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Efeito feedback na atividade bioelétrica da retina

RESUMO

Existe alguma evidéncia que aponta para a existéncia de fibras retinopetalicas (ou eferentes) no
nervo 6tico e na retina em primatas e em seres humanos. Embora 0 seu numero possa nao ser grande, 0s
seus ramos cobrem extensas areas da retina, indicando a possibilidade de exercerem influéncias
significativas na atividade e funcdo retiniana. O objetivo do presente trabalho foi avaliar se o
electroretinograma (ERG) &€ uma ferramenta sensivel ou nao para medir a atividade das fibras retinopetalicas
na retina.

Foi avaliado o ERG padrao (PERG), o ON-OFF ERG e a Resposta Negativa Fotopica (PhNR) em 15
individuos adultos jovens (25,6 + 5,18 anos), com refracdo média de M= -1,28 + 1,77D. Com estimulacéo
ERG binocular foi medido a resposta monocular das varias técnicas ERG utilizadas em trés condicoes: sem
oclusdo monocular (baseline), oclusao total do olho contralateral (opaco) e oclusdao parcial do olho
contralateral (transltcido).

No caso do PERG, comparando a resposta monocular, observa-se um aumento do tempo implicito
na componente N35 e P50 nas condicoes opaco e translicido quando comparados com o valor da baseline
(p=0,023 todas as condicdes) e uma diminuicdo significativa no valor da amplitude, N35-P50 e P50-N95
(p<,001). Para o ON-OFF ERG, ha uma diferenca significativa na componente -b da onda, com um ligeiro
aumento no tempo implicito na condicao opaco em comparacao com as outras duas condicdes (p<,001).
Quando comparamos a condicdo opaco com as outras condicdes, ha uma diminuicdo acentuada da
amplitude de todas as ondas (p<,001). Para a PhNR, foi encontrada diferenca significativa na onda -b e -PT,
com uma ligeira diminuicdo da amplitude na condicdo opaco em relacdo as outras duas condicdes
(p<0,041).

O electroretinograma é sensivel para detetar a atividade das fibras eferentes nas diferentes
estruturas celulares da retina. No olho ocluido contralateral, embora a onda nao tenha exatamente as
mesmas caracteristicas, tem semelhan¢as nos momentos em que os componentes da onda aparecem no
olho estimulado, o que pode sugerir uma resposta olho-cérebro-olho contralateral. Apesar das limitacdes,
Sa0 necessarias mais investigacbes para confirmar a existéncia de algumas fibras no nervo dtico que
conduzem informacéo fop-down (do cérebro para o olho), que pode influenciar a atividade bioelétrica da

retina.

Palavras-chave: Electroretinograma; Fibras retinopetalicas; Influéncias eferentes; Retina.
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Efferent influences on the bioelectrical activity of the retina

ABSTRACT

Most of the existing evidence points to the existence of retinopetal (or efferent) fibers in the optic
nerve and retina in primates and humans. Although their number may not be large, their branches
cover extensive retinal areas, which indicates the possibility of exerting significant influences on the
retinal function. We aimed to detect whether the electroretinogram is sensitive or not to the activity of
the retinopetal fibers in the retina.

The pattern ERG (PERG), the ON-OFF ERG and photopic negative response (PhNR) was evaluated in
15 young adult subjects (25.6 + 5.18years), with objective refraction (M= -1.28+1.77D). With binocular
ERG stimulation, the monocular ERG response of the contralateral eye was measured in three
conditions: no occlusion (baseline), total monocular occlusion and partial occlusion of the contralateral.

For PERG, in the contralateral eye there was an increase in the implicit time in N35 and P50
components with the total monocular occlusion and partial occlusion when compared to the baseline
value (p<0.023 for all conditions). There was a significant decrease in the amplitude value, N35-P50
and P50-N95 (p<.001). For ON-OFF ERG, there is a significant difference in the b-wave, with a slight
increase in the implicit time in the eye with monocular occlusion compared to the other two conditions
(p<.001). When we compare the monocular contralateral occlusion condition with the other conditions,
there is a marked decrease in amplitude in all waves (p<.001). For PhNR, a significant difference was
found in the b-wave and PT-wave, with a slight decrease in amplitude in the eye with monocular
occlusion compared to the other two conditions (p<0.041).

The electroretinogram may be sensitive to detect the activity of the efferent fibers in the different
cellular structures of the retina. Although the wave does not have exactly the same characteristics, it
has similarities with the wave components of the uncovered eye that also appear in the contralateral
occluded eye. This may suggest an eye-brain- contralateral eye response. Despite the limitations, further
investigations are needed to confirm the existence of some fibers in the optic nerve conduct top—-down

information (from the brain to the eye), which can influence the bioelectrical activity of the retina.

Keywords: Efferent influences; Electroretinogram; Retina; Retinopetal fibers.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Estrutura da Retina e Processamento Visual

1.1.1 Estrutura da Retina

A retina é composta por dez camadas das quais trés contém corpos celulares nervosos e duas
sdo onde ocorrem as sinapses (Figura 1).' I)A camada nuclear externa (ONL) contém os corpos
(nucleo) celulares dos fotorrecetores, bastonetes e cones; Il) a camada nuclear interna (INL) contém os
corpos celulares das células bipolares, horizontais e amacrinas e lll) a camada das fibras nervosas,
contém os corpos celulares das células ganglionares e das células amacrinas. A dividir estas camadas
de células nervosas estdao duas camadas onde ocorrem os contactos sinapticos. A primeira ¢ a camada
plexiforme externa (OPL), onde ocorrem as ligacdes sinapticas entre bastonetes e cones, células
bipolares e células horizontais. A segunda é a camada plexiforme interna (IPL), que é onde as células
bipolares se ligam as células amacrinas e ganglionares.! Além disso, diferentes variedades de células
amacrinas dirigidas horizontal e verticalmente interagem de alguma forma com outras redes para
influenciar e integrar os sinais das células ganglionares. E o conjunto de todo este processamento
neural na camada plexiforme interna que a mensagem relativa a imagem visual é transmitida ao

cérebro através do nervo dtico.!
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Figura 1. As camadas da retina e as suas respetivas células.:

Fotorrecetores
Existem dois tipos de fotorrecetores, os bastonetes e os cones. Estes podem ser distinguidos
morfologicamente pela forma de bastonete e pela forma conica dos seus segmentos exteriores. Os

cones sao maiores em diametro e em menos densidade do que os bastonetes, exceto na retina central.
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Os segmentos externos de ambos os fotorreceptores tém adaptacdes que aumentam a area de
superficie disponivel para a captacdo de fotdes. Uma diferenciacdo funcional basica entre os
bastonetes e os cones € que os bastonetes medeiam a visao mais sensivel em niveis de luz baixos,
chamados condicOes escotopicas, enquanto os cones servem a visao em niveis de luz mais altos,

chamados condicdes fotopicas.:

Células Horizontais

Existem trés tipos de células horizontais, HI, HIl e HIll, que se caracterizam por uma diferente
morfologia e conetividade sinaptica. Todas elas tém um nucleo localizado na porcdo mais escleral do
INL, com processos que correm lateralmente no OPL; além disso, HI e HIl sdo extensivamente ligadas
através de juncoes de gap.: E dificil distinguir claramente as trés morfologias separadas na regido da
fovea, onde as células sdo pequenas e bem compactadas, mas na retina periférica observam-se
diferencas significativas entre trés tipos de células posicionadas na mesma excentricidade retiniana. A
sua principal funcdo sdo as interacdes locais e de longo alcance entre fotorreceptores - sinais de

feedback.

Células Bipolares

Os corpos celulares das células bipolares localizam-se no INL, com as suas dendrites
projetadas no OPL para receberem a entrada sinaptica dos terminais dos fotorreceptores, e os seus
axonios descem para o IPL onde fazem sinapse com as dendrites das células amacrinas e
ganglionares. Existem seis tipos de células bipolares com diferentes tipos de funcdo/ligacdo, sdo o
principal elemento condutor radial da retina, cuja funcao é transferir sinais (informacdes acromaticas,
cromaticas e de contraste) dos terminais dos fotorreceptores para as dendrites das células
ganglionares. S&o as principais responsaveis pelos caminhos On e Off e estdo envolvidas nos caminhos

dos cones e bastonetes.:

Células Amacrinas

As células amacrinas sao interneurénios que regulam a transferéncia de sinais sinapticos das
células bipolares para as células ganglionares e existem cerca de aproximadamente vinte e cinco tipos
de células amacrinas. Localizam-se entre a IPL, células amacrinas intersticiais, e a camada de células
ganglionares (GCL), células amacrinas deslocadas.:

As células amacrinas apresentam-se em numerosas variedades e sdo classificadas de acordo
com: o tamanho, a morfologia e a distribuicdo das suas dendrites no IPL e o conteudo em substancias

neurotransmissores ou péptidos neuroativos. As dendrites das células amacrinas produzem sinapses
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convencionais com as dendrites de outras células amacrinas e ganglionares e com os terminais
axonais das células bipolares, onde na sua maioria exercem funcdo de feed-forward ou de feedback

inibidor.:

Células Ganglionares

As células ganglionares sao as ultimas células da retina e enviam as suas dendrites para o IPL,
onde recebem sinapses das células bipolares e amacrinas. Desempenham um papel importante no
processamento da visdo, dadas as suas caracteristicas estruturais e funcionais. As diferencas
anatémicas destas células concedem uma variedade de circuitos neuronais que estdo na base de
diferentes vias visuais. Por conseguinte, a funcdo deste grupo celular &, entre outras, conduzir a
informacao visual até ao nucleo geniculado lateral (LGN) para ser selecionada e integrada em canais de
processamento de informacao adicionais (areas parvocelulares e magnocelulares).

Existem aproximadamente vinte e trés tipos de células ganglionares que sdo seletivamente
responsaveis por detetar "caracteristicas", incluindo a cor, o tamanho, a direcédo e a velocidade do
estimulo visual (caracteristicas de ativacdo). O nervo 6ético retne todos os axdnios das células
ganglionares e estes terminam nos centros visuais do cérebro, principalmente no LGN e no coliculo
superior, e dirigem-se para centros visuais especificos, dependendo das "caracteristicas de ativacao"

visuais que codificam. s

1.1.2  Processamento Visual

Na Figura 2 esta ilustrado a anatomia do olho (a) e a via visual para o cortex primario (b). A luz
que provém de uma fonte, ou refletida, entra no olho e passa através da cornea, da pupila e dos
humores aquoso e vitreo até a parte posterior do olho, onde ¢ visualizada na retina. A coérnea e o0s
humores sdo essencialmente transparentes, uma carateristica que minimiza as distorcoes e as perdas
de luz nos meios oculares. A luz no comprimento de onda entre os 400 a 700 nanémetros (nm) é
absorvida por moléculas de pigmento visual e convertida em sinais neurais elétricos pelos
fotorrecetores na retina. Estes sinais sao depois transmitidos através dos circuitos da retina, para o
cortex através do nervo otico e, eventualmente, para areas do cérebro onde as representacdes neurais
das imagens se tornam percecoes.s

O nervo otico contém fibras (prolongamento dos axdnios) de varios tipos de células
ganglionares, incluindo trés grupos principais de células: as células anas, que representam 80% das

células ganglionares e constituem a via Parvocelular (P); as células parasol, que representam 5-8% das
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células ganglionares e constituem a via Magnocelular (M); e as células ganglionares bistratificadas, que
representam 5% das células e constituem a via Koniocelular (K).”

