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l. Introducéo:

O termo "Distrofia Muscular" inclui varias doencas geneticamente distintas, que
reinem um conjunto de caracteristicas clinicas e patologicas variando em intensidade,
padrdo de heranga genética e alteragao molecular (O'Brien & Kunkel, 2001).

A forma mais comum de distrofia muscular ¢ a Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD) causada por uma alteracdo na proteina distrofina, a qual afeta 1 para cada 3.500
nascidos vivos do sexo masculino (Matsuo, 1996; Nobile, Marchi, Nigro, Roberts, &
Danieli, 1997; O'Brien et al., 2001). O médico francés Dr. Guillaume Benjamin Amand
Duchenne (1806-1875 - figura 1), desde sua gradugdo universitiria se interessou pelas
relacdes entre estimulacdo elétrica e musculos e foi ele quem descreveu a doenga no
contexto de estimulagdo elétrica dos musculos em 1861. Este seu interesse o levou a
visitar varios hospitais, atendendo, realizando experimentos ¢ tratando sujeitos com
doencas musculares. Ao longo de sua jornada por diversos hospitais, ele encontrou e
registrou detalhes em muitos garotos que tinham a condi¢do que ele nomeou como

Distrofia Muscular de Duchenne (Attp:/www.ikm.jmu.edu). Embora descri¢des clinicas

tenham sido publicadas previamente por Little e Merlyon, esta forma de distrofia recebeu
o nome de Duchenne.

A maioria dos casos de DMD ¢ transmitida através da mae portadora ndo afetada
(heterozigota). No entanto, aproximadamente 30% dos casos ndo tém historia familiar
prévia e sao considerados como sendo uma nova mutacdo na linha germinativa da mae ou
dos familiares maternos (Matsuo, 1996).

O gene da distrofina ¢ o maior dos genes conhecidos nos mamiferos. No homem, ¢

composto de 79 exons distribuidos sobre, aproximadamente, 2500 kilobases (kb) de DNA


http://www.ikm.jmu.edu/
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Figura 1: Foto do Dr. Guillaume Benjamin Amand

Duchenne (1806-1875). Foto retirada do site:
www.physiopaed.de/ duchenne.htm
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Figura 2: Ilustracdo mostrando a localizagdo citoplasmatica da distrofina. Pode-se observar as
interagcdes que os 4 territorios realizam com outras proteinas citoplasmaticas (O’Brian et al.,
2001).
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(Nobile et al., 1997). Localiza-se na regido 21 do brago curto do cromossomo "X" (Xp21).
Apresenta uma extensa regido codificadora, cujos aminodcidos foram totalmente
seqlienciados em 1988 (Koening, Monaco & Kunkel, 1988).

Os sujeitos afetados por DMD sdo, na sua grande maioria, meninos entre 3-5 anos
de idade que apresentam como os primeiros sintomas dificuldade para subir escadas e
passar da posi¢do de sentado para de pé. A perda muscular que ocorre € rapida e grave
levando a maioria das criangas, a fazerem uso de cadeiras de rodas por volta dos 13 anos
de idade. Muitos morrem até o final de sua 2° década de vida por faléncia musculo-
cardiaca e respiratéoria (Hauser & Chamberlain, 1996; O'Brien et al., 2001).

Em 1957, Peter Emil Becker propds a existéncia de uma forma mais discreta de
distrofia muscular ligada ao cromossomo X, com surgimento posterior dos sintomas e
progressdo mais lenta (O'Brien et al, 2001). Nessa variante, a necessidade de tecnologia
de suporte como cadeiras de rodas e muletas ocorre mais tarde e o tempo de vida ¢ mais
longo (Matsuo, 1996). Esta variante alé¢lica da DMD ¢ atualmente conhecida como
Distrofia Muscular de Becker (DMB) e afeta 1 em cada 35.000 nascidos vivos do sexo

masculino (Blake & Kroger, 2000).

I.1. Distrofia Muscular de Duchenne e Distrofina

A distrofina ¢ uma proteina intracelular extremamente grande (427 kilodaltons -
kDa) (Blake et al., 2000; Cibis, Fitzgerald, Harris, Rothberg, & Rupani, 1993; Hauser et
al., 1996) (figura 2). Esta associada a um complexo de proteinas que atravessam a
membrana celular e ligam o citoesqueleto celular a componentes da matriz extracelular.
Um das fungdes deste complexo € atuar na traducdo intracelular de sinais moleculares

provenientes do meio extracelular além de organizar complexos macromoleculares, para
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uma traducao eficiente deste sinal para o nucleo celular (Mehler, 2000). Muitas destas
proteinas tém sido implicadas em varios processos celulares incluindo a sinaptogénese,
homeostase de Ca®", manutencdo da estabilidade mecanica das células do masculo durante
o stress gerado pela contracdo e pelo relaxamento, além de ser encontrada associada a
canais i06nicos de alguns neurdnios pds-sinapticos no cortex cerebral (Blake et al., 2000).
A auséncia da distrofina na DMD permite que as contragdes levem a indugdo de danos,
iniciando um processo de necrose e fibrose do tecido muscular (Hauser ef al., 1996).

O gene da distrofina exibe uma complexa regulagdo de transcri¢do da proteina com
a presenca de, pelo menos, oito promotores. A distrofina de tamanho total ou Dp427 (em
inglés “dystrophyn protein’’) contém 3685 aminoacidos, 180 nandmetros de comprimento
e € transcrita a partir de 3 promotores. O promotor M ¢ ativado nos musculos esqueléticos,
cardiacos células vasculares endoteliais e células gliais do SNC; promotor C ¢ ativado no
cortex cerebral, neurdnios da regido CA3 do hipocampo; promotor P dirige a sintese de
distrofina nas células cerebelares de Purkinje e estd presente no cortex cerebral fetal. As
diferentes isoformas de Dp427 sao, provavelmente, funcionalmente equivalentes, pois sO
sao diferentes de poucos aminoacidos na regido N-terminal (Blake et al., 2000; Essex &
Roper, 2001; Fortina et al., 1997; Mehler, 2000).

Além dos promotores que levam a transcricdo total do gene encontrada nos
musculos e em varias regioes do cortex e células de Purkinje, existem também muitas
transcri¢des intragénicas menores, iniciadas por outros promotores (figura 3), que sdo
encontradas na retina (Dp260), neurohipoéfise, cortex olfativo, superficies leptomeningiais

e rim (Dp140), células de Schwan, diencéfalo neonatal e nervos periféricos (Dp116) e



Introducdo 6

I | Exon 30 | Exonas | | Exonss|  [Exensa | | DMD mRNA
— Dp 427
— Dp 260
I D> 140
§ I  Dp 116
, I D, 71

Figura 3: ITlustracdo mostrando os principais promotores encontrados no RNA
mensageiro da distrofina. A linha pontilhada mostra o promotor interno
localizado no exon 30, responsavel pela transcrigdo da Dp260, a isoforma da
distrofina relacionada com a fisiologia retiniana (Piller et al., 1999).

Tahela 1: Organizacio dos genes da distrofina: promaotores do sistema nervoso

1. C: proteina de iamanho total em neurdnios do cortex cerebral e regifio CA3

2. M: proteina de tamanho total em célules endoteliais vasculares & glinis do SN

3. P: proteina de tamanho todal em células cerebelares de Purkinje e cortex cerebral fetal

4, Dip26d): franscrta a partir do exon 30; presente na camada plexiforme externa da reting

5. Dp140: ranscrita a parir do exon 43; presente em astrdcitos, nervo olfatério, nenrohipdfise

6.0pl 16: transcrita a partit do exon 57; presente no diencéfalo neonotal & nervos perifénicos

7. DpT71: iranscrita a partir do exon 64, presente nas células ronco embriondrias, conex cerebral, retina,
_glindula pituitisia, bulbo olfatdrio, giro denteado hipocampal, associado com vesiculas sinfpticas,

*Adaptada de Schimitz, 1997.
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células tronco embriondrias, mesencéfalo perinatal, giro denteado hipocampal, pituitaria,
bulbo olfatorio e retina (Dp71) (O'Brien et al., 2001; Verbovaia & Razin, 1997) ilustrados
na tabela 1.

Comparagdes da seqiiéncia da proteina distrofina revelam muitas semelhancas com
proteinas de outras familias. Com base em sua seqiiéncia de aminodacidos, a proteina total
de 472 kDa tem sido tradicionalmente dividida em 4 dominios funcionais:1.dominio N-
terminal com multiplos sitios ligados a actina com semelhangas aos membros das familias
de proteinas crosslinking (ligagdo cruzada); 2. repeti¢ao estrutural semelhante a espectrina
com forma de bastdo em tripla hélice que permite flexibilidade a proteina; 3. um dominio
rico em cisteina, semelhante a a-actinina; 4. um tnico dominio C-termial (Mehler, 2000).

