz foi maior para o ffERG do cone M do que para
o ffERG do cone L (razédo de 1,7), e a 36 Hz ocorreu o inverso (razéo de 1,8).

Para o estimulo cromaético, houve dois componentes que ndo apresentaram variacéo de

amplitude (F a 36 Hz e 3F a 12 Hz) provavelmente porque as respostas foram muito pequenas
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(pouco acima do ruido) durante os registros. O valor de a para 2F foi maior do que para 0s
outros harménicos a 12 e 36 Hz (razdo acima de 2,5).

Para o estimulo de luminancia, o componente F em 12 Hz mostrou uma diminui¢do
concomitante com um aumento no componente 2F (razdo de 2,88). Isso reflete a complexa
variacdo na forma de onda observada na figura 24 provavelmente relacionada a presenca de
dois componentes (um senoidal e um transiente) nesse tipo de resposta (BURNS et al., 1992;
ODOM et al., 1992; KONDO; SIEVING, 2001; VISWANATHAN et al., 2002; PANGENI et
al. 2010). O valor de a para 3F foi maior do que para os outros harmonicos a 12 e 36 Hz (razdo
acima de 1,3). N&o houve variagdo consideravel de amplitude para 2F a 36 Hz.

Comparando as respostas a estimulos de isolamento de mecanismos de luminancia e
cromatico pdde-se observar que o aumento de amplitude (a) para o estimulo cromatico foi maior
do que para o estimulo de luminancia para F a 12 Hz (razéo de 2,2), 2F a 12 Hz (razdo de 1,8)
e a 36 Hz (razdo de 57), enquanto o inverso foi observado para 3F a 36 Hz (razdo de 3). Como
0s componentes F & 36 Hz e 3F & 12 Hz ndo apresentaram variacdo de amplitude, ndo foi

possivel compara-los com os resultados de luminancia para esses componentes.
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Figura 27. Variagdo de amplitude da resposta eletrorretinogréfica ao flicker de isolamento de cone L em fungéo
do tempo de adaptacdo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos valores individuais de
amplitude relativa em cada tempo de registro para cada componente da resposta, primeiro (F), segundo (2F) e
terceiro harménico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha vermelha representa o ajuste obtido pela
equacao 2.
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Figura 28. Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker de isolamento de cone M em fungéo
do tempo de adaptacdo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos valores individuais de
amplitude relativa em cada tempo de registro para cada componente da resposta, primeiro (F), segundo (2F) e
terceiro harménico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha vermelha representa o ajuste obtido pela
equacao 2.
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Figura 29. Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker de isolamento de mecanismo
cromatico em fungdo do tempo de adaptacdo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos valores
individuais de amplitude relativa em cada tempo de registro para cada componente da resposta, primeiro (F),
segundo (2F) e terceiro harmdnico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha vermelha representa o
ajuste obtido pela equacgdo 2.
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Figura 30. Variacdo de amplitude da resposta eletrorretinografica ao flicker de isolamento de mecanismo de
luminancia em funcéo do tempo de adaptacdo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos valores
individuais de amplitude relativa em cada tempo de registro para cada componente da resposta, primeiro (F),
segundo (2F) e terceiro harmdnico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha vermelha representa o
ajuste obtido pela equacgdo 2.
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4.3VARIACAO DE FASE EM FUNCAO DO TEMPO DE ADAPTACAO A
LUZ

A fase foi analisada pela subtragédo entre o valor de fase nos diferentes tempos e a fase
no tempo 0. As médias e desvios padrdo desses valores individuais dos componentes F, 2F e
3F das respostas a estimulos de isolamento de cone L, cone M, mecanismo cromatico e
mecanismo de luminancia do ffERG em funcdo do tempo de adaptacdo a luz sdo apresentadas
na figura foram plotados nos graficos apresentados nas figuras 31, 32, 33, e 34,
respectivamente. A equacédo 2 foi, entdo, aplicada aos valores médios de variacdo de fase ao
longo do tempo de adaptacdo a luz para obtencdo do ajuste (correspondente a linha vermelha
dos graficos) e valores de valores de a (variacdo) e z (constante de tempo) mostrados da tabela
2 e 3, respectivamente.