A Figura 2b apresenta um esquema das vias visuais, desde a retina até ao cértex visual. Os
sinais visuais deixam o olho através dos axonios das células ganglionares da retina. Estas células
constituem a ultima etapa do processamento visual na retina. Os seus axonios atravessam a retina na
camada de fibras nervosas e convergem no disco dtico para formar o nervo ético que sai do olho.
Como nao ha fotorreceptores no disco 6tico, essa regiao é cega. As fibras das células ganglionares que
representam a retina temporal permanecem segregadas no nervo 6tico e atravessam o quiasma para o
trato otico contralateral e terminam no LGN contralateral. A informacdo do olho ipsilateral e
contralateral permanece segregada em feixes, camadas e colunas separadas e a informacdo de ambos

os olhos comeca a ser processada por alguns neuronios apenas ao nivel do cortex estriado.¢

(0] Ganglion Horizontal
col cell

®)

Bipolar Cone Rod

Optic  Optic
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Sclera (white of eye)

Lateral
Geniculate
Nucleus

Figura 2. Exemplo da anatomia do olho e as vias visuais. (a) Uma seccao transversal do olho e a organizacao vetrtical da
retina (modificado de ¢). (b) A via visual para o cortex visual primario. Os sinais viajam da retina através do nervo 6tico para

o LGN através das radiacdes oticas para o cortex visual primario.

Vias Visuais

Para extrair informacao sobre a cor do mundo visual, existe um codigo neural que depende da
amostragem tricromatica através dos cones, que tém uma sensibilidade maxima a luz azul, verde e
vermelha. A geracao de sinais que codificam a cor implica o processamento de informacao através de
circuitos pos-fotorreceptores que comparam a atividade dos trés sinais dos cones. Este processamento
€ representado por mecanismos que produzem antagonismo ou oposicao, limitados por duas vias
paralelas; estas vias sao representadas pela oposicao vermelho-verde, em que os sinais dos cones
vermelhos e verdes sao opostos, e pela oposicao azul-amarelo, em que 0s sinais dos cones azuis sao
opostos aos dos cones vermelhos e verdes, em que uma mistura equilibrada de luz vermelha e verde

produz a percecao do amarelo e nao dos tons vermelhos nem verdes.s
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Via Parvocelular

As células ganglionares ands da parafévea sdo o principal tipo de célula que apresenta
oponéncia vermelho-verde (Figura 3), e 0s seus axoénios projetam-se para as camadas parvocelulares
do LGN. Esta oponéncia vermelho-verde é produzida pela interacdo antagdénica entre os cones
vermelhos e verdes que prevalecem na fovea, onde formam uma matriz de fibras finas densamente
compactadas, dispostas em grupos aleatorios de cones com a mesma sensibilidade espetral. As
células bipolares anas do tipo On e Off recebem a informacao a partir de um Unico cone e transmitem-
na a uma unica célula ganglionar do tipo On e Off, respetivamente. Este circuito de sinapses de trés
neuronios, cone, célula bipolar ana e célula ganglionar ana, fornece uma linha exclusiva para o /nput de
cone vermelho ou verde puro para os centros de campo recetivo das células ganglionares On e Off.:

?
!

cones

off-midget
on-midget bipolar cell
bipolar cell
on-midget off-midget
ganglion cell ganglion cell

Figura 3. Imagem representativa da Via Parvocelular.?

A via Parvocelular transporta informacao quanto a forma e cor dos objetos, nomeadamente no
eixo verde-vermelho. Tem uma velocidade de conducdo de informacao lenta e uma resposta tonica,
respondendo preferencialmente a estimulos de frequéncias temporais baixas, a frequéncias espaciais

altas e a altos contrastes, tem campos recetivos pequenos e dendrites pouco extensas.

Via Magnocelular

Embora os campos recetivos das células ganglionares parasol estejam organizados num centro
com uma periferia antagonica, nao apresentam oponéncia vermelho-verde. O centro e a periferia sao
de banda larga na sua sensibilidade espetral, respondendo a estimulos de cones vermelhos e verdes,
mas ndo a estimulos de cones azuis (Figura 4). Estas células desempenham apenas um pequeno
papel no processamento da informacdo cromatica, detetam estimulos de luminosidade, movimento e
padrées grandes, informacao que os axonios transmitem as camadas magnocelulares do LGN, onde

terminam. Embora as células ganglionares parasol sejam mais prevalentes na retina periférica, elas
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também estado presentes na regido da parafévea. As células ganglionares do tipo parasol On e Off
recebem informacdes das células bipolares difusas que recebem estimulos de uma combinacao de
pediculos de cones vermelhos e verdes. Este circuito de sinapses de trés neurdnios, cone, célula
bipolar difusa e célula ganglionar parasol fornece um Jnput misto de cones vermelho e verde para os

centros do campo recetivo das células ganglionares do tipo parasol On e Off.:

cones I

on-diffuse off-diffuse
bipolar cell bipolar cell
off-parasol

ganglion cell

on-parasol
ganglion cell

Figura 4. Imagem representativa da Via Magnocelular.:

Por sua vez, a via Magnocelular transporta informacao do movimento, contraste e estereopsia,
tem uma resposta transitoria e responde preferencialmente a estimulos de frequéncias temporais altas,
frequéncias espaciais baixas e baixos contrastes. Ao contrario da via Parvocelular, tem grandes campos
recetivos e dendrites extensas, que permitem uma conducao rapida da informacédo e é sensivel a

estimulos acromaticos branco-preto.

Via Koniocelular

A célula ganglionar bistratificada é a principal célula a apresentar oponéncia azul-amarela
(Figura b), com axénios projetados para as camadas koniocelulares K3 e K4 que se misturam com
neuronios parvocelulares no LGN.*-2 A oponéncia azul-amarela esta organizada em dois campos que
sao espacialmente coincidentes ao longo de todo o campo recetivo das células ganglionares, que
respondem a estimulos sensiveis ao cone azul e estimulos sensiveis ao cone amarelo ou a estimulos
mistos do cone vermelho e verde. A base da oponéncia azul-amarela consiste na informacao
diferenciada das células bipolares recebida por cada dendrite que se estratifica em duas camadas
diferentes do IPL. Neste modelo On-Off para a oposicdo azul-amarelo, existem dois circuitos paralelos
compostos por sinapses de trés neuronios: um circuito On constituido por cones azuis, células
bipolares azuis e pequenas células ganglionares bistratificadas e um circuito Off constituido por cones

vermelhos e verdes, células bipolares difusas e pequenas células ganglionares bistratificadas.:
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Figura 5. Imagem representativa da Via Koniocelular.

A via Koniocelular esta relacionada com a transmissdo da informacao cromatica no eixo azul-
amarelo, possuindo caracteristicas intermédias entre o sistema Parvocelular e o0 Magnocelular no que

diz respeito a sua anatomia e fisiologia.

Nucleo Geniculado Lateral (LGN)

Como mostra a Figura 6, a saida da retina para o LGN permanece segregada entre as trés vias
e entre o olho ipsilateral e o contralateral. O LGN contém doze camadas separadas: quatro camadas
parvocelulares, duas magnocelulares e seis koniocelulares. As camadas 1 e 2 compreendem a via M
(Magnocelular), as camadas 3-6 compreendem a via P (Parvocelular), enquanto as seis camadas de
células intercaladas entre as camadas M e P representam o sistema K (Koniocelular). As fibras de
saida da retina do olho ipsilateral e contralateral terminam em camadas alternadas do LGN (Figura 6).
Existe uma correspondéncia de cerca de 1:1 entre as fibras retinogeniculadas provenientes da retina e

0s neurdnios de projecao do LGN.=
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Figura 6. Representacédo esquematica das vias retinogeniculadas-estriadas. A saida da retina é subdividida em trés vias: a
Parvocelular P (a amarelo), a Magnocelular M (a verde), e a via Koniocelular K (a azul). As trés vias permanecem
segregadas no LGN e no cortex estriado V1. C, indica contralateral; |, indica ipsilateral. A entrada do olho contralateral e

ipsilateral permanece separada em todo o sistema até ser processada no cértex visual.®

1.2 Sistema Eferente

O sistema visual centrifugo (CVS), cujos elementos (neurdnios retinopetalicos), se encontram em
muitos vertebrados®, é definido por uma projecdo eferente do cérebro para a retina, particularmente
alargada e bem definida nas aves.® Estudos anatomicos mostraram que nos nervos 6ticos dos
mamiferos adultos, incluindo humanos, existem populacdes dispersas de fibras retinopetalicas que
tém origem de varios locais, incluindo do tronco cerebral e do hipotdlamo“-, para além do olho
contralateral. Existe apenas um pequeno numero destes axonios retinopetalicos, mas as suas
ramificacoes na retina interna sdo muito extensas.

Foram localizados os neuronios do tronco cerebral que dao origem a estes axonios e 0s seus
neurotransmissores foram identificados. Um conjunto de axdnios retinopetalicos surge no hipotalamo
posterior e utiliza histamina, e o outro surge no nucleo dorsal e utiliza serotonina. A contribuicao destes
axonios retinopetalicos para a visdo pode ser prevista a partir dos efeitos conhecidos da serotonina e da
histamina nos neuronios da retina e consequentemente na etiologia das doencas da retina.”

As fibras retinopetalicas ramificam-se amplamente no olho, cobrindo mais de um quarto da
superficie da retina” e, dependendo do tipo de fibra, terminam nas camadas plexiformes interna e
externa, camada nuclear interna, e camada das células ganglionares.» Assim, pode haver poucas
fibras retinopetalicas na retina em mamiferos adultos, mas a ativacdo de apenas uma pode ter uma
ampla influéncia no processamento de informacao visual.

Existem estudos utilizando técnicas de electroretinograma (ERG) que provam a existéncia destas

fibras.»#» Em gatos, foi observado que, a estimulacdo luminosa de um olho evocava um pequeno sinal
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semelhante ao ERG no olho contralateral.>> Estudos com humanos reportaram diferencas na amplitude
da onda -b do ERG registada em condicdes monoculares e binoculares? e uma diminuicdo da
amplitude do ERG do olho contralateral ao olho estimulado que é dependente da frequéncia de
estimulacdo.= Para alguns autores, os achados com a alteracdo do ERG® sugerem que a resposta da
retina parece ser regulada por vias eferentes e assume-se que os efeitos inibidores conduzem a

excitabilidade da retina através de um mecanismo de feedback.

1.3 Evidéncias Anatomicas e Fisiolégicas de Conexdes Eferentes na Retina
1.3.1 Evidéncias Anatomicas em Animais

Em 1941, Polyak (1941)* encontrou fibras de origem desconhecida na retina de um
chimpanzé, descreveu as caracteristicas destas fibras e tracou o seu trajeto, chegando a conclusao de
que sao de origem extrarretiniana. As fibras retinopetalicas sao diferenciadas com base, por exemplo,
no seu didametro axonal, ramificacdes sucessivas a medida que avancam perifericamente na retina,
resultando na atenuacao das fibras, e pela sua trajetéria descendente da camada de fibras nervosas
para a camada nuclear interna.r O trajeto das fibras retinopetalicas em primatas tém origem na regiao
tectal e passam pelo mesencéfalo, trato 6tico, quiasma e nervo 6tico antes de terminarem na retina.

Reperant et al. (2006) publicaram uma analise comparativa abrangente da organizacéo
funcional e anatémica do sistema visual centrifugo em vertebrados, confirmando ainda que o sistema
visual centrifugo constitui um componente universal do sistema nervoso central (SNC) dos vertebrados,
mas apresenta um elevado grau de variacao entre espécies.

A descoberta de axonios retinopetalicas imunorreativos a histamina e a serotonina na retina do
macaco®=* tem provavelmente significado fisiologico, pois a histamina pode aumentar seletivamente as
correntes de potassio dependentes da voltagem das células bipolares ON na retina® e ter um efeito
direto na onda -b do ERG. Recentemente, foram também detetados recetores de histamina nas células
horizontais, nas células amacrinas e nos cones na retina do macaco®, ampliando o numero de
possiveis influéncias na funcao da retina. As mesmas observacoes anteriores podem-se aplicar, aos
axonios retinopetalicos imunorreativos a serotonina, uma vez que, na retina humana foram
identificados seis dos oito recetores de serotonina.?