O dominio N-terminal tem uma grande interagdo com F-actinas e funciona como
dobradigas flexiveis. O dominio rico em cisteina parece ser essencial para a interagdo da
distrofina com o complexo distroglicano transmembranar, enquanto o dominio C-terminal
contém sitios de ligagdo para muitas proteinas intracelulares (Matsuo, 1996; Verbovaia et
al., 1997).

Biodpsias realizadas em pacientes com DMD mostram um conjunto de mudangas
patoldgicas, caracteristicas de distrofia muscular: o aumento do tecido conjuntivo
existente entre as fibras musculares, infiltracdes de tecido adiposo, sinais de degeneragao
e regeneracdo das fibras musculares, variagdo do tamanho das fibras e a centralizacdo do
nucleo (O'Brien ef al., 2001).

Quanto as alteragdes genéticas observadas nos pacientes temos: dele¢des génicas
em aproximadamente 65%, duplicagdes em 5% e nos 30% restantes, pontos de mutagdes

ou dele¢des/duplicacdes em pequena escala (Verbovaia et al., 1997, Sitnik ef al., 1997) as
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quais nao podem ser detectadas pelas estratégias de procura utilizadas atualmente, dado o
grande tamanho do gene.

Por convengdo, delecdes no gene que ocorrem posteriormente a um exon de
referéncia sdo habitualmente chamadas de “dele¢des downstream”, enquanto que as
delecdes que ocorrem anteriormente a este mesmo exon sdo chamadas de “delecdes
upstream” (Alberts et al., 1989; Hawkins, 1996).

As causa das diferencas clinicas e bioquimicas entre DMD ¢ DMB mostram que
pacientes com DMB apresentam mutagdes/delecdes chamadas “em fase” ja que mantém o
quadro de leitura do RNAm (RNA mensageiro), gerando uma proteina defeituosa em
tamanho ou quantidade, mas que ¢, em parte, funcional, enquanto que na DMD, as
mutacoes/delecdes ocorrem “fora de fase” uma vez que interrompem o quadro de leitura e
o resultado ¢ uma proteina truncada, ndo funcional e que ¢ rapidamente destruida pela
célula (Nobile et al., 1997, O'Brien et al., 2001, Zatz, 2002). A maioria dos quadros
graves de DMD apresenta delegcdes nas regides de ligacdo da distrofina com outras
proteinas, como as regidoes N- e C-terminal. Os quadros considerados leves podem
apresentar até¢ 50% de delecdo do tamanho total do gene, desde que esta delecdo ocorra na
regido central, o que levara a dele¢ao da regido em forma de bastdo, preservando os sitios

de ligagcdo com as proteinas (Zatz, 2002).

|.2. Distrofina e Sistema Nervoso

A idéia de um funcionamento cortical anormal em pacientes com DMD ja foi
proposta por G.B. Duchenne na segunda metade do século XIX, quando ele examinou um
menino de sete anos de idade com DMD e o descreveu como sendo lento e tendo

habilidades de linguagem pobres. Porém, at¢ o momento, a exata natureza da deficiéncia
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cognitiva da DMD nao estd esclarecida (Blake et al, 2000; Williams, Senior, David,
Loughland, & Gordon, 2001). No entanto, os estudos revelam que tal deficiéncia
cognitiva nao ¢ progressiva (Blake et al., 2000; Williams et al., 2001). O resultado de
testes de inteligéncia mostra-se rebaixado em aproximadamente um desvio padrdo da
média, sendo que 20-30% dos pacientes com DMD se enquadram na categoria de discreto
retardo mental (Blake et al., 2000).

A analise detalhada das habilidades de leitura e processamento na DMD mostra
semelhancas as encontradas em criangas com dislexia disfonica, uma forma bastante
freqiiente de dislexia que ocorre durante o desenvolvimento, revelada como uma
importante alteracdo do componente verbal (Billard, Gillet, Barthez, Hommet, &
Bertrand, 1998).

Poucos estudos sobre o desempenho intelectual de pacientes com DMD foram
encontrados na literatura. North et al., (1996) descrevem 4 criangas com retardo mental e
disturbios psiquidtricos, sem fraqueza muscular que apresentaram diagnostico posterior de
DMB, mostrando que a perda das habilidades cognitivas pode ocorrer antes do
aparecimento da fraqueza muscular. No entanto, Alho, Salzano & Zatz (1995) ndo
encontraram uma relacao entre os tipos de delecdo com a severidade da DMD/DMB nem
com os niveis de inteligéncia nos 50 sujeitos por eles avaliados. Além destas alteragdes,
distarbios de memoria, aten¢ao e emocgao, também tém sido descritas (Billard ez al., 1998;
Cotton, Crowe & Voudouris, 1998; Essex et al., 2001; Marsh, 1972; Mehler, 2000;
Wicksell et al., 2004).

Anatomicamente, a morfologia macroscopica do cortex cerebral afetado pela

DMD nao mostra alteragcdes. Entretanto, mudangas estruturais microscopicas do cortex
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tém sido detectadas por alguns pesquisadores. Aumento da incidéncia de perda neuronal e
gliose, além da orientacdo neural anormal com diminui¢do da arborizacdo dendritica de
neurdnios piramidais corticais em alguns sujeitos podem ser citados como exemplos de
tais alteragoes corticais (Yoshioka, Okuno, Honda, & Nakano, 1980).

Um estudo recente utilizando tomografia por emissdo de positrons (PET) de
pacientes com DMD mostrou a presen¢a de hipometabolismo cerebelar com envolvimento
variavel de areas corticais de associagdo (Bresolin et al, 1994). Outro estudo usando
estimulacdo transcraniana e potenciais evocados evidenciaram uma diminui¢do da

excitacdo cortical, também varidvel, em sujeitos com DMD (Di et al., 1998).

I.3. Distrofina e Sistema Visual

Um dos aspectos do fendtipo da DMD que tem sido descrito por varios autores
refere-se a alteragdes na atividade elétrica da retina, medidas pelo eletrorretinograma de
campo total. Portadores de DMD apresentam, geralmente, uma resposta retiniana alterada
a flashes de luz sob condi¢do escotdpica, mais precisamente uma redugdo da amplitude da
onda-b. Esta alteracdo ¢ atribuida a uma transmissdo de sinal danificada entre os
fotorreceptores e neurdnios de segunda ordem que compdem a via ON de cones e
bastonetes (Fitzgerald, Cibis, Giambrone, & Harris, 1994; Fitzgerald et al., 1999). Na
literatura, estas alteracdes que ocorrem no ERG de sujeitos com DMD e DMB sao
semelhantes e variam de 50% a 88% dos sujeitos (Blake et al., 2000; Girlanda et al.,
1997; Mehler, 2000).

Resultados obtidos em estudos recentes tém levado alguns autores a concluir que
ndo existe correlagdo do ERG com a regido da dele¢do do gene e que a gravidade da

alteragdao no ERG reflete, simplesmente, a gravidade da doenca muscular (Girlanda et al.,
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1997; Pascual Pascual, Molano, & Pascual-Castroviejo, 1998). Outros estudos (Pillers et
al., 1999a; Pillers, 1999; Pillers et al, 1999b; Pillers et al., 1993b) mostram uma
correlagdo positiva entre alteragdo no ERG e a regido da delecdo no gene. Correlagdes
entre as regides de delecdo e a magnitude de reducao da amplitude de respostas do ERG
também foram encontradas por Schmitz & Drenckhahn (1997a) os quais relatam piores
resultados no ERG para delecdes entre os exons 44 e 62. Isto nos leva a acreditar que, até
0 presente momento, ndo esta estabelecido de fato, se existe uma correlagdo fenotipica
entre ERG e DMD.

Potenciais oscilatorios (POs) anormais também foram encontrados na DMD. A
soma das amplitudes de todos os POs estava reduzida nestes sujeitos, em comparagdo com
sujeitos normais no estudo realizado por Girlanda et al. (1997). Estes autores sugerem que
tal resultado seja devido a alteragdes vasculares na retina interna que, indiretamente,
estaria afetando a resposta das células de Muller e ganglionares. Neste mesmo estudo, os
autores também relatam reducdes de amplitude nos PVEs de flash. Embora tais alteragdes
sejam observadas, clinicamente, os pacientes com DMD nao relatam queixas visuais.

A retina ¢ o sitio de expressdo de isoformas completas de distrofina, codificadas
pelos promotores "C" e "M", além de isoformas menores como a Dp260, Dp 140 e Dp71.
As andlises de correlagdo gendtipo-fendtipo tém revelado que a Dp260, expressa a partir
de um promotor controlador localizado no exon 30, ¢ a isoforma que seria responsavel
pelas alteracdes nas transmissdes sinapticas entre fotorreceptores e células bipolares e
horizontais, resultando em um eletrorretinograma anormal (Drenckhahn, Holbach, Ness,
Schmitz, & Anderson, 1996; Mechler & Victor, 2000; Pillers et al., 1999a). Exames

imunohistologicos t€ém demonstrado que a Dp260 se co-localiza com a distroglicana no
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complexo sinaptico da célula fotorreceptora, na camada plexiforme externa (Schmitz et
al., 1997a), especificamente na membrana da terminacdo axonal dos fotorreceptores
(Drenckhahn et al., 1996) (figura 4). Estudos mostram que a Dpl40 e a Dp71 sao
expressas na camada plexiforme interna e nos vasos sangiiineos da camada de cé¢lulas
ganglionares da retina (Drenckhahn ef al., 1996, Pillers et al.,, 1999a). Por se localizarem
em diferentes locais na retina Ino-ue et al.,, (1997) e Howard et al., (1998) sugerem que
tanto a Dp260 como a Dp71 contribuem de maneira essencial, mas distinta para a
eletrofisiologia retiniana. A Dp140, embora encontrada na retina, até o presente momento
nao foi relacionada aos processos fisiologicos da retina avaliados pelo ERG (Pillers et al.,
1999a).