Para a maioria das condi¢Oes de estimulagdo houve aumento na fase ao longo do tempo
de adaptacdo fotopica. O componente F apresentou pouca variacdo de fase (a) em todas as
condigdes (no maximo 30 graus). As mudancas nos componentes 2F e 3F foram geralmente
maiores (entre 36,3 e 124 graus). Os resultados mostraram que, em geral, em 36 Hz 0 aumento
de fase foi maior do que em 12 Hz. A variacdo de fase do componente F foi ligeiramente maior
para o cone L do que o cone M em 12 e 36 Hz. O mesmo ocorreu para 2F a 36 Hz, enquanto o
cone M apresentou maior valor de a que o cone L para 2F a 12 Hz e 3Fa 12 Hz. Os componentes
gue ndo apresentaram variacdo de fase foram: F de mecanismo de luminéancia a 12 H; 3F de

mecanismo cromatico, cone L e M a 36 Hz.
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Figura 31. Variagio de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de isolamento de cone L em fungdo do
tempo de adaptacéo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos dados individuais de diferenca de
fase em relagdo a fase obtida no tempo zero (em graus) para cada tempo de registro para cada componente da
resposta, primeiro (F), segundo (2F) e terceiro harmbnico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha
vermelha representa o ajuste obtido pela equagéo 2.
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Figura 32. Variacdo de fase da resposta eletrorretinogréfica ao flicker de isolamento de cone M em funcéo do
tempo de adaptacéo a luz. Dados apresentados como média e desvio padréo dos dados individuais de diferenca de
fase em relagdo a fase obtida no tempo zero (em graus) para cada tempo de registro para cada componente da
resposta, primeiro (F), segundo (2F) e terceiro harménico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e 36 Hz. A linha
vermelha representa o ajuste obtido pela equacédo 2. Os dados de 3F de cone M a 36 Hz nao sdo mostrados pois
ndo foram confidveis por apresentarem baixa razao sinal ruido (ver critérios para a exclusao de dados).
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Figura 33. Variagdo de fase da resposta eletrorretinogréfica ao flicker de isolamento de mecanismo cromatico em
funcéo do tempo de adaptagdo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos dados individuais de
diferenca de fase em relacdo a fase obtida no tempo zero (em graus) para cada tempo de registro para cada
componente da resposta, primeiro (F), segundo (2F) e terceiro harmdnico (3F) nas frequéncias temporais de 12 e
36 Hz. A linha vermelha representa o ajuste obtido pela equagdo 2. Os dados de 3F de mecanismo cromatico a 36
Hz ndo sdo mostrados pois ndo foram confidveis por apresentarem baixa razdo sinal ruido (ver critérios para a
exclusdo de dados).
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Figura 34. Variacao de fase da resposta eletrorretinografica ao flicker de isolamento de isolamento de mecanismo
de luminancia em funcéo do tempo de adaptacéo a luz. Dados apresentados como média e desvio padrdo dos dados
individuais de diferenca de fase em relacdo a fase obtida no tempo zero (em graus) para cada tempo de registro
para cada componente da resposta, primeiro (F), segundo (2F) e terceiro harménico (3F) nas frequéncias temporais
de 12 e 36 Hz. A linha vermelha representa o ajuste obtido pela equacéo 2.
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Tabela 2. Variacao (a) média de amplitude e fase (graus) dos componentes F, 2F e 3F durante
a adaptacdo a luz para cada tipo de resposta eletrorretinografica analisada.