Apesar da natureza mais especifica e conclusiva das descobertas recentes, ainda existe alguma
incerteza sobre a importancia quantitativa e funcional das vias envolvidas devido a incerteza do numero

de fibras existentes e da sua origem exata.
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1.3.2 Evidéncias Fisioldgicas em Animais

Nos mamiferos, a existéncia de axonios retinopetalicos foi estudada e explicada por alteracoes
na eletrofisiologia da retina em resposta ao bloqueio ou seccao do nervo otico (coelhos e gatos)»==, 4
inatividade cortical e ao sono (em ratos).©# Pensa-se que 0s axénios retinopetalicos tm um efeito
inibitério na funcao retiniana; assim, registando a atividade bioelétrica induzida pela luz na retina
através do ERG e observando alteracdes especificas, € possivel confirmar a existéncia de fibras
retinopetalicas.

Num estudo em gatos e macacos®, utilizando depressores do SNC mostraram um aumento na
amplitude do ERG de um olho intacto, enquanto nenhuma alteracao foi observada no olho com seccéo
do nervo otico cortado. A evidéncia desta inibicdo central foi posteriormente demonstrada em gatos,
quando o estimulo luminoso apresentado num olho inibiu uma resposta ao nivel do quiasma.<# Além
disso, outro estudo mostrou um aumento na amplitude da onda -b do ERG em coelhos como resultado
direto da seccdo do nervo 6tico.”s Efeitos semelhantes no ERG fu/-fie/d (ffERG) do macaco foram
observados por outros trés estudos. -

Mirsky et al. (1973) investigaram a possivel relacao do efeito da seccao do nervo 6tico na
circulacao da retina e realizaram uma experiéncia em macacos para estudar o impacto da seccao do
nervo otico na alteracdo do ffERG. Realizaram-na de duas formas diferentes: i) por seccdo do nervo
otico infraorbitario (que danifica a artéria central da retina) e ii) por seccao do nervo 6tico intracraniano
(que poupa a artéria). Demonstraram que, quando a seccdo poupa a artéria esta nao influencia a
forma da onda do ERG desse olho porque a retina esta funcional, no entanto, o ERG medido no olho
contralateral (registado com o nervo 6tico intacto) diminui de amplitude.* Isto quer dizer, que de facto o
corte destes nervos intracranianos (que vao para o cérebro) provoca alteracao no olho contralateral, ou

seja, existe uma comunicacao entre os dois olhos.

1.3.3  Evidéncias Anatdomicas em Humanos

Todas as evidéncias anatomicas da existéncia de fibras retinopetalicas em humanos foram
geradas a partir de casos de autdpsia ou de olhos removidos em cirurgia. A primeira sugestao da
existéncia destas fibras no nervo 6tico humano foi publicada em 1900.# Os autores sugeriram que
algumas fibras de pequeno didmetro observadas no nervo 6tico de um paciente, submetido a cirurgia
para remocao do olho direito apos atrofia unilateral do nervo ético, eram de origem centrifuga.*

Uma das formas da comprovacao da existéncia destas fibras, é pela presenca de axonios nao

degenerados no nervo 6tico, desde que tenha passado tempo suficiente para que todas as fibras
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aferentes (provenientes da retina e que terminam no cérebro) tenham degenerado até ao momento
dessa avaliacdo. O periodo da degeneracdo neural retrograda foi estabelecido nos nervos aferentes do
sistema retiniano, tipicamente, comeca horas apds a lesao e degenera completamente em algumas
semanas.* As fibras retinopetalicas também podem sofrer degeneracdo, mas sendo muito mais lenta,
permite a sua visualizacao durante algum periodo de tempo.

Estudos morfolégicos de um olho enucleado 10 dias ap6s a oclusdo completa da artéria central
da retina mostraram que todas as células ganglionares e centripetas (aferentes) tinham degenerado,
enquanto todos os presumiveis nervos retinopetalicos (eferentes) com os seus corpos celulares no
cérebro ainda estavam presentes no disco otico. Isto permitiu uma estimativa quantitativa das
presumiveis fibras retinopetalicas restantes, que foi definida em cerca de 10% de todas as fibras no
nervo otico humano.® No entanto, este nimero provavelmente sobrestima o numero real de fibras.
Verificou-se ainda que estas fibras na retina humana e noutros mamiferos (cdes, gatos e porquinhos-
da-india), emergem do disco otico e direcionam-se para a periferia da retina antes de terminarem na

camada plexiforme interna.s

1.3.4  Evidéncias Fisiologicas em Humanos

A modulacdo do ERG por estimulacdo nao visual e/ou contralateral do olho, tem servido como
suporte direto para a evidéncia da presenca deste sistema eferente na retina em humanos. Quando um
ERG registado binocularmente ¢ de menor amplitude em comparacdo com um ERG registado
monocularmente, implica uma influéncia eferente na resposta do ERG, quer pela atuacdo direta do
olho contralateral, quer através de um feedback envolvendo estruturas cerebrais.* A partir do inicio da
década de 1950 foram realizados alguns estudos alguns dos quais apoiam essas evidéncias?=, no
entanto, alguns estudos ndo encontraram tais evidéncias.®= As diferentes condicdes na realizacao bem
como obtencao do sinal ERG entre os diferentes estudos, foram apontados como fatores explicativos
desses achados contraditérios. O efeito destas fibras pode também nao ser muito acentuado o que
podera levar também a resultados e conclusdes contraditorias.

Alguns estudos registaram um sinal ERG no olho contralateral ndo iluminado, no entanto
estes estudos nao foram replicados posteriormente e permanecem controversos até aos dias de hoje.
Esses estudos sugerem que o sinal ERG do olho contralateral provem de neurénios corticais ou
subcorticais no cérebro que sdo ativados pela informacdo induzida pelo olho estimulado (iluminado).
No entanto, os resultados fisioldgicos obtidos em ratos, indicam que nestas formas de estimulacao
contralateral, comunicacao direta retino-retiniana entre os dois olhos, também pode estar envolvida.=

Esse estudo mostrou que a estimulacao elétrica do nervo 6tico pode evocar um potencial de acao/sinal
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ERG semelhante no nervo otico contralateral. Para além disso, os tratamentos experimentais que
eliminaram esse sinal ERG no olho n&o estimulado, também alteraram o sinal ERG do olho estimulado,
diminuindo a amplitude e aumentando o tempo implicito da onda -b.

Ao longo do tempo tém sido utilizadas diversas técnicas experimentais para a investigacdo das
fibras retinopetalicas. Num estudo utilizando influéncia sensorial ndo visual e resposta do ERG,
verificaram que a estimulacdo ERG em simultdneo com um estimulo sonoro (um som emparelhado
com um flash), provocava um aumento da onda -b do sinal ERG. Este efeito foi observado apenas
quando o som e o flash foram apresentados em simultdneo, o que sugere que o efeito do som na
alteracao da atividade da retina pode ser mediado através de uma via neural, e provavelmente através
de fibras retinopetalicas do SNC para a retina humana.» Outros estudos demonstraram a dependéncia
da resposta do ERG num olho em relacdo a manipulacdo (sensorial ou fisica) do olho contralateral. Em
1964, um estudo demonstrou uma diminuicdo significativa da amplitude da onda -b do ERG num olho,
dependendo da frequéncia de uma estimulacdo flicker simultdnea do olho contralateral.z Mais
recentemente, outros estudos demonstraram uma diminuicdo do padrdo da onda ERG em ambos os
olhos apds uma diminuicéo unilateral da pressao de perfusao ocular em voluntarios saudaveis® e uma
diminuicao da amplitude do sinal ffERG em ambos os olhos apds depressao escleral num dos olhos.
Uma possivel explicacao para estes resultados ¢ uma influéncia da via eferente na resposta ERG.e

A presenca de vias eferentes no SNC e especialmente de fibras retinopetalicas levou varios
autores a sugerir que estas podem ser importantes no controlo da atencéo, através da filtragem ou da
passagem da informacdo sensorial.==¢ Embora seja geralmente considerado que 0S processos
centrifugos modulam a sensacdo e sdo importantes em algumas circunstancias na modulacdo da
atencao, o papel dos axdnios retinopetalicos todavia permanece incerto.s

No olho humano, a maioria das evidéncias fisiologicas da existéncia destas fibras provém de
estudos de natureza clinica. Apesar dos poucos detalhes experimentais fornecidos para a avaliacao dos
resultados, alguns estudos descreveram ERG’s normais nos olhos contralaterais de pacientes com
neurite otica unilateral. No entanto, poucos detalhes experimentais foram fornecidos para avaliar os
resultados.’” No entanto, em 1959, num caso clinico mais completo relataram que o sinal ERG com
adaptacdo ao escuro de um paciente com lesdo traumatica do nervo 6tico no olho esquerdo (sem
percecao de luz, e palidez do disco ético), era maior comparando com o sinal ERG do olho direito
sessenta e seis dias apos a lesdo.® Quando o efeito do traumatismo unilateral do nervo ético é avaliado
através de técnicas ERG, a maioria dos estudos reporta um aumento da amplitude do ffERG no olho

ipsilateral apos a lesao ou dano unilateral do nervo 6tico.c
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1.4 Electroretinograma (ERG)

O electroretinograma ¢ um potencial elétrico gerado pela retina do olho em resposta a luz.
Pode ser registado de forma n&o invasiva, utilizando elétrodos colocados na cérnea, e reflete a resposta
combinada de todas as células da retina. O ERG resulta de correntes extracelulares que fluem no
tecido da retina (Figura 7) em consequéncia da sinalizacao neuronal e, em certos casos, das alteracdes
de concentracao do potassio pelas células gliais da retina. Com estimulos e analises adequadamente
aplicados, o ERG pode fornecer informacdes Uteis e objetivas sobre a integridade funcional das células
e dos circuitos retinianos. Esta informacao pode ser utilizada para diagnosticar e aclarar doencas da
retina, para monitorizar a eficacia de tratamentos neuroprotetores e de terapias genéticas em humanos
e em modelos animais, e para estudar o processamento retiniano normal e a funcéo alterada em

retinas geneticamente manipuladas, entre outras.”

Figura 7. Uma representacao esquematica das correntes extracelulares que se formam apos a estimulacdo luminosa. A
via A representa as correntes locais no interior da retina, enquanto a via B mostra as correntes que saem da retina através
do vitreo e da cdrnea e regressam a retina através da coroide e do epitélio pigmentar. O registo do ERG em humanos é feito

ao longo da via B.”s

Atualmente, para o exame eletrofisiolégico do sistema visual existem uma variedade de exames
nao invasivos ou minimamente invasivos que fornecem informacao acerca da funcao celular das
diversas estruturas da retina e em diferentes localizacdes do sistema visual. Para a pratica clinica, a
maioria destes exames estdo protocolados pelos standards da Sociedade Internacional para a
Eletrofisiologia Clinica da Visao (ISCEV).”s Nestes tipos de exame - de entre os quais se destacam o
electroretinograma padréao (PERG), 7u/-field (ffERG), multifocal (mfERG) e os potenciais evocados
visuais (VEP).
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2.  HIPOTESES E OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Hipoteses do Estudo
HO: O electroretinograma nao é sensivel para detecdo da atividade das fibras retinopetalicas
nas diferentes estruturas celulares da retina.
H1: O electroretinograma ¢ sensivel para detecdo da atividade das fibras retinopetalicas nas
diferentes estruturas celulares da retina.
2.2 Objetivos
Os objetivos principais deste trabalho sao:
1. Avaliar a sensibilidade das técnicas de eletrofisiologia para avaliar a presenca do sistema
feedback na retina;
2. Avaliar a resposta eletrofisioldgica da retina no olho contralateral ao olho sujeito a diferentes
protocolos de estimulacdo ERG:
2.1.Utilizando Electroretinograma Padrdo (PERG): Para avaliar a atividade das células
ganglionares;
2.2. Utilizando Electroretinograma ON-OFF: Para avaliar o sistema de fotorrecetores e células
bipolares (sistema On-Off);
2.3. Utilizando Resposta Negativa Fotopica (PhNR) do Electroretinograma adaptado a luz: Para

avaliar as células ganglionares de forma mais especifica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Este estudo € um estudo piloto experimental e prospetivo com o objetivo de avaliar a presenca
do mecanismo feedback avaliando a resposta eletrofisiolégica da retina no olho contralateral ao olho
sujeito a diferentes protocolos de estimulacdo ERG. As medidas foram realizadas em duas visitas, a
primeira para a obtencdo valores gerais das funcdes visuais e a segunda para o registo das medidas
eletrofisiologicas da retina. Para este estudo, as varidveis em analise sdo: as componentes da
onda/sinal ERG das diferentes técnicas que utilizamos.