A distrofina também ¢ expressa no nivel da membrana limitante interna e esta
envolvida na adesdo da retina com o vitreo, sendo também significantemente expressa nas
células de Miiller (Schmitz et al., 1997a; Claudepierre et al., 2000b; Connors & Kofuji,
2002).

Segundo Mehler, (2000), a patologia retiniana existente na DMD pode resultar em
varias formas sutis de disfun¢do cognitiva, incluindo problemas na discriminacdo
figura/fundo e com a formacdao de representagdes semanticas apropriadas dos objetos.
Estes déficits cognitivos podem contribuir para a patogénese e manifestagcdes clinicas de
desordens neurocomportamentais complexas, incluindo autismo e desordens no espectro

dos déficits de aten¢do. Acreditamos que tal conclusdo seja apenas especulativa uma vez
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Figura 4: analise imunohistoquimica detecta a distrofina em 3 locais na retina de camundongos: (a)
camada plexiforme externa, endotélio de vasos (asteriscos) e bordas entre retina neural e vitreo (setas
brancas) refletindo uma alta concentragdo no botao terminal do axdnio das células de Miiller; em (b),
ampliacdo para melhor demonstragdo da marcagdo observada na camada plexiforme externa,
correspondendo aos terminais sinapticos de cones e bastonetes; (c) esquema didatico da retina (Blake
& Kroger, 2000).

Legenda: ONL — outer nuclear layer; OPL — outer plexiform layer; INL — inner nuclear layer, IPL —
inner plexiform layer; GCL — ganglion cell layer; OFL — opticnerve fibre layer, ILM — inner limitant
membrane.
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que o autor esta associando alteragdes de fungdes visuais corticais superiores com
alteragdes retinianas e, até o momento, nao se tém evidéncias de alteracdes sensoriais da
visdo as quais poderiam ser utilizadas como elo de ligacdao entre fungdes tao distantes e

justificar tal raciocinio.

1.4. O Eletrorretinograma

O eletrorretinograma (ERG) € um registro das somas de sinais elétricos produzidos
pela retina em resposta a estimulagdo por flash de luz de curta duragdo (Brown, 1968;
Pillers, 1999). A absorc¢do de luz pelas moléculas de pigmento visual no segmento externo
dos fotorreceptores dispara a cadeia de fototransdugdo, cujo resultado ¢ reduzir a
despolarizacdo da membrana do fotorreceptor — conhecida como “corrente do escuro” -
pelo fechamento dos canais i6nicos da membrana celular no segmento externo do
fotorreceptor, causando uma hiperpolarizacdo da célula (Brown, 1968). Através de
contatos sinapticos entre os demais tipos, o resultado da ativacdo dos fotorreceptores ¢
propagado pela rede neuronal da retina, gerando respostas tanto excitatdrias quanto
inibitorias e fluxos i6nicos em células da glia, como por exemplo, as células de Miiller.
Todas estas alteracdes sdo refletidas em mudangas elétricas e podem ser em parte captadas
por um eletrodo localizado na cérnea numa resposta tnica, da retina como um todo.

O ERG ¢ composto por 3 componentes principais: onda-a, onda-b e onda-c (Figura
5). A onda-a do ERG, uma onda negativa ¢ uma derivada indireta da hiperpolarizagcao dos
fotorreceptores causada pela diminui¢do da corrente do escuro que circula do segmento
externo para o segmento interno dos fotorreceptores, pelo espago extracelular. Em
seguida, observa-se uma onda-b positiva que parece refletir a atividade de processos

proximais das células de Miiller em resposta ao rapido aumento da concentracdo de
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potassio na retina interna e indiretamente reflete as atividades das células bipolares tipo
ON (Brown, 1968). Independentemente do mecanismo exato, a onda-b nos informa sobre
a atividade elétrica induzida pela luz nas células pds-sinapticas aos receptores. A onda-b ¢
devida a um aumento da corrente extracelular e, entdo, aparece como uma positividade
corneana (Wachtmeister, 1998).

A onda-b ¢ também afetada pelas células bipolares do tipo OFF e pela atividade de
neurdnios retinianos de terceira ordem (células amadcrinas, interplexiformes e
ganglionares). Esta contribuicdo pode ser isolada em laboratério pelo uso de drogas
especificas mas, na situagdo clinica, a onda-b do ERG de um paciente reflete a
contribuigdo de todas estas células somadas (Wachtmeister, 1998).

A onda-c positiva que ocorre apos a onda-b indica as diferengas no grau de
hiperpolarizacdo do epitélio pigmentar, causadas pelas mudancas na concentracdo de
potassio subretiniano e pela hiperpolarizagao passiva da por¢do distal das células de
Muller (Brown, 1968).

O fluxo de informacao dos fotorreceptores para os neurdnios de segunda ordem
sdo distintos quanto a segregagdo em vias ON e OFF. Bastonetes sdo exclusivamente
conectados a células bipolares do tipo ON, enquanto que os cones fazem contato sinaptico
tanto com células bipolares despolarizantes do tipo ON como com as células bipolares
hiperpolarizantes do tipo OFF (Wachtmeister, 1998).

Atualmente, um indice tem sido utilizado para a avaliagdo da integridade funcional
da retina. Este indice quantifica a relacdo entre a onda-a e a onda-b obtidas na resposta
maxima adaptada ao escuro (Perlman, 1983). Tal analise ¢ baseada na fisiologia da retina

e na origem do ERG, pois, sabendo-se que a onda-a reflete as atividades de
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fotorreceptores e que a onda-b ¢ originada de neuronios pos-sinapticos, ela pode ser
utilizada como um indicador funcional da integridade retiniana. Em patologias que afetam
os fotorreceptores a onda-a ¢ de menor amplitude, o que acarreta como conseqiiéncia a
reducdo da onda-b, mas a relacdo b/a freqlientemente ¢ normal. Alteragdes da transmissao
de sinais originadas na camada plexiforme externa irdo causar uma relacdo b/a anormal
(Perlman, 1983). Em sujeitos normais, a relagdo b/a ¢ maior do que 2. Quando este valor
apresenta valores menores do que 1, recebe o nome de ERG negativo (Pascual Pascual et
al., 1998; Perlman, 1983; Pillers, 1999).

Os potenciais oscilatorios (PO) foram observados, primeiramente em 1937 por
Granit e Miinshterhjelm, como duas oscilagdes (O1 e O2) na regido ascendente da onda-b.
Posteriormente em 1953, Cobb e Morton observaram que estas duas oscilagdes
correspondiam, apos a filtragem do sinal, de quatro a seis pequenas ondas do ERG
registrado no olho humano. Estudos posteriores mostraram que os POs sdo indicadores
mais sensiveis de func¢do retiniana central do que periférica, refletindo principalmente a
atividade de células das regides para- e perifoveal. Esta condensacdo da somagdo dos
sinais dos POs parar as regides centrais ¢, possivelmente, mediados pelas células
amacrinas (Wachtmeister, 1998).

Estudos em pombos e macacos revelaram que os POs sdo gerados na camada
plexiforme interna presumivelmente pelos axonios terminais das células bipolares, pelos
processos das células amacrinas e pelos dendritos das células ganglionares. Estruturas
mais profundas da retina como fotorreceptores e células horizontais muito provavelmente

ndo participam dos POs (Wachtmeister, 1980).
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Figura 5: figura ilustrativa mostrando as ondas que compdem o eletrorretinograma de campo total
(Wachmeister, 1998). Embora varios componentes possam ser identificados ao longo do tempo ap6s o
flash de luz que dispara a resposta retiniana, os 3 principais sdo as ondas-a, -b e -c.