Componentes Harmonicos

Tipos de resposta ~ Amplitude Fase Amplitude Fase Amplitude Fase
Cone L-12 Hz 0,33 15,38 0,71 57,25 1,04 96,55
Cone L-36 Hz 0,55 29,16 1,6 93,93 1,89 -
Cone M-12 Hz 1,21 13,87 1,2 76,13 0,08 124,63
Cone M-36 Hz 1,94 21,68 0,88 78,67 0 -
Cromatico-12 Hz 0,76 6,3 1,73 48,21 - 103,17
Cromatico-36 Hz - 8,95 1,14 64,31 0,42 -
Luminancia-12 Hz -0,34 - 0,98 68,97 1,67 36,35
Luminancia-36 Hz 0,65 16,62 0,02 63,65 1,27 106,66

- Condic¢Bes com z > 16 min, ou seja, 0s dados ndo apresentaram uma variacao linear durante a adaptacéo a luz.
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4.4 ANALISE DAS CONSTANTES DE TEMPO DE ADAPTACAO A LUZ

As constantes de tempo (z) estimadas para as variacbes de amplitude e fase dos
componentes F, 2F e 3F ao longo do periodo de adaptacdo a luz sdo apresentadas na tabela 3.
Para as respostas eletrorretinograficas conduzidas pelo cone L, as constantes de tempo
estimadas para amplitude do componente F foram maiores do que as estimadas para 2F e 3F
enquanto que para fase os valores de r foram menores para F que para 0s outros componentes.
Quanto a influéncia da frequéncia temporal, as constantes de tempo estimadas a partir do ffERG
de cone L foram maiores em 36 Hz do que em 12 Hz para amplitude e fase, ou seja, em 36 Hz
a adaptacdo a luz foi mais lenta.

Para ffERG de cone M com estimulacdo de 12 Hz, as constantes de tempo do
componente 3F foram maiores do que as do componente 2F que foram maiores do que as do
componente F tanto para amplitude quanto para fase. J4 em 36 Hz, F e 3F apresentaram valores
semelhantes de constante de tempo e foram maiores do que as constantes de tempo de 2F para
amplitude enquanto para fase obteve-se para valores de ¢ F > 3F > 2F. Apenas para 0
componente F, amplitude e fase, as constantes de tempo estimada em 36 Hz foram maiores do
que em 12 Hz. Para 2F e 3F o resultado foi oposto, com excecédo da fase de 3F cujas constantes
de tempo foram semelhantes nas duas frequéncias temporais. As constantes de tempo estimadas
para mudancas de F, 2F e 3F foram maiores para as respostas conduzidas por cone M do que
por cone L para amplitude e fase, com excec¢do da fase do componente 2F a 36 Hz.

As amplitudes dos componentes F e 3F do ERG de mecanismo cromatico a 36 e 12 Hz,
respectivamente, ndao apresentaram consideraveis variacdes de amplitude durante o periodo de
adaptacao fotdpica, logo, ndo foi possivel estimar a constante de tempo, assim como a fase do
componente 3F a 36 Hz. Em geral, as constantes de tempo de 3F de mecanismo cromatico
apresentaram valores maiores do que as constantes de tempo de 2F, cujos valores de = foram
maiores que F para amplitude e fase em ambas frequéncias temporais.

Para a condicdo de luminancia a 12 Hz, observou-se que as constantes de tempo foram
maiores para 3F em comparagdo com 0s componentes 2F e F para amplitude e fase. J& & 36 Hz,
as constantes de tempo dos componentes F e 2F foram maiores do que as de 3F para amplitude
enquanto para fase obteve-se 3F > F > 2F. Quanto a influéncia da frequéncia temporal nas
constantes de tempo das condi¢6es de luminancia, para amplitude de F e fase de 3F, os valores
de constante de tempo estimados em 12 e 36 Hz foram proximos, enquanto que para amplitude

e fase de 2F e amplitude de 3F as constantes de tempo em 12 Hz foram maiores que em 36 Hz.
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Em geral, as constantes de tempo estimadas a partir das varia¢Ges de fase foram maiores
para 3F seguido por 2F seguido por F, o que parece concordar com a maior magnitude de
aumento encontrada em 3F > 2F > F. A influéncia da frequéncia temporal nas constantes de
tempo estimadas para fase ndo foi sistematica. Para F e 3F, as constantes de tempo estimada
para fase do cone M foi maior do que as estimadas a partir do cone L. Para 2F e 3F, as constantes
de tempo estimadas das variagdes de fase do mecanismo cromatico foram maiores do que as

estimadas a partir de do mecanismo de luminancia.
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Tabela 3. Constante de tempo média (min) de amplitude e fase dos componentes F, 2F e 3F,
durante a adaptacdo a luz para cada tipo de resposta eletrorretinografica analisada.