Todos os dados foram recolhidos no Laboratério de Investigacdo em Optometria Clinica e
Experimental (CEORLab) do Centro de Fisica da Universidade do Minho, com posterior anotacdo dos
resultados num formulario especifico de recolha de dados. Foi concedido o consentimento informado
por escrito a todos os participantes antes da sua participacdo e o estudo foi realizado de acordo com os
principios da Declaracdo de Helsinquia. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para a
Investigacdo em Ciéncias da Vida e da Saude da Universidade do Minho (CEICVS) que analisou o0s
aspetos éticos deste estudo para ajudar a proteger os direitos e o bem-estar dos participantes (CEICVS

034/2023).

3.2 Participantes e tamanho da amostra

A dimensdo da amostra necessaria para realizar este estudo foi calculada utilizando
(http://hedwig.mgh.harvard.edu/sample_size/js/js_crossover_quant.html).

Em que uma amostra composta de 15 sujeitos, permite detetar diferencas de amplitude no
sinal ERG de 1,0+0,5 microvolt (uV) entre medidas com um poder estatistico de 80% do estudo com
um nivel de significancia de 0,05%.

3.3 Critérios de elegibilidade

Todos os participantes incluidos neste estudo cumpriram os seguintes critérios de elegibilidade.
3.3.1 Critérios de inclusao
e Sem patologias oculares;
e Sem patologia geral que possa interferir com a eletrorretinografia;
e Sem historico de intervencdes cirurgicas oculares;
e Erro refrativo compreendido entre -6,00 Dioptrias (D) e +6,00D;
e Astigmatismo igual ou inferior a 1,00D;

e AVcc minima 0,0 logMAR;
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e Sem ambliopia.

3.4 Procedimento experimental
3.4.1 Avaliacéo Clinica

Antes de qualquer participante ser submetido aos exames clinicos, foi-lhes entregue o
consentimento informado e assinado por cada um deles. A avaliacdo clinica consistiu numa visita de
trinta minutos para cada participante, em que os critérios de elegibilidade foram considerados para

incluir ou nao os participantes.

3.4.1.1 Refracao

Para determinar o erro refrativo de cada participante foi utilizado o Autorefratémetro de campo
aberto (Grand-Seiko WAM 5500) e, de seguida foi realizado o exame subjetivo para visdo de longe.
Todos os dados foram registados no formulario de recolha de dados. Os dados da refracdo, obtidos na
forma clinica (esfera — cilindro x eixo), foram decompostos em componentes vetoriais: M (equivalente
esférico), JO (componente astigmatica no meridiano horizontal) e J45 (componente astigmatica

obliqua).”

3.4.1.2 Acuidade Visual

Apds o exame subjetivo, com o participante adaptado a melhor correcéo, foi registada a
acuidade visual a distancia de alto contraste (100%) e de baixo contraste (10%) (HCDVA e LCDVA,
respetivamente) com o optotipo de Acuidade Visual Logaritmica EDTRS (Precision Vision. IL) a 4
metros. Este optotipo é composto por 14 linhas com 5 letras cada e mede a acuidade visual (AV) entre
1,00 unidades LogMAR e -0,30 unidades LogMAR (o equivalente a 0,10 e 2,00, respetivamente, em
escala decimal). A linha de 0,00 (zero) na escala LogMAR é equivalente a 20/20 (ou 1,0 na escala
decimal). Cada letra tem o valor de -0,02 unidades LogMAR, neste sentido a AV é melhor quanto mais

negativo for o seu valor.

3.4.1.3 Comprimento Axial
O comprimento axial foi medido com um IOL Master (Carl Zeiss Meditec, Inc, Dublin, CA)

retirando-se a média de cinco medidas consecutivas.

3.4.2 Eletrorretinografia
A segunda visita consistiu na realizacdo dos exames ERG no RETI-port/scan21 (Roland

Consult, Wiesbaden, Germany), que foram executados em trés condicdes diferentes (sem ocluséo
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monocular (baseline), oclusao total do olho contralateral (opaco) e oclusao parcial do olho contralateral

(translucido).

3.4.2.1 Caraterizacdo da iluminacao (espaco + estimulo)

A Tabela 1 mostra a caraterizacao de iluminancia do espaco e das condicdes de registo de
medida do ERG, utilizando um iluminanciémetro (Figura 8). Para a iluminancia do espaco foram
obtidas trés medidas e calculada a média e, de igual modo, para cada uma das condicbes de
estimulacdo ERG foram obtidas trés medidas consecutivas colocando o iluminanciometro na posicao

atras do oclusor e posteriormente calculada a média.

Figura 8. lluminanciéometro Konica Minolta T-10.

Tabela 1. Caraterizacao da iluminancia (em lux) do espaco e para cada uma das situacdes.

Exame PERG ON-OFF ERG PhNR ERG
lluminacao (lux)
Sala 428 + 1,00
Sem Oclusor 232,37 + 0,80 1292,33 + 96,52 103,77 + 1,76
Oclusor Opaco 0,11 + 0,02 0,57 + 0,08 1,44 + 0,03
Oclusor Translicido 180,63 + 1,36 798,33 + 90,12 84,20+ 1,75

No caso do oclusor translucido existe uma reducédo de = 30% que se mantém em todas as
condicoes.

No caso do oclusor opaco, os valores deviam ser muito mais pequenos. Basta haver um fotao
para provocar uma resposta, neste caso, a resposta ndo sera dos fotorrecetores, mas talvez dos
bastonetes. Estes valores sao aproximados para termos uma nocao da ordem de grandeza do corte
porgue com o oclusor opaco esperariamos um valor mais proximo de O em todas as condicdes. Existe
uma reducdo de 90% quando colocamos o oclusor opaco, mas ha 10% de luz que podem passar e
gerar uma resposta, ou seja, pode ndo ser o sistema eferente que estamos a medir, mas sim umas

células estimuladas por este valor.
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Os valores de ilumindncia sem nenhum tipo de oclusdo sao muito diferentes, principalmente
no ON-OFF ERG, isto deve-se ao facto dos estimulos terem carateristicas diferentes. Como o estimulo
On-Off & muito mais intenso, o valor da iluminancia sera muito superior, enquanto, na PhNR e no PERG

€ muito mais baixo.

3.4.2.2 Posicao dos Elétrodos

O RETIl-port/scan21 (Roland Consult, Wiesbaden, Alemanha) foi utilizado para os registos
eletrofisiologicos, seguindo as diretrizes do ISCEV.”=* Antes da colocacao dos elétrodos, a pele foi limpa
com um gel abrasivo. Em seguida, foram colocados elétrodos capsula de ouro de referéncia e de terra
e 0s elétrodos ativos DTL-plus (Dawson-Trick-Litzkow) (Figura 9). A impedancia foi verificada antes de
cada medicao e os registos sd foram efetuados quando esta era inferior a 5 k€ (kilohms). Todas as

medicdes de ERG foram registadas monocularmente em condicdes de estimulacéo binocular.

Figura 9. Posicéo ilustrativa dos elétrodos para medicdes ERG e dos oclusores nas trés condicdes de medida (A: Baseline;

B: Opaco; C; Translucido). (1) Elétrodo de terra Gold-cup; (2) Elétrodo de referéncia God-cup; (3) Elétrodo ativo DTL.

3.4.2.3 Cronograma de medicoes
A Figura 10 mostra a ordem pela qual foram feitas as medidas, para as condicdes opaco e

translucido a ordem dos exames foi randomizada pelo website https://www.random.org para cada

participante. Os trés exames realizados foram PERG, ON-OFF ERG e PhNR, entre cada medida houve

um intervalo de pausa de cinco minutos sem qualquer tipo de estimulacdo como periodo wash-out.
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ORDEM DAS
MEDIDAS

1° 5 min 2° 5min < 3
Baseline, —» Opaco —» Translucido

5 min ‘ t *
PERG Ordem dos 3 Ordem dos 3
exames exames
= (PERG, ON- (PERG, ON-
5min § OFF, PhNR) OFF, PhNR)
randomizada, randomizada,
ON-OFF mantendo as mantendo as
A pausas de 5 pausas de 5
5 m‘“‘ minutos entre minutos entre
PhNR exames exames

Figura 10. Representacao esquematica da ordem das medidas com as trés condi¢des utilizadas.

Os exames foram feitos com a melhor correcdo de cada sujeito colocando o valor do
equivalente esférico numa armacao de prova, e no caso dos sujeitos emetropes foi colocada uma lente
neutra para manter todos os sujeitos nas mesmas condicdes. Foi sempre colocado o oclusor no olho

mais negativo, de modo a manter o critério para todos os participantes.

3.4.2.4 Caracterizacdo do estimulo PERG

O PERG é uma resposta baseada no contraste, impulsionada por fotorrecetores maculares e
células ganglionares provenientes da retina.”» Mede tanto a funcao central da retina como a funcao das
células ganglionares da retina.®t Clinicamente, a resposta transitéria PERG tem dois componentes
principais: P50 (pico positivo a 50 milissegundos (ms) do inicio do estimulo) € um componente interno
da retina conduzido por cones, situados na macula, e células ganglionares e N95 (pico negativo a
95ms do inicio do estimulo) é o segundo componente que esta relacionado com o contraste e é gerado

pelas células ganglionares da retina (Figura 11).7

7 P50
5

Amplitude [V]

1 N35 N95

0 100 200
Time [ms]

Figura 11. PERG padréo tipico. A amplitude do P50 esta tipicamente entre 2,0 e 8,0 pV.=
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Neste estudo o estimulo do PERG utilizado é constituido por um estimulo no ecra idéntico a um
tabuleiro de xadrez (Figura 12a), reversivel de quadrados pretos e brancos (tamanho angular de 1° 25
segundos(s)) com uma taxa de reversao com frequéncia de 1,5Hz (hertz), tempo de ciclo de 0,65s. A
onda da resposta PERG é composta por 3 componentes principais (Figura 12b) uma onda negativa
(N35) seguida de uma onda positiva (P50) e outra negativa (N95) do qual se extrairam os valores de

amplitude e tempo dos picos dessas componentes.

P50

N95

(b)

Figura 12. (a) Representacao do estimulo PERG. Devido aos padrdes de inversdo do mesmo, permite obter uma resposta

curva semelhante a de (b). =

3.4.2.5 Caraterizacdo do estimulo ON-OFF ERG

A onda -b padrao do ERG 3.0 adaptado a luz (7u/-field) é evocada com flashes de curta duracéo
(< 5 ms) num fundo saturado e reflete, em grande parte, as contribuicdes de sobreposicao das vias
das células bipolares On e Off. A resposta fotdpica On-Off é obtida com um estimulo laranja (620nm)
na presenca de um fundo verde (560nm) na capsula de Ganzfeld com uma taxa de estimulo < 2 por s
(intervalo entre estimulos 0,5 s). O estimulo tem as seguintes propriedades: 2,5Hz de frequéncia e
0,4s de tempo de ciclo.