Tabela X: Classificagio dos Potenciais Oscilatdrios

Origam
PO Prodiial Folorracepior ON-OFF
1 amacrinas Bastonetas ON
2 bipolares Bastonetes OM
a bipolares Basion. - cones ON
4 gangllonares C OFF
interplexiform

Il}ystmphin

—Dwstroglyean

Figura 6: figura ilustrativa mostrando a localizagdo da
distrofina na invaginacdo do botdo sindptico de um
cone, onde r ¢ a faixa sinaptica, s sdo as vesiculas
sinapticas, H s3o células horizontais e B células
bipolares do tipo-ON (Schimtz & Drenckhahn, 1997) A
distrofina se localiza na membrana celular dos cones.
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O primeiro PO reflete a atividade de retroalimentacao inibitoria gerada na camada
plexiforme interna para a externa, muito provavelmente realizada pelas células amacrinas.
Os segundo e terceiro POs parecem estar associados com a despolarizacdo das células
bipolares do sistema de bastonetes. O quarto e quinto POs sdo provavelmente gerados por
células ganglionares e células interplexiformes do sistema dos cones. Portanto, lesdes
envolvendo o sistema dos bastonetes podem ser observadas pela redu¢do de PO2,
enquanto que lesdes na via dos cones sdo evidenciadas pela reducao de PO4. Interagdes
entre as vias escotopicas e fotopicas podem ser estudadas pelas alteragdes que ocorrem em
PO3 (Wachtmeister, 1987; Wachtmeister, 1998).

A segregacdo entre as vias visuais ON e OFF também estd presente nos POs. Os
POs considerados iniciais (PO1 a PO3) que representam a ondulacdo inicial (O1)
observada na onda-b da resposta maxima, parecem refletir a atividade de células bipolares
do tipo ON (despolarizante) da via dos bastonetes, enquanto que os POs considerados
tardios (PO4 e POS5) representando a segunda ondulacdo (0O2) da resposta maxima, seriam
gerados pelas atividades das células bipolares do tipo OFF (hiperpolarizante) da via dos

cones (Wachtmeister, 1987; Wachtmeister, 1998) (tabela 2).

1.4.1. O Eletrorretinograma na DMD

As anormalidades mais evidentes no ERG de pacientes com DMD ocorrem nas
condicdes escotopicas (adaptados ao escuro). O ERG escotdpico obtido nos pacientes com
DMD ¢ caracterizado por uma completa supressdo da onda-b ou uma redugdo da razao
onda-b/onda-a para valores abaixo de 1 (Pillers, 1999). Isto sugere uma disfuncdo da

capacidade de resposta das cé€lulas bipolares do tipo ON a hiperpolarizagdo dos bastonetes



Introducdo 19

(Pillers et al., 1999a) identificando a camada plexiforme externa como o principal sitio de
atuacdo da distrofina (D'Souza et al., 1995; Pillers et al., 1993a; Yang et al., 2001).

Nao tdo evidente quanto as alteracdes observadas nas respostas escotdpicas, o
ERG das respostas dos cones sob condi¢des fotopicas também revela uma menor
amplitude e maior laténcia da onda-b, nos pacientes com DMD quando comparados com
sujeitos normais (Fitzgerald ef al., 1994; Pillers et al., 1999a; Schmitz et al., 1997a).

Por estudos de imunocitoquimica, observou-se que a distrofina Dp260 localiza-se
na camada plexiforme externa, camada que contém os complexos sindpticos das células
fotorreceptoras, embora marcacdes também ocorreram na camada plexiforme interna e
membrana limitante interna (Claudepierre et al, 2000b; Claudepierre et al., 2000a;
Drenckhahn et al., 1996; Howard et al., 1998; Muntoni, Torelli, & Ferlini, 2003; Schmitz
& Drenckhahn, 1997b; Ueda, Gohdo, & Ohno, 1998). Dois tipos principais de sinapses
estdo presentes nesta camada: as sinapses invaginadas e as sinapses basais. As sinapses
invaginadas sdo assim chamadas uma vez que os dendritos pos-sinapticos das células
bipolares e horizontais estao localizados internamente em uma cavidade que ¢ criada por
uma invagina¢do da membrana pré-sinaptica do fotorreceptor (Fitzgerald et al., 1994). A
distrofina se encontra em grande concentragdo na membrana plasmatica da invaginacao do
fotorreceptor (Schmitz et al., 1997a).

Esta invaginacdo ocorre pela presenca de faixas sindpticas que apresentam um
formato de disco curvado como uma “ferradura de cavalo” ao redor da cavidade. Estas
faixas sdo componentes estruturais especializados da zona ativa do fotorreceptor na qual

ocorre a exocitose das vesiculas sindpticas. O processo de uma célula bipolar do tipo ON e
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dois processos de células horizontais fazem contato com esta zona ativa para formar a
triade pos-sinaptica (figura 6).

Os cones podem apresentar até 20 invaginagdes com varias zonas ativas em cada
uma, enquanto que os bastonetes apresentam, tipicamente, s6 uma sinapse invaginada com
uma zona ativa (Schmitz et al, 1997a). Todas as cé€lulas bipolares que enviam seus
dendritos para dentro da invaginagdo pertencem a via visual ON da retina e despolarizam
em resposta a iluminagdo. Células bipolares que fazem conexao com os fotorreceptores
fora da invaginagdo pertencem a via visual OFF e hiperpolarizam em resposta a
iluminacdo. Existe, portanto, uma clara correlacdao entre os diferentes tipos de sinapses e
suas diferencas fisiologicas (Schmitz et al., 1997a). Como mencionado anteriormente, a
onda-b do ERG esta alterada nos pacientes com DMD, principalmente nos sujeitos que
apresentam delecdo downstream ao exon 30; esta onda parece ser gerada principalmente
pela atividade elétrica mediada pelas células bipolares do tipo ON,ou seja, pelas células
invaginadas. Uma vez que as alteragdes no ERG sdo relacionadas com as respostas das
células bipolares tipo ON a distrofina pode ter um papel importante em certos aspectos da
neurotransmissao do fotorreceptor (Schmitz et al., 1997a).

Girlanda et al., (1997) encontraram alteracdes significativas na soma dos
potenciais oscilatérios dos ERGs de campo total em 80% dos pacientes DMD. Neste
mesmo estudo, os autores também mostraram alteracdes no PVE: aumento na laténcia de
P100 em 19% dos PVEs de flash realizados nos mesmos individuos. Por outro lado,
Pascual Pascual et al, (1998) ndo encontraram alteragdes entre sujeitos normais € com

DMD no PVE de flash.
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Portanto, correlagdes entre gendtipo e fenotipo para o ERG de sujeitos com DMD
vém sendo investigadas, mantendo-se até¢ o presente momento, sem uma conclusio
definida a respeito. Alguns estudos encontram relagdo entre o local da delecdo e a
magnitude das alteragdes no ERG (D'Souza et al., 1995; Pillers et al., 1999a; Ino-ue et al.,
1997; Rodius et al., 1997; Yang et al., 2001) enquanto outros autores relatam alteragdes
no ERG, mas ndo encontram relagdo das mesmas com o local de delegdo (Girlanda et al.,

1997, Pascual Pascual et al., 1998).

I.5. Visao de Cores

|.5.1. Teorias da Visdo de Cores

O processamento cromatico pelo sistema visual pode ser entendido em dois niveis.
No primeiro nivel, dos fotorreceptores, existem 3 classes de cones, cada qual com um pico
de absor¢do espectral diferente (cones L - pico nos comprimentos de onda longo; cones-M
- pico nos comprimentos de onda médio; cones S - pico nos comprimentos de onda curto).
A idéia de que todas as cores poderiam ser compostas pela mistura de 3 primarias (verde,
vermelho e azul) havia sido proposta por Young-Helmholtz (1802; apud Mollon, 2003).
Helmholtz chegou a sugerir a existéncia de 3 receptores para as diferentes cores, numa
época em que nao se tinha conhecimento do nimero de tipos de cones (Mollon, 1997). Foi
somente na década de 1960 que ocorreu a descoberta de que temos trés tipos de cones,
simultaneamente em dois laboratérios (Wald, 1964 ; Brown & Wald, 1964; Marks,
Macnichol & Dobelle, 1964).

O segundo estagio do processamento cromatico ¢ chamado de pos-receptoral e se
organiza constituindo trés canais principais. Neste estdgio, a informag¢do cromatica ¢

agrupada em um canal que constitui um canal de luminancia e em dois outros canais, nos
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quais ha oponéncia para cor: um canal L - M, no qual a informagao dos cones L opera em
oponéncia a dos cones M, e um canal S - (L+M) no qual a informagdo dos cones S, se
opde a soma das ativagdes das vias dos cones L e M até as células ganglionares (Palmer,

1999).

|.5.2. Mecanismos Fisioldgicos

Como Young e Helmholtz propuseram, existem trés tipos de cones na retina
humana, cada um com um fotopigmento diferente para absor¢ao de luz (Mollon, 2003).
Os espectros de absorcao destes trés tipos de cones sdo conhecidos, podendo-se calcular a
porcentagem de luz absorvida em cada comprimento de onda do espectro visivel. Os
resultados mostraram que o pico de absor¢do do cone para comprimentos de onda curto
(cone-S) ocorre, aproximadamente, em 440 nandmetros (nm), o do cone para
comprimentos de onda médio (cone-M) 530nm e do cone para comprimentos de onda
longo (cone-L) 565nm (microespectrofotometria Brown & Wald, 1964; Wald, 1964;
Marks, MacNichol e Dobelle, 1964; medidas eletrofisiologicas, De Valois, Jacobs &
Abramov, 1964; eletrofisiologia de suc¢do, Schnapf, Kraft, & Baylor, 1987). Entretanto, o
numero de cada tipo de cone e sua distribuicdo espacial pela retina ndo ¢ uniforme. A
quantidade de cones-S varia de 5-10% do total de cones e, acredita-se que haja o dobro de
cones-L, comparado com cones-M. A propor¢do entre os cones-L -M e -S ¢
aproximadamente de 10:5:1 (De Valois & De Valois, 1993), mas a razdo L:M varia de
individuo para individuo. Além disso, estes autores observaram que os receptores na area

foveal de 0,1° de angulo visual sdo exclusivamente cones-M e -L e a propor¢ao de cones-S
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aumenta de 0,1 a 1,0° do centro. A propor¢do entre os trés tipos de cones atinge nessa
excentricidade um valor constante.