Componentes Harmdnicos
F 2F 3F

Tipos de resposta  Amplitude Fase Amplitude Fase Amplitude Fase

Cone L-12 Hz 2,34 0,04 0,095 2,22 0,1 2,53
Cone L-36 Hz 4,24 1,89 0,59 4,04 2,08 -
Cone M-12 Hz 2,62 0,2 4,93 4,88 7,04 5,16
Cone M-36 Hz 5,72 11,31 0,99 2,11 5,66 -
Cromatico-12 Hz 1,54 1,25 4,17 4,87 - 5,33
Cromaético-36 Hz - 0,2 4,58 2,86 7,6 -
Luminancia-12 Hz 2,8 - 3,73 3,12 5,06 3,88
Luminéancia-36 Hz 3,04 3,36 3,1 2,08 2,07 4,17

- Condic¢Bes com 7 > 16 min, ou seja, 0s dados ndo apresentaram uma variacao linear durante a adaptacéo a luz.
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45 COMPARACAO DOS RESULTADOS CONSIDERANDO A
CONTRIBUICAO DAS VIAS MAGNOCELULAR (M) E PARVOCELULAR (P)

NA ADAPTACAO A LUZ

Com base em estudos anteriores consideramos que nossas condi¢des de estimulacdo
podem induzir a atividade da via magnocelular (M) e da via parvocelular (P) (KREMERS;
LINK, 2008; KREMERS et al., 2010; KOMMANAPALLLI et al., 2014, JACOB et al., 2015;
MARTINS et al, 2016), considerando que o componente F de ERG cromatico e de luminancia
a 12 Hz e ERG cromético a 36 Hz receberiam predominantemente a contribuicdo da via P para
sua geracao.

Além disso, observa-se que ERG conduzido por cone M e cone L a 12 Hz também
apresentavam caracteristica das vias de oponéncia de cor, uma vez que durante o periodo de
adaptacdao fotopica, houve uma razdo de amplitude L/M proxima a uma unidade (figura 35) e
diferenca de fase L-M proxima a 180° (figura 36) em 12 Hz. Considera-se, também, que o
componente F do mecanismo de luminancia a 36 Hz teria uma maior contribuicdo da atividade
da via M, bem como as respostas eletrorretinograficas do cone M e do cone L a 36 Hz, na qual
observa-se que durante o periodo de adaptacdo a luz, houve uma assimetria consideravel da
amplitude de F da resposta isolada de cone L e M, como é esperado para as células que nao
apresentam oponéncia de cor, como as da via M.

Os resultados referentes ao tempo de adaptacdo fotdpica mostraram que as constantes
de tempo estimadas de amplitude e fase para o componente F do ERG proveniente das
condic@es atribuidas a via P (cone L 12 Hz, cone M 12 Hz, cromaticol2 Hz, cromético 36 Hz
e luminancia 12 Hz, com média de 1,4 min, considerando amplitude e fase) foram menores do
que aquelas proveniente das condicdes atribuidas a via M (luminancia 36 Hz, cone L 36 Hz e
cone M 36 Hz, com média de 4,9 min, considerando amplitude e fase) como mostrado na Figura
31. Ja os dados de constante de tempo dos componentes 2F e 3F ndo seguem uma linearidade.
Se a mesma analise for feita para esses componentes tem-se valores medios de z, considerando
amplitude e fase, menores, refletindo adaptacdo mais rapida, para as condi¢des: luminancia 36
Hz, cone L 36 Hz e cone M 36 Hz (2F = 2,2 e 3F = 3,8 min) enquanto as condi¢des: cone L 12
Hz, cone M 12 Hz, crométicol2 Hz, cromético 36 Hz e luminancia 12 Hz apresentam z médio