O ON-OFF ERG tem dois componentes principais, a resposta On e a resposta Off (Figura 13). A
resposta On ocorre apés o inicio do estimulo e consiste em duas ondas proeminentes, a onda -a de
polaridade negativa e a onda -b positiva. A resposta Off, ou onda -d, € um componente de polaridade

positiva em resposta a extincao do estimulo luminoso.&-
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i I

Figura 13. Diagrama dos trés componentes principais do ON-OFF ERG e da sua medicdo. A duracdo do estimulo esta

indicada na parte inferior da figura; as setas vermelhas (verticais) indicam a medicdo da amplitude e as setas azuis

(horizontais) indicam a medicdo do tempo de pico. Dois tracos sao sobrepostos para demonstrar a reprodutibilidade.®

3.4.2.6 Caraterizacdo do estimulo PhNR do ERG adaptado a luz

A resposta fotépica negativa do ERG adaptado a luz € uma onda negativa que ocorre apos a
onda -b em resposta a um breve flash (Figura 14).” E obtida com um estimulo vermelho (630-660 nm)
(200 cd/m2) na presenca de um fundo azul (450-485 nm) (25 cd/m?2) com um tempo de flash de 2000
microssegundos (Js).

A PhNR reflete a atividade generalizada das células ganglionares da retina e dos seus axonioss,

e a sua amplitude pode ser reduzida precocemente em doencas que afetam a retina mais interna.

30pVv

cd.s.m?

284

/B\T/_,M,_/

b-wave

PT

a-wave /WAM//‘/

PhNR

1.42

0 50 100 150 200 250
Time (ms)
Figura 14. Exemplo de medicdo da amplitude da PhNR desde a linha de base até ao valor minimo da PhNR (BT) e desde

0 pico da onda -b até ao valor minimo da PhNR (PT).”

3.4.3 Didmetro Pupilar
Durante a realizacao dos exames ERG foram registadas trés medidas consecutivas do diametro
pupilar antes e depois de cada exame ERG, e posteriormente calculada a média. As medidas foram

retiradas através do pupildmetro de infravermelhos (AlgiScan - IDmed, Franca).
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3.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software SPSS Statistics version
28.0.1.0(142) (SPSS Inc, Chicago, IL). Foi feita uma analise descritiva para cada variavel analisada e
apresentada em forma de média + desvio padréo.

O teste Shapiro-Wilk Test foi aplicado para avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados. Os
testes de andlise de variancia foram utilizados para comparar as diferencas nos diferentes
componentes das ondas (quer em tempo quer em amplitude) entre os grupos (baseline vs opaco vs
translucido) para as variaveis com distribuicdo normal ou nao. Para aqueles que o valor da significancia
estatistica (p) foi considerado estatisticamente significativo, foi utilizado o teste post hoc (Bonferroni
para avaliar as diferencas entre varios grupos. Para fins estatisticos, um valor de p menor que 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo apresentam-se os resultados obtidos no estudo e a sua analise estatistica.
4.1 Caracterizacao da amostra

As carateristicas da amostra estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Dados da amostra em estudo.

n(total) 15
Idade (anos) + DP 25,60 + 5,28
Sexo Feminino: 73,3%
Masculino: 26,7%

4.2 Funcoes Visuais
4.2.1 Dados refrativos
Os dados da refracdo de cada participante foram decompostos em componentes vetoriais e
estdo representados na Tabela 3 na forma de média + desvio-padrao. No olho direito (OD) o valor
meédio ¢é -1,20D, com valor maximo de 0,88D e minimo de -4,63D. No olho esquerdo (OE) o valor

médio é de -1,36D, com valor maximo de 0,75D e minimo de -5,63D.

Tabela 3. Médias e desvios padrdes das componentes vetoriais M, JO, J45 para o OD e OE em D.

M Jo J45
oD -1,20 £ 1,74 0,09 +0,18 -0,05 + 0,05
OE -1,36 £ 1,85 0,16 + 0,29 -0,01 +£0,08

Com base no valor do equivalente esférico, do total dos participantes, 60% eram miopes (< -

0,25D), 26,67% eram emetropes (- 0,25D = x = +0,25D) e 13,33% eram hipermétropes (>+0,25D).
4.2.2  Acuidade visual em alfo e baixo contraste

Na Tabela 4 encontram-se os valores médios e respetivos desvios padroes da acuidade visual a
distancia de alto contraste (100%) e de baixo contraste (100%) para cada olho e para ambos os olhos
(AQ). No OD o valor médio de HCDVA é de -0,12, com valor maximo de 0,02 e minimo de -0,30, o
valor médio de LCDVA é de 0,12, com valor maximo de 0,36 e minimo de 0,00. No OE o valor médio
de HCDVA é de -0,07, com valor maximo de 0,62 e minimo de -0,30, o valor médio de LCDVA é de
0,17, com valor maximo de 0,62 e minimo de 0,02. Para AO o valor médio de HCDVA é de -0,15, com
valor maximo de 0,10 e minimo de -0,30, o valor médio de LCDVA ¢ de 0,05, com valor maximo de

0,30 e minimo de -0,10.
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Tabela 4. Média e desvio padrao da acuidade visual de alto e baixo contraste (HCDVA e LCDVA, respetivamente) na escala

LogMAR.
oD OE AO
HCDVA -0,12 + 0,08 -0,07 £ 0,21 -0,15+ 0,10
LCDVA 0,12+0,11 0,17 £0,18 0,05+0,10

4.2.3  Comprimento Axial
Na Tabela 5 estao representados os valores médios e os desvios padrdes do comprimento axial
para cada olho em milimetros (mm). O comprimento axial médio para o OD ¢é de 24,22mm, com valor
maximo de 25,98mm e minimo de 22,41mm. Para o OE o valor médio é de 24,24mm, com valor
maximo de 26,07mm e minimo de 22,36mm. Era de esperar valores médios altos porque a maioria

dos participantes sdo miopes.

Tabela 5. Média e desvios padrdes do comprimento axial em mm.

0D OE

Média + DP 24,22 + 1,01 24,24 + 1,09

4.2.4  Didmetro pupilar
Na Tabela 6 estdo representados os valores médios, respetivos desvios padrdes do didametro

pupilar (@) medido nas diferentes condicdes antes e depois da realizacdo de cada teste ERG.

Tabela 6. Médias, desvios padrdes e significancia estatistica (Test T a associado para cada condicdo na medicdo do
diametro pupilar antes e depois de cada exame (PERG: ERG padrao; ON-OFF ERG; PhNR: Resposta Fotdpica Negativa).
BASELINE OPACO TRANSLUCIDO

Teste | @_Antes | @ Depois p @_Antes | @_Depois p @_Antes | @_Depois p
+ DP + DP + DP + DP + DP + DP
PERG 5,5+1,2 51+1,1 | <,001 | 5,5+0,9 50+1,4 | <001 | 5,3+0,9 5,4+0,9 | 0,267
ON-OFF | 5,4+1,2 54+1,2 | 0,707 | 5,3+1,1 52+1,0 | 0,038 | 5,5+1,0 55+#1,0 | 0,678
ERG
PhNR 5,5+1,1 54+1,1 | 0,053 | 5,4+1,0 5,0+1,1 | <001 | 5,4+1,0 5310 | 0,133

O ERG é um teste que depende muito do didametro pupilar, e o PERG é o mais sensivel. De
acordo com a Tabela 6, foram encontradas diferencas significativas no caso do PERG no diametro
pupilar antes e depois do exame, em todas as condicdes. Como a pupila antes & maior do que a pupila
depois temos uma diferenca média positiva, isto € normal acontecer porque no PERG o participante
esta a olhar para o estimulo durante dois minutos, ou seja, € normal a pupila antes ser maior do que a

medida imediatamente depois da realizacao do exame.
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Nos outros dois exames, com excecao da condicao opaco, isto ndo acontece porque como o
estimulo é um flash, apenas existe diminuicdo da pupila no momento da estimulacao, depois ha uma

dilatacao da pupila muito mais rapida comparado com o PERG.

4.3 Resposta ERG
Neste subcapitulo reinem-se os resultados divididos por exame. Para cada um deles expomos
0s resultados por tempo implicito (ms) e amplitude (uV), apresentando primeiro o grafico relativo aos
valores meédios e desvios padrdes assinalando aqueles que tém diferencas estatisticamente
significativas e em seguida, a tabela das diferencas entre condicdes que incluem a diferenca média,

erro padrao e significancia estatistica.

4.3.1 PERG - ERG padréo.

Na Figura 15 esta representado um exemplo de uma das medicdes da onda PERG no mesmo
individuo nas trés condicOes. Estao representadas linhas a tracejado em cada uma das componentes
da onda para que consigamos fazer uma analise qualitativa dos seus tempos implicitos. Para visualizar
melhor o perfil da onda do olho contralateral na condicdo opaco, a escala foi aumentada, e por essa
razao, a onda do olho estimulado nesta condicao parece muito maior em relacdo a das outras duas

condicdes, mas na realidade nao é.

5.00pV/div Olho Estimulado Olho Contralateral
A : A :
¥s0 : P50 :
1 4 1
IR AN,
2.50pVidiv

B

5.00pV/div
C

/“/-\IN

Figura 15. Exemplo de uma das medicées da onda PERG no mesmo individuo nas trés condicdes (A: Baseline; B: Opaco;

C: Translucido).
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4.3.1.1 Tempo implicifo

Na Figura 16 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes
para cada uma das componentes da onda (N35, P50, N95) no tempo implicito e assinalado aqueles
em que o valor foi significativo. A Tabela 7 mostra as diferencas entre as condicdes e o valor da

significancia estatistica.

Tempo implicito PERG
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Figura 16. Valores médios e desvios padrdes dos componentes N35, P50 e N95 no tempo implicito. (*teste de
significancia ANOVA).

No caso do tempo implicito, observa-se um aumento do tempo implicito nas componentes N35
e P50 (>12ms) nas condicdes opaco e translucido, quando comparado com o valor de baseline. Sendo
que esse aumento do tempo é estatisticamente significativo para essas duas componentes da onda
PERG (Tabela 7).

No caso da componente da onda N95, nao se observaram diferencas significativas quando
comparada as diferentes condicdes. Verificou-se apenas um aumento na condicdo opaco, porém nao é
significativo.

Tabela 7. Diferencas médias entre condicdes, erro padrao e significancias estatisticas associadas entre os tempos

implicitos da onda PERG.

Onda PERG Condicao Diferenca média | Erro Padrao p

N35 [ms] Baseline vs Opaco -12,95* 4,60 0,023
Baseline vs Translucido -16,59* 4,69 0,003

Opaco vs Translucido -3,64 4,77 > (0,05

P50 [ms] Baseline vs Opaco -13,04* 3,56 0,002
Baseline vs Translucido -13,69* 3,63 0,002

Opaco vs Translucido -0,66 3,69 > 0,05

N95 [ms] Baseline vs Opaco -4.67 5,30 > 0,05
Baseline vs Translucido -0,09 5,41 > 0,05

Opaco vs Translucido 4,57 5,50 > (0,05
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4.3.1.2 Amplitude

Na Figura 17 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes
para cada uma das componentes da onda (N35-P50, P50-N95) e assinalado aqueles em que o valor
foi significativo. A Tabela 8 mostra as diferencas entre as condicdes e o valor da significancia

estatistica.
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Figura 17. Valores médios e desvios padrdes dos componentes N35-P50 e P50-N95. (**teste de significancia Kruskal-

Wallis).

Como era esperado, houve uma alteracao muito significativa no valor da amplitude. Nas duas
componentes da onda, N35-P50 e P50-N95, ha uma diminuicdo acentuada do valor da amplitude (>2
uV) da onda quando comparada com a baseline (Tabela 8). Como o PERG é sensivel as alteracdes de
contraste, e na condicéo translucido existe uma reducao drastica do contraste, faz sentido haver uma

reducdo mesmo que a intensidade da luz seja suficiente para provocar uma resposta.

Tabela 8. Diferencas médias entre condicdes, erro padrédo e significancias estatisticas associadas entre as amplitudes das

componentes da onda PERG.