O que diferencia os cones ¢ uma proteina chamada opsina que existe em seu
segmento externo. Individuos com perdas congénitas na visdo de cores - monocromatas
(acromatopsia ou auséncia de visao de cores) ou dicromatas (visdo de cores mediada por
dois tipos de cones, ao invés de trés) - deixam de expressar ou de ter o gene para uma ou
mais opsinas que caracterizam os diferentes tipos de cones. Protanopes perdem o
fotopigmento dos cones-L, deuteranopes perdem o fotopigmento dos cones-M e os
tritanopes perdem o fotopigmento dos cones-S (Neitz et al., 2000). Tricromatas anomalos
tém os trés sistemas de cones funcionando, porém, os pigmentos do cone-L ou do cone-M
ou de ambos parecem ser diferentes daqueles dos chamados tricromatas normais
(Bollinger, Sjoberg, Neitz, & Neitz, 2004). Muitas vezes a fun¢do de absor¢ao espectral
do pigmento do cone-M ¢ deslocada na dire¢do da funcdo do cone-L e menos
freqlientemente, ocorre o contrario (Neitz, Neitz, & Jacobs, 1993). Neste caso, o resultado
observado nos testes de visao de cores ¢ o de um tricromata andmalo, para o qual as
misturas de cores sdo diferentes dos tricromatas normais e dependem em particular do
pigmento que eles apresentam (Neitz et al., 2000).

Os genes que codificam as opsinas M e L se localizam no 16cus 28 do braco longo
do cromossomo X (Xq28). Os genes dos fotopigmentos dos cones M e L sdo altamente
homologos e as opsinas codificadas apresentam uma diferenga em apenas 15 aminodcidos,
sete dos quais sdo os responsaveis pela diferenca de absorcao espectral de 30nm existente
entre estas opsinas (Deeb et al., 2000). Durante o processo de transcrigdo, o primeiro gene

¢ sempre o codificador da opsina L enquanto os genes seguintes codificam a opsina M ou
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sao genes hibridos L e M. Estes genes, que podem variar em numero de 2 a 10, sdo
compostos por 6 exons. O exon 5 parece ser o responsavel por aproximadamente 2/3 do
deslocamento espectral entre as opsinas M e L. Genes hibridos L/ M sdo associados com
defeitos de visdo de cores protan (protanomalias) € os M/ L com defeitos de visdo de cores
deutan (deuteranomalias) (Nathans et al., 1986).

Estudos da fisiologia da visdo de cores foram também realizados em outros niveis
do processamento neural. De Valois, Abramov, & Jacobs (1966) mediram respostas no
corpo geniculado lateral de primatas (Macaca macaca) e descobriram células que
responde seletivamente para cor, nas quais as respostas para comprimentos de onda eram
incompativeis com a teoria tricromatica mas se comportavam conforme os padrdes
previstos pela teoria dos processos oponentes proposta por Hering em 1878, ou seja, em
canais de oponéncia cromdtica. Estas células, que respondem com oponéncia
(excitacao/inibi¢ao) para estimulos de cor verde-vermelho, fazem parte da via visual
parvocelular (Rodieck, Binmoeller, & Dineen, 1985; Sartucci et al., 2003). As células que
respondem em oposi¢ao para estimulos azul e amarelo compdem a via koniocelular,
recentemente descrita (Dacey & Lee, 1994; Martin, White, Goodchild, Wilder, & Sefton,
1997). Pesquisas posteriores mostraram que este padrao de resposta em oponéncia ja esta
presente nos estdgios iniciais do processamento da informagdo de cor que ocorre nas
células bipolares e ganglionares da retina (Ross & Mingolla, 1998).

No nivel cortical, o processamento cromatico se torna cada vez mais complexo.
Neuronios visuais da area visual primaria (V1) apresentam um padrdo de resposta em

dupla oponéncia, como ilustrado na figura 7 (Johnson, Hawken, & Shapley, 2004).
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Figura 7: figura ilustrando a anatomia (A), fisiologia (B) e percepgdo (C) da visdo de cores. A luz ativa as trés
classes de cones — L, M e S - de acordo com seus picos de absorgdo relativos (“Eye” em B). Os sinais dos cones
sdo comparados por células no nicleo geniculado lateral (“Lgn”em B). Algumas células tém campos receptivos
excitados por cones-L e suprimidos por cones-M (célula +L-M). Outras tem campos excitados por cones-S e
suprimidos por cones (L+M) (células +S-(L+M). Esta oponéncia cromatica sustenta as evidéncias perceptuais (C)
uma vez que ndo existem cores amarelo-azuladas nem vermelho-esverdeadas. Células corticais especializadas de
“dupla oponéncia” comparam razdes de cones em uma parte do espago visual com outras de areas adjacentes do
espaco visual (cortex visual primario - “V1” em B); estas sdo presumivelmente construidas pelas células de cor do
Lgn e possibilitam calculos de contraste cromatico — vermelho parece mais intenso perto do verde (contraste
cromatico em C). Sinais de cores sdo transmitidos para as faixas estreitas de V2 (A, direita) onde matizes
especificas sdo representadas em faixas para cores (“V2” em B) que preserva a anatomia de V2. Isto deve
subservir nossa percep¢do de matizes (Hue em C). O pequeno quadro superior mostra o cortex de um macaco
prego (squirel) do qual foi extraido o corte do cortex visual marcado pela enzima citocromo oxidase. Note em V1
as bolhas e o padrdo de faixas largas e escuras em V2 (Conway, 2003).



Introducdo 26

Entretanto, mesmo este modelo de dupla oponéncia ndo responde, ainda, a questdes
importantes como, por exemplo, porque alguns comprimentos de onda na regido do
violeta parecem perceptualmente avermelhados se o cone-L nao esta sendo estimulado por
esta regido espectral? Outros modelos para o processamento cromadtico tentando
solucionar questdoes semelhantes a esta estdo em desenvolvimento envolvendo estagios

posteriores as vias visuais corticais primarias V1 e V2 (De Valois e De Valois, 1993).

|.5.3. Visdo de Cores na DMD

Embora o eletrorretinograma de pacientes com DMD apresente alteragdes (v.
revisdo em Schmitz & Drenckhahn, 1997a), encontramos poucos estudos que avaliaram
fungdes visuais desses pacientes.

Em 1974 dois estudos verificaram simultancamente as possibilidades de
associacao entre os genes da DMD e da visdo de cores. Zatz et al. (1974) encontraram
associacdo entre defeitos de visdo de cores, mais especificadamente os defeitos deutan,
com a DMB, mas uma fraca possibilidade do defeito ocorrer em associagdo com a DMD.
Neste estudo, os métodos de avaliagdo da visdo de cores foram: as placas de Ishihara e o
AO H-R-R. Simultaneamente, Skinner, Smith & Emery (1974) também encontraram
associagdes entre defeitos deutan na visdo de cores e DMB e fraca possibilidade
associagdo com DMD, utilizando os mesmos métodos. Tais resultados levaram estes
autores a acreditar que os genes para DMD e DMB ocupavam diferentes locais no
cromossomo X. ApoOs a localizacdo do gene da DMD/DMB no braco curto do
cromossomo X em 1981 (Zatz et al., 1981) constatou-se alguns anos depois, em 1984 (v.

Zatz 2002) que a DMD e a DMB eram alélicas - ocupam o mesmo loco no cromossomo
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X. No entanto, somente depois da clonagem do DNA ¢ que a distrofina foi identificada
(Hoffman, Brown & Kunkel, 1987).

Trés anos depois, Gisburg & Long (1977) encontraram uma associagao importante
entre a DMD e o defeito protan em uma familia. A probabilidade calculada pelos autores
para esta familia de um sujeito ter DMD e defeito protan foi de 25%, um valor acima do
esperado para a populagdo normal.

Encontramos apenas um trabalho que avaliou clinicamente a situacao visual dos
sujeitos com DMD. Sigesmund ef al. (1994) estudaram a visdo de 26 pacientes com DMD
nao tendo encontrado alteragdes refracionais, na motilidade ocular ¢ na acuidade visual de
Snellen. Destes, 21 sujeitos foram avaliados em testes de visdo de cores e apenas 1
apresentou defeito para verde-vermelho no teste de Ishihara. Os autores acreditam que o
defeito encontrado ndo tem associagdo com a patologia. Eles ainda mencionam na se¢do
de métodos, também terem usado o teste de Farnsworth-100hue e o AO H-R-R porém, os
resultados destes testes ndo sdo apresentados neste trabalho.