de 3,5 e 4,6 min para 2F e 3F, respectivamente.
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Figura 35. Razdo de amplitude de cone L/M a 12 e 36 Hz durante a adaptacdo a luz. Os dados sdo apresentados
como média e erro padrdo da média. Em 12 Hz F apresentou razdo préxima de uma unidade durante todo o periodo
de adaptacéo, como esperado para as vias de oponéncia de cor (via P). O ERG a 36 Hz teve grande assimetria de
amplitude entre as respostas de isolamento de cone L e M ao longo da adaptagdo a luz, como observadas para vias
que ndo possuem oponéncia de cor (via M).
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Figura 36. Diferenca de fase de cone L-M a 12 e 36 Hz durante a adaptagdo a luz. Os dados sdo apresentados
como média e erro padrdo da média. Em 12 Hz, F apresentou diferenga de fase entre cone L e M préximo a 180°,
indicando que esses fotorreceptores estdo operando de forma oponente, refletindo atividade da via P. Enquanto
que em 36 Hz a diferenca L-M foi prédxima a 135°, ou seja, essa oponéncia de cor ndo foi observada, indicando
atividade da via M.
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Figura 37. Variacdo de amplitude (gréfico superior) e fase (grafico inferior) do primeiro harménico (F) em funcédo
da constante de tempo de adaptacdo a luz. Os dados correspondem aos valores médios de a e z estimados pela
equacdo 2. Os simbolos coloridos em verde representam 0s componentes que provavelmente sdo mediados pela
via pos receptoral parvocelular (via P), enquanto que os simbolos pretos correspondem as respostas que
provavelmente sdo mediadas pela via pés receptoral magnocelular (via M). Os componentes atribuidos a via P
apresentaram menores constantes de tempo que os atribuidos a via M. Ou seja, a adaptacéo a luz foi mais rapida
nas respostas mediadas pela via P que pela via M.
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5. DISCUSSAO

A presente investigacdo teve como objetivo estimar a magnitude e cinética das variagdes
de amplitude e fase durante a adaptagdo a luz ap6s um periodo de adaptacdo ao escuro para
mecanismos de isolamento das respostas conduzidas por fotorreceptores especificos (L e M) e
vias p0s receptorais retinianas especificas (M e P) através do eletrorretinograma de campo total
(FFERG). Foram estudadas as respostas dos trés primeiros harmonicos de 4 mecanismos de
isolamento diferentes e observou-se que os diferentes componentes e tipos de resposta
apresentaram diferentes magnitude e tempos de adaptacdo a luz, que podem ser explicados,
pelo menos parcialmente, pelo mecanismo pos-receptor que refletem.

Este estudo amplia os dados ja descritos na literatura de varias maneiras. Ao usar
estimulos senoidais em torno de uma luminancia e cromaticidade media, como utilizado por
McAnany e Nolan (2014), em vez de flash ou sequéncia de flashes. Assim, foi possivel gerar
estimulos em que a frequéncia e o estado médio de adaptagdo podem ser alterados de forma
independente. Isso possibilitou medir as respostas aos estimulos cromaticos e de luminancia.
Ao usar diferentes frequéncias temporais, os ERGs refletiram as respostas das vias pos-
receptorais sensiveis a cromaticidade (via P) e a luminancia (via M) (KREMERS; LINK, 2008;
CHALLA et al., 2010; KREMERS et al., 2010; KREMERS; PANGENI, 2012; PARRY et al.,
2012; KOMMANAPALLI et al., 2014; JACOB et al., 2015; MARTINS et al., 2016).