Onda PERG Condicao Diferenca média | Erro Padrao P
N35-P50[uV] Baseline vs Opaco 2,55* 0,23 <,001
Baseline vs Translucido 2,41* 0,23 <,001
Opaco vs Translucido -0,15 0,23 > 0,05
P50-N95[uV] Baseline vs Opaco 3,37* 0,29 <,001
Baseline vs Translucido 3,35* 0,29 <,001
Opaco vs Translucido -0,02 0,29 > 0,05

4.3.2 ON-OFF ERG:

Na Figura 18 esta representado um exemplo de uma das medicdes da onda ON-OFF ERG no
mesmo individuo nas trés condicdes. Estao representadas linhas a tracejado em cada uma das

componentes da onda para que consigamos fazer uma analise qualitativa dos seus tempos implicitos.
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Para visualizar melhor o perfil da onda do olho contralateral, na condicdo opaco, a escala foi
aumentada, e por essa razao, a onda do olho estimulado nesta condicao parece muito maior em

relacao as outras duas condi¢des, mas na realidade nao é.

50 OOIHWd"' Olho Estimulado

Olho Contralateral
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Figura 18. Exemplo de uma das medi¢des da onda ON-OFF ERG no mesmo individuo nas trés condicdes (A: Baseline; B:

Opaco; C: Translucido).

4.3.2.1 Tempo implicito

Na Figura 19 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes
para cada uma das componentes da onda (-a, -b, -d) no tempo implicito e assinalado aqueles em que o
valor foi significativo. A Tabela 9 mostra as diferencas entre as condicdes e o valor da significancia
estatistica.

Tempo implicito On-Off
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Figura 19. Valores médios e desvios padrdes dos componentes da onda -a, -b e -d no tempo implicito. (**teste de

significancia Kruskal-Wallis).
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No caso das componentes da onda -a e -d, ndo se observou nenhuma tendéncia, mantendo-se
mais ou menos constantes nas trés condicdes.

Com este tipo de estimulacao, apenas se encontram diferencas significativas na onda -b, com
um ligeiro aumento do tempo implicito (>18ms) na condicdo opaco comparando com as outras duas
condicdes. Comparando as condicbes baseline e translicido, nao se verifica nenhuma alteracdo

significativa.

Tabela 9. Diferencas médias entre condicdes, erro padrdo e significancias estatisticas associadas entre os tempos

implicitos da onda ON-OFF ERG.

Onda ERG Condicao Diferenca média Erro Padrao p

a [ms] Baseline vs Opaco -1,99 2,94 > 0,05
Baseline vs Translucido -0,90 2,68 > (0,05

Opaco vs Translucido 1,10 2,98 > (0,05

b [ms] Baseline vs Opaco -20,10* 413 <,001
Baseline vs Translucido -1,21 3,76 > 0,05

Opaco vs Translucido 18,89 4,19 <,001

d [ms] Baseline vs Opaco -12,91 5,35 0,063
Baseline vs Translucido 1,81 4,87 > 0,05

Opaco vs Translucido 14,72 5,43 0,031

4322 Amplitude

Na Figura 20 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes
para cada uma das componentes (a-wave, b-wave e d-wave) e assinalado aqueles em que o valor foi

significativo. A Tabela 10 mostra as diferencas entre as condicdes e o valor da significancia estatistica.
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Figura 20.Valores médios e desvios padrdes dos componentes a-wave, b-wave e d-wave. (**teste de significancia Kruskal-

Wallis).
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Em todas as ondas verificou-se uma diminuicao acentuada da amplitude (>12uV) na condicéo
opaco. De modo que, essa diminuicdo é estatisticamente significativa para todas as ondas.

Comparando a condicdo baseline com a condicdo translucido, ha uma diminuicdo da
amplitude, exceto na onda -b, no entanto, nenhuma nao ¢ significativa. Quando comparamos a
condicdo baseline com a condicdo opaco, observou-se um decréscimo acentuado (>15 pV) da
amplitude nas trés ondas (Tabela 10).

No caso especifico deste parametro de estimulacdo, como o estimulo é do tipo flash, nao ha
alteracoes de contraste. Assim como esperado, os valores da condicao translucido sdo ligeiramente
menores, porque a intensidade € menor e por consequéncia a resposta também € menor, quando

comparado com a condicdo baseline, exceto na onda -b, mas muito maiores do que a condicao opaco.

Tabela 10. Diferencas médias entre condicdes, erro padréo e significancias estatisticas associadas entre as amplitudes da

onda ON-OFF ERG.

Onda ERG Condicao Diferenca média | Erro Padrao p
a-wave[uV] Baseline vs Opaco 16,19* 3,65 <,001
Baseline vs Translucido 1,36 3,65 > 0,05
Opaco vs Translucido -14,83* 3,65 <,001
b-wave[uV] Baseline vs Opaco 19,09 4,07 <,001
Baseline vs Translucido -2,38 4,07 > 0,05
Opaco vs Translucido 21,47~ 4,07 <,001
d-wave[uV] Baseline vs Opaco 15,13* 2,33 <,001
Baseline vs Translucido 2,15 2,33 > 0,05
Opaco vs Translucido -12,98* 2,33 <,001

4.3.3 ERG PhINR:

Na Figura 21 esta representado um exemplo de uma das medicoes da onda da Resposta
Negativa Fotdpica (PhNR) no mesmo individuo nas trés condicoes. Estdo representadas linhas a
tracejado em cada uma das componentes da onda para que consigamos fazer uma analise qualitativa
dos seus tempos implicitos. Para visualizar melhor o perfil da onda do olho contralateral, na condicéo
opaco, a escala foi aumentada, e por essa razao, a onda do olho estimulado nesta condicao parece

muito maior em relacao as outras duas condicdes, mas na realidade nao é.
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Figura 21. Exemplo de uma das medicdes da onda da Resposta Fotdpica Negativa (PhNR) do ERG adaptado a luz no

mesmo individuo nas trés condicdes (A: Baseline; B: Opaco; C: Translucido).

4.3.3.1 Tempo implicito

Na Figura 22 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes

para cada uma das componentes (-a, -b, -BT, -PT) no tempo implicito e assinalado aqueles em que o

valor foi significativo. A Tabela 11 mostra as diferencas entre as condicoes e o valor da significancia.
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Figura 22. Valores médios e desvios padrdes dos componentes -a, -b, -BT e -PT no tempo implicito.

Na condicdo translucido, observou-se um ligeiro aumento do tempo implicito (> 0,5ms) em

todas as componentes da onda, exceto na componente -PT, quando comparamos com a baseline,

contudo ndo é estatisticamente significativo. Sendo esse aumento mais evidente na componente da

onda -b (> 2,5ms).
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Na condicdo opaco, observou-se uma diminuicao dos tempos implicitos em todas as
componentes da onda quando comparamos com as outras condicoes, exceto na componente -BT que
aumenta (Tabela 11).

Pela analise das ondas, nao foi possivel encontrar diferencas significativas comparando todas
as condicdes, no entanto, a dificuldade de marcacdo exata das componentes da onda devido a

variabilidade do sinal, pode ser uma justificacdo.

Tabela 11. Diferencas médias entre condicdes, erro padrdo e significancias estatisticas associadas entre os tempos

implicitos da onda ERG PhNR.

Onda ERG Condicao Diferenca Erro Padrao P
média

a [ms] Baseline vs Opaco 4,27 2,80 0,408
Baseline vs Translucido -1,73 2,70 > (0,05
Opaco vs Translucido -6,01 2,75 0,107
b [ms] Baseline vs Opaco 2,69 3,46 > 0,05
Baseline vs Translucido -2,92 3,33 > (0,05
Opaco vs Translucido -5,61 3,40 0,323
BT [ms] Baseline vs Opaco -1,90 4,70 > 0,05
Baseline vs Translucido -0,55 452 > 0,05
Opaco vs Translucido 1,35 4,62 > (0,05
PT [ms] Baseline vs Opaco 4,80 5,66 > 0,05
Baseline vs Translucido 0,97 5,45 > 0,05
Opaco vs Translucido -3,84 5,57 > 0,05

4.3.3.2 Amplitude
Na Figura 23 esta representado graficamente os valores médios e respetivos desvios padroes

para cada uma das componentes (a-wave, b-wave, -BT e -PT).
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Figura 23. Valores médios e desvios padrdes dos componentes a-wave, b-wave, -BT e -PT (*teste de significancia ANOVA).
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No caso do valor de amplitude das ondas, verificou-se uma diminuicdo acentuada em todas as
ondas (>2uV) na condicdo opaco, quando a comparamos com as outras condicdes. Esta diminuicao é
estatisticamente significativa somente nas ondas -b e -PT.

Tal como na técnica ON-OFF ERG, o estimulo é um flash, portanto ndo ha alteracdes de
contraste. Seria de esperar que os valores da condicao translucido fossem ligeiramente menores do
que a condicao baseline, porque a intensidade ¢ menor. Como isto nao se verificou, uma justificacéo
para estes valores serem maiores do que o esperado é a dificuldade de marcacdo exata dos picos das

componentes da onda devido a variabilidade do sinal.

Tabela 12. Diferencas médias entre condicdes, erro padréo e significancias estatisticas associadas entre as amplitudes da

onda ERG PhNR.

Onda ERG Condicao Diferenca média | Erro Padrao p

a-wave[uV] Baseline vs Opaco 2,12 1,02 0,135
Baseline vs Translucido -0,36 0,96 > 0,05

Opaco vs Translucido 2,48 1,02 0,06

b-wave[uV] Baseline vs Opaco 5,79* 1,55 0,002
Baseline vs Translucido 1,79 1,46 0,687

Opaco vs Translucido -4,00* 1,55 0,041

BT [uV] Baseline vs Opaco 2,21 1,96 0,794
Baseline vs Translucido 2,27 1,85 0,681

Opaco vs Translucido -4,48 1,96 0,083

PT [uV] Baseline vs Opaco 5,64* 1,98 0,023
Baseline vs Translucido -0,87 1,98 > 0,05

Opaco vs Translucido 6,41 1,98 0,007
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5. DISCUSSAO

Neste estudo piloto pretendeu-se avaliar se é possivel verificar a atividade das fibras
retinopetalicas da retina recorrendo a estratégias de medicao da atividade bioelétrica da retina com
diferentes protocolos ERG. Para isso medimos a resposta ERG do olho contralateral, em diferentes
condicdes (sem oclusdo, com oclusdo total e com oclusdo parcial com oclusor transltcido), com
estimulacao do outro olho.

Observamos que, em todas as estratégias de eletrofisiologia utlizadas, ao estimular apenas um
dos olhos, conseguimos medir resposta ERG no olho contralateral ocluido. De forma geral, com a
oclusdo total a amplitude dos diferentes componentes da onda no olho contralateral ¢
significativamente menor e com tempos implicitos maiores comparando com o olho desocluido.
Observamos isto nas trés técnicas ERG utilizadas que avaliam diferentes estruturas celulares da retina
(células ganglionares, celulares bipolares e fotorrecetores).

A existéncia de axdnios eferentes no nervo o6tico dos mamiferos tornou-se um tépico de interesse
a medida que a inervacao eferente da retina comecou a ser bastante documentada em alguns animais,
como por exemplo em roedores e passaros, entre outros.=

Em 1960, Ogden e Brown=# registaram pela primeira vez, em macacos, a onda P, que é um
potencial intraretiniano, detetada por um microeléctrodo inserido na retina entre a camada plexiforme
interna e a membrana de Bruch, e que reflete uma resposta pods-sinaptica da retina a estimulacao
elétrica do nervo 6tico. Reportaram que a amplitude maxima da onda P foi localizada na camada
plexiforme interna, e as fibras que a iniciaram estavam delimitadas a metade dorsal do trato dtico e ao
LGN. Sugeriram que o sinal resulta de um feedback eferente na retina do macaco. Desde a sua
descoberta inicial, este potencial foi comprovado em estudos posteriores que mediram as velocidades
de conducao intraretiniana e os sinais por estimulacdo direta do LGN.%st Acredita-se que as fibras
eferentes tém um efeito inibitorio na retina, mas o seu papel funcional em mamiferos ainda e
desconhecido e apenas hipotético. E possivel que tal inibicio tenha implicacdes para uma
compreensao mais completa dos mecanismos por de tras de varios fendmenos ja estabelecidos, como
por exemplo a visao binocular, principalmente onde a dependéncia interocular esta implicita.*

A fim de testar se o ERG em humanos pode ser influenciado pela existéncia desta via eferente,
foram utilizadas trés técnicas ERG que avaliam diferentes percursos celulares da retina.