A constatacdo de que pouca atenc¢do foi dedicada ao estudo controlado de fungdes
visuais em pacientes com DMD motivou o presente estudo, que focaliza a visao de cores e

de contrastes nessa patologia.

I.5. Sensibilidade ao Contraste de Luminancia

A medida mais comumente usada na clinica para avaliar a visdo humana ¢ a
acuidade visual, que consiste na capacidade de resolucio de estimulos com alto contraste.
Determina-se a freqiiéncia espacial mais alta que o individuo consegue ver, com o mais
alto nivel de contraste (Rovamo et al., 1999). Na vida cotidiana, porém, as discriminagdes

visuais necessarias envolvem muitos outros niveis de contraste e muitas freqiiéncias
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espaciais. Pode-se medir, para cada freqiiéncia espacial, o nivel de contraste limiar
necessario para que seja detectada (Cornsweet, 1970). A reciproca desses limiares ¢ a
sensibilidade e a curva relacionando-os com as freqiiéncias espaciais, a fungao de
sensibilidade ao contraste de lumindncia. Nesta funcdo observa-se que a sensibilidade ao
contraste aumenta com a freqiiéncia espacial até atingir um pico e depois diminui. A
acuidade limiar corresponde ao Ultimo ponto da curva, correspondente a maior freqiiéncia
espacial que pode ser vista (Rovamo et al., 1999).

Os 2 parametros necessarios para medir a sensibilidade ao contraste sdo:

Contraste de luminancia — pode ser expresso na seguinte equacao: C = (Lmax —
Lmin)/ (Lmax — Lmin), onde C ¢ o contraste, podendo apresentar valores entre 0 e 1, Lmax
¢ a luminancia maxima e Lmin a luminancia minima. Muitas vezes, o C também ¢ referido
como modulagdo, contraste de Raleigh ou Michelson. Em um estimulo composto por
grades, o limiar de contraste ¢ o minimo contraste requerido para a detec¢ao do padrao.

Frequéncia espacial — uma lista luminosa e outra escura em um padrdo caracteriza

um padrao de grades e representa um ciclo. A freqii€ncia espacial ¢ o nimero de ciclos
subtendido em um grau de angulo visual. Uma baixa freqiiéncia espacial consiste de listas
largas e uma alta freqii€ncia espacial de listas finas. A faixa de freqiiéncias espaciais as
quais o olho humano ¢ sensivel se estende aproximadamente de 0.1 a 30 ciclos por grau. O
pico de sensibilidade ocorre nas freqiiéncias espaciais entre 3 e 8 ciclos por grau
(Cornsweet, 1970; Palmer, 1999). A sensibilidade diminui para ambas as dire¢des da
func¢do, ou seja, tanto para as freqli€ncias espaciais mais altas como para as mais baixas

(figura 8).
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Figura 8: Ilustragdo mostrando as duas varidveis existentes na fun¢ao de sensibilidade o contraste (A): a
freqiiéncia espacial variando no eixo das ordenadas ¢ a sensibilidade ao contraste variando no eixo das
abscissas. A linha azul representa a sensibilidade obtida em adultos normais. Acima, observamos a
ilustragdo da tabela de Pelli-Robson, muito utilizada na clinica para a avaliagdo da sensibilidade ao
contrate. Vale notar que o unico pardmetro que se modifica é o nivel de contraste. Nas 2 ilustra¢des do
lado direito temos o exemplo de duas tabelas de acuidade visual, onde o parametro que se modifica sdo as
freqiiéncias espaciais, tendo o mesmo nivel de contraste para todas as testadas.
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A sensibilidade ao contraste ¢ a reciproca do limiar de contraste (quantidade
minima de contraste necessario para se ver um padrdo). Ela pode ser expressa como a
reciproca da porcentagem de contraste numa escala de decibéis (dB) na qual a
sensibilidade ao contraste em dB = -20log;(C (Waugh S. J. & Levi D.M., 1995). Com
freqiiéncia, perdas de sensibilidade ao contraste sdo expressas em decibéis (Palmer, 1999).

A funcdo de sensibilidade ao contraste tem uma forma de banda de passagem, com
a maior sensibilidade nas freqiiéncias espaciais médias, e redugdo de sensibilidade tanto
nas baixas como nas altas freqiiéncias espaciais (Cornsweet, 1970). Esta diminui¢cdo nas
baixas freqliéncias espaciais € atribuida ao mecanismo de inibigdo lateral (Rovamo et al.,
1999). A diminuicdo da sensibilidade nas altas freqiiéncias ¢ devida a perda de resolugdo
causada pela propria Optica ocular, uma vez que a imagem ¢ distribuida como uma fungao
de espalhamento pontual que, progressivamente, atenua contrastes com o aumento da
freqiiéncia espacial (Cornsweet, 1970; Rovamo ef al., 1999).

Uma vez que a fun¢do de sensibilidade ao contraste depende da capacidade do
sistema optico de reproduzir os estimulos, ela pode ser considerada como uma medida
indireta da fungao de transferéncia de modulagao do sistema visual (MTF) (Palmer, 1999).

A medida da sensibilidade ao contraste tem grande aplicabilidade clinica uma vez
que desvios especificos da curva podem auxiliar na estimativa das causas da doenca:
opticas ou neurais (Adams & Courage, 2002). Por este motivo, o teste de sensibilidade ao
contraste tem se tornado uma importante ferramenta para a analise cientifica ou clinica do
sistema visual uma vez que proporciona mais informacao a respeito da estrutura, funcao e
das doencas do sistema visual do que o resultado da funcao visual espacial medido apenas

pela acuidade de reconhecimento - acuidade de Snellen (Rovamo, et al., 1999).
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A sensibilidade ao contraste também pode ser medida no dominio temporal. A
variagdo da sensibilidade ao contraste em funcdo da freqiiéncia de intermiténcia da luz
(flicker) designa a fungdo de sensibilidade ao contraste temporal (Palmer, 1999). Sob
condicdo de alta luminancia (fotopica), o olho humano tem o seu pico de sensibilidade
para esta fungdo entre 15 e 20 Hz. Nesse ponto, sujeitos normais necessitam de menos de
1% de contraste de luminancia para detectar o estimulo intermitente (Tyler & Hamer,
1990). Se medirmos a maior capacidade de resolugdo temporal possivel, com estimulos de
maximo contraste, encontraremos uma freqiiéncia temporal que varia de acordo com o
nivel de luminancia. Estes limiares recebem o nome de freqiiéncia critica de fusao (FCF)
e, em sujeitos normais os valores maximos de FCF, correspondentes as intensidade de luz
mais altas, situam-se por volta de 60 Hz (Tyler & Hamer, 1990). Dependendo das
condi¢cdes de estimulagdo, a fungdo que relaciona a FCF e a luminancia atinge um plato
nas altas intensidades ou um leve decréscimo (Graham, 1965). A FCF sob condi¢des
escotopicas atinge valores muito mais baixos, por volta de 15 Hz, e a sensibilidade
maxima ao contraste tem uma perda significativa caindo para 20% de contraste (Tyler &
Hamer, 1990).

A participacdo das 3 classes de cones na geracdo da sensibilidade ao contraste
espacial e temporal ¢ diferente. A informag¢do de luminancia ¢ dada pela soma das
respostas dos cones L e M, ou seja, duas luzes terdo igual luminancia quando causarem a
mesma quantidade de absor¢cdo de fotons na populacdo de cones L e M, sem levar em
consideragao sua distribuicdo espectral relativa (Kaiser & Boynton, 1996). A visdo
espacial em niveis fotopicos depende, portanto, primariamente, da atividade dos cones L e

M. Nas baixas freqiiéncias espaciais, os cones S podem ter uma pequena contribui¢ao. Em
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freqiiéncias espaciais acima de 10cpg, sua contribuicdo ¢ nula (Williams, Collier &
Thomson, 1983). Acredita-se que a base fisiologica da inferioridade dos cones S para esta
fun¢do visual seja sua baixa densidade de distribuicdo espacial na retina e auséncia na
regido central da fovea (Willians, Collier & Thomson, 1983).