Além disso, os estimulos utilizados fornecem a possibilidade de isolar as respostas de
um tipo de cone através da tripla substituicdo silenciosa. Consequentemente, foi possivel medir
ERGs conduzidos exclusivamente pelos cones L ou M. As respostas aos estimulos senoidais
sdo dominadas pelos componentes primeiro, segundo e terceiro harménicos. Ao extrair esses
componentes através da andlise de Fourier, foram descritas as principais mudangas nas
respostas.

Amplitudes e fases dos componentes que apresentaram variacdo linear (z < 16 min)
apresentaram aumento durante a adaptacdo a luz, com excec¢do da amplitude de F da condigdo
de luminancia a 12 Hz. A excecdo encontrada na condi¢do de luminancia de 12 Hz também
pode ser observada na forma de onda, como Unica resposta que nao apresentou forma senoidal
e constante ao longo do tempo (figura 24), reflexo de, também, ter sido a Unica resposta
dominada pelo componente 2F em alguns tempos de registro (figura 26).

A diminuicdo na amplitude do primeiro harménico e um aumento no segundo
harmonico, resultando em uma resposta com frequéncia dobrada pode ser determinada pela

presenca de dois mecanismos que contribuem para a resposta ao flicker com estimulo de
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luminancia a 12 Hz no ERG. Foi proposto por estudos prévios que esse tipo de resposta é
composta por um componente senoidal e um componente transiente que reflete a contribuicéo
de dois mecanismos distintos (BURNS et al., 1992; ODOM et al., 1992; KONDO; SIEVING,
2001; VISWANATHAN et al., 2002; PANGENI et al. 2010). Esses estudos mostraram que 0
componente senoidal tinha uma amplitude minima em 12 Hz, enquanto o componente
transiente tinha uma amplitude méaxima. O componente transiente teve propriedades
semelhantes ao componente 2F do ERG de luminancia a 12 Hz. Provavelmente em nossos
resultados, as mudancas nas respostas F e 2F sdo dependentes da adaptacdo que ocorre nos
diferentes mecanismos representados pelos componentes senoidal e transiente.

As respostas as modulagdes senoidais de lumin&ncia em alta frequéncia temporal (31,25
Hz) foram previamente estudadas por McAnany e Nolan (2014). Como no presente estudo, seus
registros foram analisados por transformada rapida de Fourier para extrair estimativas de
magnitude e constantes tempo das mudancas de amplitude e fase dos componentes F, 2F e 3F.
Seus resultados sdo comparaveis, por semelhanga metodoldgica, com a condi¢ao de luminancia
a 36 Hz utilizada no presente trabalho.

Corroborando com os dados de McAnany e Nolan (2014), os ERGs de luminancia em
alta frequéncia temporal mostraram maiores variagdes de amplitude e fase nos componentes 3F
e as menores mudancas de amplitude e fase nos componentes 2F. Em termos absolutos, as
constantes de tempo de amplitude de F e 3F foram semelhantes: McAnany e Nolan relataram
constantes de tempo média de aproximadamente 3 e 1,4 minutos para F e 3F, respectivamente,
que estdo proximas dos 3,04 e 2,07 minutos encontrados no presente trabalho (ver tabela 3) .
Para 2F, ambas as investigagdes diferiram na constante de tempo estimada a partir dos dados
de amplitude (McAnany e Nolan: 0,4 min; presente estudo: 3,1 min). Quanto a constante de
tempo de fase McAnany e Nolan ndo encontraram variacdo em F, ja 2F e 3F apresentaram z =
2 min enguanto no presente estudo as constantes de tempo de 2F e 3F diferiram (z=2,08 ¢ 4,17,
respectivamente).