No presente estudo, e com a técnica PERG, vemos nitidamente que ha uma diferenca na
condicao translucido, onde ha uma diminuicao acentuada das componentes da onda e, na condicéo

opaco onde se verifica uma diminuicdo da amplitude e um aumento do tempo implicito da onda (Figura
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15). Na condicao opaco, o que seria de esperar era uma onda quase invisivel, mas, apesar de ser mais
dificil de definir as componentes da onda, nota-se de facto uma semelhanca na forma entre as
componentes da onda (N35, P50, N95) entre esta condicao e a baseline apesar de terem amplitudes e
tempos implicitos diferentes (Figura 15). Na condicao translicido, nota-se que as componentes da
onda (N35, P50, N95) estdo muito proximas do valor da baseline em termos de tempo, mas a onda é
quase inexistente e com algum atraso. Isto deve-se ao facto de, apesar do oclusor translucido reduzir =
30% da intensidade, provoca um desfocado muito acentuado e por isso, a amplitude da onda é menor
(Figura 15).

Observou-se um aumento do tempo implicito nas componentes N35 e P50 (>12ms em ambos
0s picos, p<0.023), quando comparamos a baseline com as outras condicdes (Tabela 7). No entanto,
podemos observar que na Figura 16, ndo se encontram diferencas significativas para a componente
N95, devido a uma maior variabilidade dos dados e por conseguinte a componente da onda onde foi
mais dificil registar o pico da onda, no entanto, o ideal seria realizar mais investigacdo com este tipo de
estimulacdo e com um numero maior de participantes. Relativamente as alteracbes da amplitude
(Figura 17), como seria de esperar, houve uma alteracdo significativa nas duas componentes da onda
N35-P50 e P50-N95 (>2uV, p<,001 para ambas), na condicdo opaco e na condicao translucido
guando comparadas com a baseline (Tabela 8). Como o PERG é sensivel as alteracdes de contraste, e
na condicao translucido existe uma reducao drastica do contraste, mesmo que a intensidade da luz
seja suficiente para provocar uma resposta, faz sentido haver uma reducdo da amplitude da onda.

Um estudo, utilizando a técnica PERG para avaliar as células ganglionares, tentou caraterizar
os efeitos que a hipoperfusao transitéria na alteracdo da pressao intraocular. Um aumento transitorio
da pressao intraocular (PI0) e uma diminuicdo da PIO no olho de teste induziram alteracdes vasculares
quantificaveis na cabeca do nervo ético do olho contralateral. Exploraram este fenémeno contralateral
analisando a funcao das células ganglionares em ambos os olhos durante a elevacdo da PIO e a
diminuicao da pressao de perfusao ocular (OPP) apenas no olho de teste. A PIO foi alterada através da
aplicacdo de uma ventosa na face temporal da esclera, apenas no OD. Observaram que, a diminuicao
unilateral da OPP reduziu diferencialmente a resposta PERG no olho de teste e no olho contralateral. A
resposta PERG do olho de teste voltou aos valores da amplitude da baseline dois minutos apds a
remocao da ventosa. Ja a do olho contralateral permaneceu abaixo dos valores baseline durante todo o
intervalo de recuperacao de 8 minutos.®

A rapida recuperacdo no olho teste apds a remocao da ventosa pode ser atribuido a subita

normalizacdo de uma elevacdo aguda da PIO e a reducdo da OPP. Os autores sugerem que a
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persisténcia da resposta PERG contralateral com valores inferiores ao da baseline, mesmo apos a
remocado da ventosa do olho de teste, se deve a outros fatores, para além do fluxo sanguineo, sendo
apontado como uma das explicacdes para estes efeitos contralaterais, a existéncia de vias de
comunicacao interoculares neurais ou vasculares diretas.® Uma explicacdo para o fenémeno
contralateral aqui relatado é a existéncia de um mecanismo central de modulacdo através de fibras
retinopetalicas inibitérias. Ou seja, quando o sinal aferente de um olho é reduzido como resultado de
um stress fisiologico transitdrio (diminuicdo da OPP), podem ser emitidos sinais inibitorios eferentes
para o olho contralateral, numa tentativa de manter equilibrados os sinais aferentes bilaterais para o
sistema visual central.« No presente estudo, apesar do procedimento experimental ser muito diferente,
encontramos alteracdes da resposta PERG muito semelhantes ao estudo acima descrito. Com a técnica
PERG, foi possivel registar o sinal no olho contralateral ocluido com a estimulacédo do outro olho, o que
pode sugerir a existéncia de comunicacéo entre os dois olhos feita através das fibras retinopetalicas.

Existem alguns estudos que, utilizando a técnica ERG, mostraram a diferenca entre ERG's
registados em condicdes monoculares e binoculares, nomeadamente uma alteracao no tempo € uma
diminuicdo da amplitude da onda -b do ERG num dos olhos, dependendo da frequéncia de estimulacéo
flicker simultanea do olho contralateral .2

No presente estudo, utilizou-se técnica ON-OFF ERG porque permite avaliar diferentes
percursos da conducdo do sinal na retina, nomeadamente o percurso ON e o percurso OFF. As origens
celulares das respostas ON e OFF foram elucidadas por estudos farmacolégicos experimentais em
primatas, cujos ERG’s sdo muito semelhantes aos dos humanos. Estes estudos mostraram que a onda
-a da resposta ON tem origem nos cones, com uma contribuicao significativa das células bipolares OFF
(hiperpolarizantes).”> A onda -b da resposta ON reflete a funcdo das células bipolares ON
(despolarizantes), embora a sua amplitude e forma possam ser influenciadas pelas células bipolares
OFF e horizontais.® A onda -d é uma resposta complexa; a fase rapida inicial tem origem na atividade
das células bipolares OFF, mas os cones contribuem para a fase lenta posterior e as células bipolares
ON atuam numa direcédo de polaridade oposta.®

Com a resposta ON-OFF ERG, na Figura 18 vemos, mais uma vez, que comparando todas as
condicoes, onde se verifica uma alteracao significativa do perfil da onda é na condicao opaco.

Nao se observou nenhuma tendéncia, no caso do tempo implicito das componentes -a e -d,
mantiveram-se assim mais ou menos constantes nas trés condicdes (Figura 19). Com este tipo de
estimulacdo, apenas se encontram diferencas significativas na onda -b, com um ligeiro aumento do

tempo implicito (>18ms, p<,001) na condicdo opaco comparando com as outras duas condicoes
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(Tabela 9). Em relacdo a amplitude (Figura 20), observou-se, em todas as componentes da onda, uma
diminuicdo da acentuada (>12uV, p<,001) quando comparamos a condicado opaco com as outras duas
condicdes. Ao comparar a condicdo baseline com a condicdo opaco, observou-se um decréscimo
acentuado (>15 pV, p<,001) da amplitude nas trés ondas (Tabela 10). Observa-se uma diminuicao da
amplitude das componentes da onda na condicao baseline quando comparada com a condicdo
translucido, exceto na onda -b, no entanto, nenhuma nao ¢ significativa. No caso especifico deste
parametro de estimulacado, como o estimulo é do tipo flash, ndo ha alteracdes de contraste. Tal como
esperado, os valores na condicao translucido sao ligeiramente menores comparando com a baseline,
porque a intensidade € menor, portanto é de esperar uma resposta menor. Por consequente, sao muito
maiores do que na condicao opaco.

Um estudo utilizou métodos eletrofisioldgicos e histologicos para investigar a existéncia de
fibras retinopetalicas na retina dos macacos. Foi utilizado o ERG como parametro eletrofisioldgico antes
e depois da seccao intracraniana unilateral do nervo otico. A amplitude da onda -b diminuiu
significativamente em ambos os olhos imediatamente apos a cirurgia e durante os dois dias seguintes.#
A onda -b reflete a funcdo das células bipolares On e no presente estudo, utilizamos a técnica ON-OFF
ERG que avalia os percursos celulares das células bipolares On e Off e observou-se um aumento do
tempo implicito nesta componente da onda. Neste estudo, com esta técnica ON-OFF ERG observamos
que ao estimular um dos olhos, avaliando também o olho contralateral ocluido, foi possivel obter um
sinal no olho ocluido. Uma das justificacdes para esta diminuicdo da onda -b e o registo de sinal ERG
no olho contralateral, podera ser a existéncia de comunicacdo entre os dois olhos por acao das fibras
retinopetalicas.

Outra das técnicas utilizadas no presente trabalho foi a Resposta Negativa Fotdpica, PhNR, que
¢ um componente negativo lento do ffERG que tem demonstrado fornecer informacdes especificas
sobre a camada interna da retina, da atividade das células ganglionares e das vias parvocelulares.s

Neste trabalho, na condicao translucido, observou-se uma diminuicdo acentuada de todos
componentes da onda e na condicdo opaco um atraso na onda (Figura 21). Na condicao translucido,
observou-se um ligeiro aumento do tempo implicito (> 0,5ms) em todas as componentes da onda,
exceto na componente -PT, quando comparamos com a baseline, contudo, ndo é estatisticamente
significativo (Figura 22). Sendo este aumento mais evidente (> 2,5ms) na componente da onda -b
(Tabela 11). Na condicdo opaco, observou-se uma diminuicdo dos tempos implicitos em todas as
componentes da onda quando comparamos com as outras condicoes, exceto na componente -BT que

aumenta (> 1ms). Pela analise das componentes das ondas, nao foi possivel encontrar diferencas
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significativas comparando todas as condicdes, no entanto, a dificuldade de marcacdo exata dos picos
das componentes da onda devido a variabilidade do sinal, pode ser uma justificacdo. No caso do valor
de amplitude das ondas (Figura 23), verificou-se uma diminuicdo acentuada em todas as ondas (>2uV)
na condicdo opaco, quando a comparamos com as outras condicdes (Tabela 12). Esta diminuicdo é
estatisticamente significativa somente nas ondas -b e -PT (p<0,041). Tal como na técnica ON-OFF ERG,
o estimulo ¢ um flash, logo ndo ha alteracdes de contraste. Seria de esperar que os valores na
condicao translucido fossem ligeiramente menores do que a condicao baseline, porque a intensidade é
menor. Mais uma vez, a dificuldade de marcacdo exata dos picos das componentes da onda e a
variabilidade do sinal, pode ser uma justificacdo para estes valores serem maiores do que o esperado.

Existem outros estudos, utilizando outras técnicas ERG para avaliar as fibras retinopetalicas,
entre as quais a mfERG.”=s A resposta do ERG multifocal é gerada por interacdes complexas entre os
fotorreceptores, as células bipolares (ON e OFF) com uma contribuicdo minima das células
ganglionares da retina.” Num estudo avaliaram as alteracdes das respostas mfERG e VEP's, em
macacos de espécies diferentes apds seccdo do nervo dtico. Foi detetado um aumento no olho
secionado das componentes N1/P1/N2 da onda mfERG, apdés a seccdo do nervo otico, em
comparacao com o olho contralateral nas duas espécies. Este aumento uniforme da amplitude do
mfERGs indica uma influéncia para além da simples remocao da entrada das células ganglionares da
retina no sinal do mfERG. O aumento da amplitude estd de acordo com a remocdo de supostas
influéncias inibitorias centrifugas no mfERG. E possivel que tais influéncias sejam geradas por fibras
retinopetalicas com terminais na camada plexiforme externa, como descrito anteriormente em
macacos noutro estudo.®

No presente trabalho nao foi utilizada a técnica mfERG e nado se podem relacionar os
resultados com estes estudos anteriores. No entanto a técnica ON-OFF ERG fornece informacédo de
percursos celulares muito semelhantes ao mfERG.