Na fung¢do de resolucdo temporal a participacao dos cones S também parece ser
inferior & dos cones L e M. Esta pequena participacdo ocorre principalmente para as

baixas freqii€ncias temporais (Kaiser & Boynton, 1996).
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1. Objetivos

Uma vez que as alteragcdes no eletrorretinograma sao classicamente conhecidas
nos sujeitos com DMD, e ainda ndo se conhecem possiveis perdas nas funcdes visuais

destes sujeitos, o presente estudo tem por objetivos:

1 — estudar a visdao de cores por um teste computadorizado recente, o Teste de Cores de
Cambridge (Cambridge Colour Test — CCT) e comparar os resultados com os de métodos
psicofisicos tradicionais: testes de pranchas— teste de visdo de cores de Ishihara e

American Optical H-R-R e anomalocopio de Neitz

2 — estudar a visdo espacial pela medida psicofisica da sensibilidade ao contraste de

luminancia espacial e temporal;

3 - estudar o eletrorretinograma de campo total, incluindo a andlise individual dos
potenciais oscilatorios buscando identificar possiveis sitios de alteragdo do fluxo de sinais

neuronais destes pacientes;

4 - verificar se as alteracdes encontradas no sistema visual (fenotipo) pelos testes acima

apresentam correlagdo com a regido da dele¢do no gene (genotipo).
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Ill. Sujeitos e Metodologia

lll.1. Sujeitos

Em nosso estudo, foram avaliados 54 meninos com diagndstico de Distrofia
Muscular de Duchenne com idade variando de 9 a 21 anos de idade (média= 14,2, dp=
4,1 anos), encaminhados pela Associacdo Brasileira de Distrofia Muscular (ABDIM).
Todas as criangas apresentavam exame de fundo de olho normal. Caso o sujeito utilizasse
oculos, estes foram utilizados nas medidas psicofisicas.

Estes sujeitos foram divididos em 3 grupos, de acordo com a condigdo genética
que apresentavam: grupo 1 (n=20) - sem dele¢dao no gene; grupo 2 (n= 7) - com dele¢do
upstream ao exon 30; grupo 3 (n=27) - com dele¢do downstream ao exon 30;

O grupo controle foi composto por 35 jovens do sexo masculino sem diagnostico
clinico de DMD e condi¢des oftalmolégicas dentro dos padrdes de normalidade, com
idade variando de 10 a 23 anos (média= 15,4, dp= 3,9). Como numero de sujeitos com
DMD e de controles variou em cada teste, decidimos apresentar os dados referentes a

caracteristica da amostra para cada teste, em tabelas separadas.

lll.2. Avaliagao Genética

A avaliagao genética visando identificar os possiveis sitios de delecdes no gene da
distrofina foi realizada no Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de
Biociéncias (IB) da Universidade de Sao Paulo. Esta avaliagdo foi realizada por
profissionais especializados que nos enviaram a informacdo das regides de delecdo no

gene de cada sujeito.
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lll.3. Metodologia da Visao de Cores

111.3.1. Sujeitos e Equipamento: Cambridge Colour Test

A avaliagdo da discriminacdo cromatica foi realizada em todos os sujeitos (tabela
3). Para avaliarmos a capacidade de discriminagdo cromadtica utilizamos a versdo
comercial do Cambridge Colour Test (CCT v2.0 - Cambridge Research Instruments,
Rochester, UK), instalado a um microcomputador (Dell Dymension XTC - 600), com
uma placa grafica VSG 2/5 (Cambridge Research Instruments, Rochester, UK). Os
estimulos foram gerados em um monitor colorido de alta resolu¢do, Sony FD Trinitron
modelo GDM-F500T9. Os sujeitos permaneciam sentados a 3 metros de distancia do
monitor, com a sala totalmente escura.

Os estimulos eram semelhantes aos que constituem as placas pseudoisocromaticas
do teste de Ishihara. O alvo consistia de uma letra “C” que diferia em cromaticidade do
fundo (coordenadas 0.1977, 0.4689 em u’v’ do espago de cor CIE 1976). A abertura da
letra subtendia 1° de angulo visual a esta distancia.

O alvo e o fundo eram constituidos de pequenos circulos com variados tamanhos e
com 6 niveis de luminancias entre 8 ¢ 18 cd.m™ aleatoriamente distribuidos. Estas duas
taticas garantiam que o sujeito detectasse a mira apenas pela visdo de cores,
impossibilitando-os de usar artefatos de contorno ou de diferencas de luminancia (figura

9).

[11.3.2. Protocolo de Testagem

O alvo ¢ apresentado aleatoriamente em uma de quatro diregdes: superior,

inferior, direita e esquerda, durante 6 segundos. Durante este intervalo de tempo, o sujeito
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Tabela 3: Caracenisticas dos sujeitos com Distrofia Muscular de Duchenne

Trivecios fnqula

Dagnislo ldace DGR poan Deutan Trtan Hoea Elpee Elipse Classl €7
DMD 9 47-52 EH] 105 209 44410 23,0 protanomalo
DMD 9 48-52 141 134 118 12515 46,8 profanomal o
DMD 15 50 58 a5 1Mo &2 52.1 normal
DMD 15 4748 &9 9 "7 7088 57.7 narmal
DMD 12 50 Bl &4 81 4785 1055 normal
oM 12 50 156 174 143 14989 1457 deuteranomalo
DMD 13 47-50 17 120 205 33659 B1.6 difusa
DMD 8 50 119 107 B2 1264,7 67,3 predanomal o
DMD 9 45 102 74 122 B5E,1 2.9 protanomal o
oM 16 49.50 72 B9 B B2B0 2h.6 protanamal o
DMD 9 43 281 195 144 2B270 164,2 dauteranomalo
M0 9 4752 139 46 103 472 506 protanamal o
DMD 18 4655 36 5 53 2575 50,6 normal
oM 13 51 B7 a1 136 B27.5 521 narmal
DMD 21 4852 146 188 249 15633 78.4 difusa
M0 Fat) 45-47 42 40 26 5027 850 Inespecificn verde-vermedho
DMD 20 5152 45 £9 &9 5785 89,6 nommal
oMD 18 4851 84 B4 129 T30 855 neinmal
OMD 19 50 51 £3 81 710 65,7 nommal
DMD 13 48-52 26 52 a2 6475 19,1 el
DMD 14 4345 a1 70 132 £29,2 46,0 nammal
oMD 14 51 4 E X ] 1) 384,1 75,7 nnmal
DMD 13 a7 64 E0 ge 4058 8E.3 narmal
DMD 13 4850 az 7 B4 o a9,7 nomal
DMD 10 4752 164 125 167 17080 66,3 protanamala
DMD 12 360 11 a1 170 T7E51 64,1 protanomal

M0 16 A3 a2 L 154 19328 53,5 protanomals
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Tabels 3 [continus ¢da): Caracteristicas dos supstas com Distrofie Muscular de Duchenne

L Trivector -

Diagnésico  Idade  Deleio  —me— mocm—— e Elpse ’El"ﬁz Oass#. T
OMD 71 ] 3 63 108 4372 75,0 narmal
(i3] 20 7 49 ) 828 B84 B3 narmal
OMD 10 Sald a7 98 130 THE 178,7 narmal
OMD LKl Ra2v L) L] -] 189,8 B7.6 ngrmal
DMD 17 Bad 45 45 75 569,7 726 narmal
[MD 23 a7 176 41 od  LA5E+13 1596 deuteranopia
OMD 10 11als £9 54 97 57,1 70,1 narmal
OMD 18 ndo 114 93 145 15655 9,6 duso
OMD 17 ndc 127 130 342 9585 128 pratznomale
OMD 20 nic 72 54 122 B34 701 narmal
DMD . ndix 148 150 151 30508 787 Inespedfico verde-vermelho
OMD 10 ndo 82 BG 73 8101 248 profanomalo
OMD 18 ndc 53 ET &7 2545 1316 deuteranamale
MO 13 ndt 12 B4 150 1861, 634 narmal
OMD 13 ndo 3 # 45 3395 472 narmal
M 15 ndc 11 B 175 12632 4 dhuso
OMD 15 nio a5 9 126 645,1 20,7 pratanamala
M 18 nde 100 2% 91 4973 83,0 difuse
OMD 11 ndo 84 45 93 6775 87,0 narmal
M0 14 (ET 16 105 2] 1508,0 68,9 difuse
DMD 0 ne 63 53 4 5822 68,0 normal
(]3] 1 ndn 1ar 120 113 16398 1744 devserancoalo
OMD 18 ndo 47 45 42 206,5 170.2 deuterancmaio
(131 1% (ETH an al Gy 40,1 65 narmal
OMD 9 nic 142 120 146 9503 81,3 protanamala
(13 k] ndn 205 200 240 26000 6.9 normal

OMD 0 nio 7 100 o9 1059,3 1018 narmal
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Tabela 3  ([continuago): Caracteristicas dos sujeitos do grupa controke