Para a amplitude de F, observou-se um crescimento de amplitude de 0,22 log na base
10 (tabela 2), enquanto McAnany e Nolan (2014) encontraram aumento de amplitude de 0,26
log na base. Para 2F, ambos estudos encontraram uma ligeira variagdo de amplitude em funcéo
da adaptacdo a luz (McAnany e Nolan: fator de 0,2 log na base 10; presente estudo: fator de
0,009 log na base 10). Para 3F, o crescimento de amplitude apresentou um fator de 0,35 log na
base 10, enquanto McAnany e Nolan (2014) encontraram crescimento de amplitude de 0,7 log

na base 10.
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As mudangas na resposta de fase ndo foram tdo semelhantes nos dois estudos. McAnany
e Nolan encontraram que ndo houve variacdo em F e aumento de cerca de 45 graus para 0s
componentes 2F e 3 F. No presente estudo, F, 2F e 3F apresentaram alteracdes de fase de 16,6,
63,6 e 106,6 graus, respectivamente. Enquanto para McAnany e Nolan (2014), os resultados
para a variacao de fase sugerem mecanismo similar de adaptacdo fotdpica para 2F e 3F, nosso
dado de fase suporta a diferenca de mecanismos de adaptacdo de luz entre os diferentes
harmonicos.

As poucas diferencas observadas nos presentes resultados em comparagdo com
McAnany e Nolan (2014), especialmente nas mudancas de fase, devem ser principalmente
devido a diferencas na luminancia média do campo de adaptagdo (McAnany e Nolan: 50 cd/m?;
presente estudo: 284 cd/m?) e o contraste de luminancia (McAnany e Nolan: 100%, presente
estudo: 75%). A diferenca de frequéncia temporal de estimulacao (31,25 Hz versus 36 Hz) deve
ter pouca influéncia para explicar as diferencas entre ambos os estudos. Peachey et al. (1992)
investigaram o ERG a 31,1 Hz para diferentes luminancia do campo de adaptacdo variando de
-1,2 a 2,1 log cd/m? e observaram que com o aumento da luminancia do campo de adaptagao,
a constante de tempo também aumentou. Nossos resultados obtidos usando o campo de
adaptacdo de alta luminancia de 2F e 3F estimaram o tempo de adaptagdo mais longo em
comparagdo com os resultados de McAnany e Nolan (2014) com campo de adaptacéo de baixa
luminancia. Observou-se que no presente estudo, com menor contraste de luminancia, o tempo
de adaptacao foi mais longo para 2F e 3F comparado com os resultados de McAnany e Nolan
(2014), com maior contraste de luminancia.

A maior magnitude de aumento de amplitude de F em respostas conduzidas por cone M
comparadas com as conduzidas por cone L, pode representar uma maior contribui¢do do cone
M no ganho de amplitude das respostas eletrorretinograficas ndo isoladas durante a adaptacao
a luz observado em estudos prévios. Como o cone S esta em baixa propor¢édo na retina a analise
da sua participacdo assim como da sua via koniocelular no fenémeno de adaptacdo a luz ndo
foi viavel por resultar em respostas muito baixas dificilmente diferenciadas do ruido.

Diversos estudos indicam que bastonetes adaptados ao escuro inibem a ativacdo do
sistema de cones e essa inibicdo é gradualmente suprimida ao longo da adaptacdo fotdpica.
Além disso, a influéncia dos bastonetes sobre os cones pode refletir diferencialmente nos
diferentes mecanismos pos receptorais (CAO et al., 2006). Ha duas vias de input de bastonetes
para células ganglionares (WASSELL; BOYCOTT, 1991; GRUNERT; WASSLE, 1996). Uma
via consiste num circuito em que os bastonetes fazem sinapses com células bipolares de

bastonetes cuja informacdo é transmitida para células amacrinas (All). As celulas améacrinas
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transmitem informacdao para células bipolares de cones que, por sua vez, transmitem o sinal de
bastonetes para as células ganglionares (figura 12). Outra via é baseada no acoplamento elétrico
(Jungcbes comunicantes) entre cone e bastonete e o resultado dessa interacdo € conduzido pelas
células bipolares de cones e suas respectivas vias (SCHNEEWEISS; SCHNAPF, 1995).

Existe uma variedade de forcas de input de bastonete para as diferentes células
ganglionares. Sendo que as células ganglionares M recebem um input substancial de bastonetes
enquanto as células ganglionares P recebem fraco input de bastonetes (LEE et al., 1997; CAO
et al., 2006; CAO et al., 2010).