A comunicacdo interocular também desempenha um papel na visdo humana. Ha alguns
processos e fenomenos fisioldgicos que ainda aguardam compreensado detalhada para os quais as
fibras retino-retinianas podem oferecer um mecanismo viavel. Estes fendmenos incluem interacoes
binoculares na adaptacédo ao escuro'®, transferéncia interocular de adaptacao ao escuro e ao claro 2,
transferéncia interocular de efeitos secundarios do movimento':, supressao interocular e controlo do
ganho de contraster-s, captura binocular, alteracdes bilaterais do ERG apos a elevacdo monocular
da PIO= e manipulacao dos olhos.st Além disso, foi demonstrada a dependéncia interocular para efeitos

de alteracbes unilaterais induzidas por pressao intraocular aguda* e depressao escleral unilaterals
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sobre o electroretinograma em ambos os olhos. Uma melhor compreensao destes fendémenos iria
também além dos mecanismos fisioldgicos e poderia revelar um papel potencial em varias condicoes
clinicas (por exemplo, neuropatia ética traumatica e ambliopia).*

Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que o electroretinograma pode ser sensivel
para detetar a atividade das fibras eferentes nas diferentes estruturas celulares da retina. Embora a
onda nao tenha exatamente as mesmas caracteristicas, tem semelhancas nos momentos em que 0s
componentes da onda aparecem no olho estimulado que também aparecem no olho ocluido
contralateral, o que pode sugerir que estas semelhancas podem ser uma resposta olho-cérebro-olho
contralateral. Apesar das limitacdes, nomeadamente o controlo total da intensidade do estimulo, sao
necessarias mais investigacdes para confirmar a existéncia de algumas fibras no nervo 6tico que
conduzem informacao fop-down (do cérebro para o olho), que pode influenciar a atividade bioelétrica

da retina.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir que:

— Foi possivel obter resposta ERG do olho contralateral ocluido com estimulacao do outro olho;

— No olho ocluido (sem estimulacdo) é possivel observar uma onda com as mesmas
caracteristicas da onda do olho estimulado;

— A onda observada no olho contralateral apresenta uma diminuicao significativa de amplitude, e
aumento do tempo implicito em todas as técnicas ERG;

— 0O PERG ¢é mais sensivel ao desfocado, no entanto, com a oclusao total é possivel verificar a
existéncia da onda P50 no olho ocluido, que corresponde a funcao das células ganglionares.

— Com a técnica ON-OFF ERG observa-se também atividade da onda -b que corresponde as
células bipolares ON e também onda -d que corresponde & atividade das células bipolares OFF,
o que permite diferenciar diferentes percursos da reposta de camadas mais internas da retina;

— A PhNR apesar de dar informacao sobre as células ganglionares e percurso Parvocelular, é

uma técnica mais sensivel e onde ¢é possivel verificar mais variabilidade na resposta.
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7. TRABALHO FUTURO

— Utilizar outras técnicas de estimulacdo com estimulos de diferentes intensidades para perceber
a influéncia da intensidade do estimulo para obtencdo de uma resposta;

— Realizar a estimulacdo do ERG com o participante sob influéncia da adaptacao ao escuro para
explorar os caminhos visuais associados aos bastonetes;

— Avaliar o efeito do contraste na atividade destas células, por exemplo utilizando PERG;

— Verificar a possivel extensdo das fibras retinopetalicas na retina, utilizando técnicas de
eletrofisiologia multifocal;

— Avaliar a resposta cortical, utilizando a técnica de estimulacdo VEP, e perceber se as fibras
retinopetalicas tém influéncia na resposta do cértex visual;

— Verificar a influéncia da dominancia ocular na obtencao de resposta contralateral;

— Verificar o efeito da via eferente no aparecimento e progressdo do erro refrativo. A existéncia do
sistema eferente pode ser importante, por exemplo, na questdo do aparecimento e controlo da
miopia. Pode ajudar a justificar, por exemplo, porque é que em alguns casos a miopia nao
aumenta igualmente nos dois olhos ou entao porque & que aumenta num olho e no outro nao,
ou ainda trazer novo conhecimento sobre a influéncia e eficacia de alguns tratamentos atuais.
Algumas suposicdes sdo, por exemplo, avaliar o efeito do desfocado central e periférico, uma
vez que, no desfocado periférico podemos ativar outro tipo de fibras que ndo centrais, ou
avaliar a relacdo com o efeito da luz, visto que pode ser possivel, ou ndo, estimular mais a via

eferente, entre outras.
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9. ANEXOS

9.1 Consentimento Informado

A cada participante foi apresentado o consentimento informado para o presente estudo.

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGCAO EM INVESTIGACAO
de acordo com a Declaracao de Helsinquia* e a Convencao de Oviedo:

Por favor, leia com atencdo a seguinte informacdo. O presente documento visa informa-lo acerca dos objetivos,
métodos e potenciais riscos inerentes ao estudo para o qual se esta a voluntariar. Se achar que algo esta incorreto ou que
néo esta claro, ndo hesite em solicitar mais informacoes. Se concorda com a proposta que lhe foi feita, queira assinar este
documento.

O presente documento e os procedimentos a que diz respeifo, respeitam a “Declaracdo de Helsinguia” da
Associacdo Médica Mundial (Helsinguia 1964, Toquio 1975 Veneza 1983; Hong Kong 1989; Somerset West 1996 e
Edimburgo 2000, Seul 2008).

Titulo do estudo:

e  “Efeito feedback na atividade bioelétrica da retina”

Enquadramento:

0 conhecimento presente do sistema e funcéo visual sugerem que, em algumas espécies de animais e mesmo no
caso dos seres humanos, existem fibras nervosas na retina que conduzem informacdes do cérebro para o olho, podendo
desta forma influenciar a atividade bioelétrica da retina. No entanto, a existéncia e a funcdo de um sistema eferente em
seres humanos nao esta completamente identificada.

O objetivo deste estudo consiste em estudar este mecanismo de feedback avaliando a resposta eletrofisiolégica da
retina no olho contralateral ao olho sujeito a diferentes protocolos de estimulacdo ERG de forma a identificar se essa
alteracao da resposta ERG se a) uma influéncia da atividade da retina contralateral; b) ou a resposta procedente do cértex
visual que influencia a retina contralateral; c) ou uma conjugacao desses dois fatores.

Local: Os estudos serdo realizados no ambito de uma tese de Mestrado de Optometria Avancada, em desenvolvimento no
Laboratdrio de Investigacdo em Optometria Clinica e Experimental do Centro de Fisica da Universidade do Minho, Campus
de Gualtar, 4710-057, Braga, sob a orientacdo do Professor Doutor Paulo Rodrigues Botelho Fernandes.

Recolha de dados: Cada voluntario que aceite participar no estudo sera convidado a fazer duas visitas para a obtencédo
valores gerais das funcdes visuais e para o registo das medidas eletrofisioldgicas da retina.

Riscos do estudo: Todo o procedimento tem a duracdo média de 1 hora e todos os exames sdo completamente indolores
e ndo invasivos, pelo que nédo esta previsto nenhum maleficio inerente aos exames realizados.

Carater voluntario: A participacdo neste estudo é de caracter voluntario. Apos a leitura desta ficha informativa, tera
tempo para ponderar se quer participar neste estudo. Se concordar em participar, recebera uma cépia desta ficha
informativa. Sera também solicitado que assine o Formulario de Consentimento anexo ap6s ter tido a oportunidade de ler
todas as instrucdes e informacdes fornecidas, e depois de receber respostas satisfatorias para quaisquer duvidas que possa
ter. Tem o direito a retirar-se do estudo a qualquer momento, sem qualquer penalizacédo, bastando para tal que informe o
investigador do estudo.

! http://portal.arsnorte. min-saude.pt/portal/ page/ portal/ARSNorte/ Comiss%C3%A30%20de%20%C3%89tica/ Ficheiros/Declaracao_Helsinquia_2008.pdf
Zhttp://dre.pt/pdflsdip/2001/01/002A00/00140036.pdf
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Comissio de Etica: Este estudo foi analisado e aprovado por um comité independente de ética. O comité é designado por
Comisséo de Etica para a Investigacio em Ciéncias da Vida e da Satde da Universidade do Minho (CEICVS) e analisou os
aspetos éticos deste estudo para ajudar a proteger os direitos e 0 bem-estar dos participantes no estudo.

Confidencialidade: Os documentos onde constam o seu nome, incluindo os registos do estudo, ou quaisquer formularios
que preencha, serdo mantidos estritamente confidenciais. Os dados serdo tratados de forma confidencial e nenhuma
informacdo que identifique os participantes saira do laboratério Clinical and Experimental Optometry Research Lab
(CEORLab) do Centro de Fisica onde o estudo se desenvolve. Para garantir a exatiddo dos dados, o patrocinador (ou o seu
representante), ou o CEICVS poderao analisar os registos do estudo ficando igualmente comprometidos com os principios
de confidencialidade. Se tiver um problema de saude associado ao estudo, isto sera relatado ao Comité de Etica em
Investigacdo e ao patrocinador do estudo. Os dados provenientes do estudo poderdo ser partilhados com o patrocinador do
mesmo, ou 0s seus representantes; A identificacdo dos participantes nunca sera tornada publica; sera garantida a
confidencialidade e uso exclusivo dos dados recolhidos para o presente estudo.

Se quiser transmitir algum problema ou duvida relativamente a Protecao dos seus dados, pode fazé-lo através do Servico de
Protecao de Dados da Universidade do Minho, nos seguintes contactos:

E-mail: protecaodados@uminho.pt; Telefone: +351 253 510 006
Protecao de Dados

Universidade do Minho

Edificio 5, Gabinete 1.56

Campus de Gualtar, 4710 - 057 Braga, Portugal

Contacto da pessoa que pede o consentimento: Carla Sofia Pereira Antunes (Investigadora)
Morada: Universidade do Minho, Largo do Paco, 4704-553 Braga, Portugal

Email: carla.16.ca@gmail.com; Telemovel: (351) 918 975 796

ASSINATUIA/S: ... ... oo ol ot it ot et et et e e e e e e e e e e e e e e

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informacdes verbais que me foram fornecidas
pela investigadora responsavel, assim como declaro que me foi dada a oportunidade de colocar qualquer questéo, tendo
sida respondida de modo satisfatério. Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste
estudo sem qualquer tipo de consequéncias. Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizacdo dos dados
que de forma voluntaria forneco, confiando em que apenas serdo utilizados para esta investigacdo e nas garantias de
confidencialidade e anonimato que me sdo dadas pela investigadora.

Nome:

Assinatura: Data: __/__/
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9.2 Formulario de recolha de dados
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Data:

Nome:

ID:

Sexo:

E-mail:

Data de Nascimento:

|dade:

anos

CRITERIOS DE EXCLUSAO: [J

ERRO REFRATIVO -6.00D; + 6.00D

OcuLos? sIm:

ASTIGMATISMO INFERIOR -1.00D

ACUIDADE VISUAL (s/ correcdo / éculos)

ALTO CONTRASTE

OD:

OE:

AUTOREFRAGAO (AR - Campo Aberto): [

0D:

AO:

SUBJETIVO []

0D:

ACUIDADE VISUAL (c/correcéo) [

0OD:

COMPRIMENTO AXIAL (IOL MASTER) [

0D:

(mm)

0D:

OE:

OE:

NAO O

BAIXO CONTRASTE

AO:

OE:

OE:
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(mm)
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ELETRORETINOGRAFIA []

PERG (BASELINE) O PHNR (BASELINE)] ON-OFF (BASELINE) [J
PERG (OP) [J PHNR (OP) ON-OFF (0P)J
PERG (TRA) [J PHNR (TRA)J ON-OFF (TRA) (]

DIAMETRO PUPILAR [J

@ PUPILAR BASELINE OCLUSOR OPACO OCLUSOR TRANSLUCIDO

(fotopico)

PERG ON-OFF PhNR PERG ON-OFF PhNR PERG ON-OFF PhNR

OE

ANTES

oD

OE

DEPOIS

oD
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