A hipotese de inibicdo de bastonetes sobre a atividade dos cones durante a adaptagéo a
luz é fundamentada pelo eletrorretinograma multifocal (MfERG) durante a adaptacéo a luz. A
amplitude do ERG na periferia da retina teve maiores mudancas durante o periodo de adaptacéo
a luz, enquanto o ERG foveal teve poucas mudancas de amplitude no mesmo periodo (KONDO
etal., 1999). O presente experimento descreveu como 0 ERG conduzido pelos sistemas de cone
L e M, cromético e luminancia mudam durante a adaptacdo a luz. Considerando que foi relatado
que cada sistema reflete a atividade retiniana pos-receptoral da via de oponéncia cromatica
verde-vermelho, parvocelular (via P) e da via de oponéncia de luminancia, magnocelular (via
M) (KREMERS; LINK, 2008), n6s hipotetizamos que cada sistema recebe diferente forca de
informac&o das interacfes cone-bastonete e as diferencas de constante de tempo para as varias
condicdes de estimulacdo podem ser explicadas pelos inputs de bastonetes para esses sistemas.

O primeiro harménico, componente que domina as respostas, apresentando maior
energia, apresentou resultados mais claros que os demais componentes. Logo, F foi considerado
para analise da participagdo das vias paralelas no fendmeno de adaptacéo fotdpica. As respostas
foram, entdo, separadas em as que refletem a atividade da via P: cone M a 12 Hz, cone L a 12
Hz, estimulo cromatico a 12 e 36 Hz, estimulo de luminancia a 12 Hz, e as respostas ao ERG
que refletem a atividade da via M: cone M a 36 Hz, cone L a 36 Hz e estimulos de luminancia
a 36 Hz. A adaptacéo a luz foi mais rapida e de menor magnitude para amplitude e fase de ERG
nas condigdes que ativaram preferencialmente a via P do que nas que ativaram
preferencialmente a via M. Uma vez que que a via M recebe mais input de bastonete do que a
via P, sugere-se que a adaptacdo mediada por este canal seria de maior magnitude e duraria

mais tempo para se adaptar a luz do que o0 ERG mediado pela via P.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo descreveu detalhadamente, pela primeira vez, a magnitude e cinética
de variacdo de amplitude e fase dos componentes primeiro, segundo e terceiro harménico da
resposta ao eletrorretinograma de campo total para respostas isoladas de cone L, cone M
mecanismo de luminancia e croméatico vermelho-verde em duas frequéncias temporais de
estimulacdo, 12 e 36 Hz, que refletem a atividade das vias paralelas parvocelular e
magnocelular, respectivamente. Analisando o primeiro harménico pdde-se verificar que as
respostas atribuidas a via P apresentaram adaptacdo mais rapida que as conduzidas pela via M,
mostrando que as diferentes vias possuem diferentes mecanismos de adaptagdo a luz. A
caracteristica de maior magnitude de aumento de amplitude e fase assim como a adaptacdo mais
lenta da via M pode reforcar a hipdtese de supressdo da inibicdo dos bastonetes sobre os cones
ao longo do tempo de adaptacéo a luz, uma vez que essa via recebe maior influéncia da atividade
dos bastonetes. Sdo necessarios mais estudos para auxiliar na compreensdo do fenémeno de

adaptacdo a luz, assim como dos mecanismos celulares envolvidos nesse processo.
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7. PRODUCAO CIENTIFICA

Os resultados provenientes do presente estudo foram apresentados em forma de poster
intitulado “The light adaptation phenomenon in human: receptoral and post-
receptoral involvement” em congresso internacional, reunido anual da ARVO 2016
(Association for Research in Vision and Ophtalmology)”, realizada de 1 a 5 de maio de
2016, Seattle, WA, Estados Unidos. O resumo publicado nos anais do evento encontra-

se no anexo 1.
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