. : Trivecior hrea
el e T Eiga, T ekl
Mormas 7 g 30 57 231.5 Fa ] normal
Normas 18 13 23 &0 238,19 50,7 normal
Normas ig 13 33 40 224, 4 M3 noemal
Normas 16 45 49 63 279,68 82 noemal
Normas i7 P 2b &0 185,49 &7.6 noemal
Normas 18 4 3 44 f65, 3 a3 noemal
Mormas 1 33 40 i) 03,3 8.5 normal
Normas 21 46 4B 22 3471 84,0 normal
MNormas Pl 44 29 47 240, 2 4.1 normal
Wormas I8 26 il 45 a5, 1 1.4 noamal
Hormas 7 35 29 29 190, 7 50,2 noamal
Hormas 3 29 30 4+ 2943 521 normial
Normas 7 46 47 4y 445 Lo.n normal
Mormas 19 36 16 £ 2795 a7 noemial
Mormas 18 43 29 55 2ht.4 E9.B noeral
Homas i7 o4 La 50 £76,1 b5, 1 normal
Normas 20 &2 62 86 266,7 65,9 noemal
Homas 11 45 i 70 4371 B3.6 normal
Nosmias 10 b | 47 i B35 oi.b frnal
Mormas 11 a8 &1 102 E18.3 B2 4 normal
Wormas 10 94 BS 102 B8 6 04 B noel
Hormas 12 59 ) Fr 205.4 B34 normial
Mormas 11 76 L 7 818 BT el
Hormas 10 76 Kl g8 1914 95,7 nodmal
Mormas 18 S A0 71 1914 50,1 il
Normas 12 T8 &5 Ok k.2 B2 neoemal

38
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fundo, o monitor apresentando o estimulo “C” cromatico e o ruido de luminancia. Nas médos do
sujeito, a caixa de respostas, com os botdes nas respectivas quatro dire¢des em que pode
aparecer a abertura da letra “C”: inferior, superior, direita, esquerda. Durante o exame, conforme
a resposta do sujeito, a direcdo da abertura do “C” e a sua saturacdo, com relagdo a cor do
fundo mudam.

& -
Figura 9: simulacdo da situacdo de exame do teste de visdo de cores de Cambridge (CCT). Ao

39
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apertava um dos quatro botdes da caixa de resposta (CT3 - Cambridge Research
Instruments, Rochester, UK), correspondente a dire¢do da abertura da letra “C” (figura 9).
Em sujeitos com impedimento motor que os impossibilitassem de apertar os botdes, o
examinador apertava os botdes, mediante resposta verbal do sujeito. A vantagem do
controle computadorizado ¢ que a diferenca de cromaticidade entre o fundo e o alvo pode
ser dinamicamente ajustada, de acordo com a performance do sujeito.

No inicio da testagem, a mira apresenta uma cor saturada e, utilizando a
metodologia psicofisica da escada, se obtém o limiar entre as cromaticidades da mira e do
fundo, ou seja, a diferenca minima entre as cromaticidades necessaria para que o sujeito
possa informar a orientagao da letra “C”.

O CCT apresenta duas possibilidades de testagem. Uma versao reduzida chamada
de Trivector, onde a mira difere do fundo percorrendo trés linhas teoricamente
significantes dentro do espaco de cor, ou seja, as linhas de confusdo protan, deutan e
tritan, testando respectivamente, os cones para comprimentos de onda longo, médio e
curto. A apresentacdo ¢ aleatéria, ocorre simultaneamente nestas 3 linhas e
periodicamente, uma mira controle ¢ apresentada para garantir que o sujeito encontra-se
alerta e ndo esta tentando responder errado propositalmente.

A versdo longa do teste possibilita a constru¢do de uma elipse de discriminagdo
(elipse de MacAdam — medida por equiparacao do limiar de sensibilidade cromatico para
diferentes cores realizado por Dr. David MacAdam nos anos 40, descrita como elipses no
diagrama de cromaticidade). Nesta versdo, utilizamos 8 vetores para a construgdo da
elipse em torno do mesmo ponto do espago de cores utilizado como fundo para o

Trivector. Os vetores sdo escolhidos aleatoriamente 2 a 2, pelo programa gerador dos
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estimulos. Apds a detec¢ao do limiar em cada vetor, a elipse ¢ tracada utilizando-se o
método dos minimos quadrados (solu¢do geométrica para a producdo da elipse pela
minimizacdo da soma dos quadrados das distancias, em logaritmo, entre a elipse ¢ o
ponto encontrado nos vetores).

Tal elipse ¢ capaz de mostrar a perda de sensibilidade em uma variedade de
direcdes ao redor da cromaticidade do fundo. O angulo do maior eixo da elipse em
associacao com a relacao entre os eixos foi utilizado como o indicativo do tipo de perda
(protan, deutan, tritan ou difuso - defeito acometendo os 3 eixos principais no Trivector e
ndo apresentando angulo especifico na elipse) e o valor da area, utilizado como um
indicador do nivel de prejuizo. Quanto maior a area, pior a discriminacdo do sujeito
(Regan et al., 1994).

Além dos defeitos acima citados podemos ainda classificar o defeito como
inespecifico - para protan-deutan ou tritan-tetartan - quando ha altera¢des evidentes na
discriminagdo cromatica nos respectivos eixos, porém, sem uma concordancia quanto ao
tipo de defeito. Isto ocorre quando o Trivector aponta para um tipo de defeito (por
exemplo, deutan) e os parametros da elipse para outro (por exemplo, protan).

Pelo fato do teste utilizar a letra “C” ao invés de caracteres alfanumeéricos, além de
evitar a memorizacdo para testagens posteriores, torna o teste cognitivamente simples
permitindo ao sujeito entender a tarefa a ser cumprida com relativa facilidade. Recentes
estudos tém demonstrado uma vantagem dos testes computadorizados sobre os testes
semi-quantitativos, classicamente utilizados na avaliagdo da visao de cores, como o teste
de Farnsworth-Munsell 100-Hue. Aparentemente, o teste de cores de Cambridge permite

uma analise mais precisa das vias visuais envolvidas no processamento cromatico -
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parvocelular e koniocelular (Castelo-Branco, Faria, Forjaz, Kozak, & Azevedo, 2004,

Ventura et al., 2003a, Ventura et al., 2003b).

111.3.3. Sujeitos e Equipamento: Anomaloscopio de Neitz

Os sujeitos foram submetidos ao Anomaloscopio I de Neitz (Neitz Instruments
Co., Ltd, Tokyo, Japan, model: OT-II) (Figura 10), teste padrdo ouro para o diagnostico
de defeitos na visdo de cores para o eixo verde-vermelho — defeitos protandpicos e
deuteranopicos (Pokorny et al., 1981), comparados com um filtro em 589nm.

Este equipamento permite a obtengdo da equacao de Rayleigh. Esta equagao nos
possibilita diferenciar tricromatas normais de sujeitos com defeitos de cor para verde-
vermelho e a sua classificagdo. A equagdao Rayleigh ¢ uma equiparagdo de cor que
envolve uma mistura de luz de dois filtros, um de pico espectral em 545nm e um em
670nm (Siegel, 1981).

Dois dados sdo extraidos desta mistura: a amplitude e o ponto médio da
equiparagdo. A amplitude inclui todas as propor¢des de 545nm e 670nm para o sujeito
que podem ser equiparadas ao 589nm. Normalmente, poucas modificacdes podem ser

realizadas na propor¢ao da mistura sem alterar a percep¢ao da equiparagdo (Pokorny et

al., 1981).

[11.3.4. Protocolo de Testagem

O procedimento experimental do Anomaloscopio de Neitz (Pokorny et al., 1981)
consiste na observagdo de um campo circular bipartido verticalmente de 2° de angulo
visual. No hemicampo inferior temos um filtro amarelo com uma estreita faixa espectral

centrada em 589nm, que pode variar em luminancia de escuro até amarelo brilhante. No
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Figura 10: figura ilustrando o Anomaloscépio de Neitz OT-II, utilizado para a classificagdo da visdo de
cores dos sujeitos com DMD. Na perspectiva da foto superior tem-se a ocular telescopica na parte superior
do aparelho por onde o sujeito olha para observar o campo bipartido. O circulo branco na parte inferior do
aparelho ¢ o campo de adaptacdo — iluminante A. Na foto inferior, tem-se a visdo lateral onde € possivel se
ver os botdes utilizados para os ajustes: botdo superior — ajuste da proporcdo dos filtros verde-vermelho;
botdo inferior — lumindncia do filtro amarelo. Os valores respectivos da propor¢do e da luminancia sdo
monitorados pelos visores digitais existentes na lateral do equipamento.
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hemicampo superior, temos dois filtros de igual luminancia: um verde (545nm) e um
vermelho (670nm) que, quando sobrepostos, emitem uma luz amarela.Quando ambos os
campos sao pareados em cromaticidade, a luminancia do campo ¢ de aproximadamente 5
cd.m™. O exame foi realizado em sala escura.

A luminancia do campo amarelo pode variar em um continuo ao se girar o botao
inferior localizado na lateral direita do equipamento. Quando este botdo ¢ ajustado, a
luminancia do amarelo varia de escuro total (valor 0 unidades da escala) at¢ amarelo
brilhante (87 unidades da escala). A metade superior do campo ¢ preenchida com uma
mistura dos filtros verde e vermelho acima descritos e suas proporgdes relativas também
podem ser ajustadas pelo botdo superior. Com valor da escala em zero unidade, o campo
aparece verde, pois apenas o filtro verde esta presente. Conforme o botdo ¢ ajustado
continuamente para valores mais altos h4 um aumento na propor¢do de vermelho
adicionado ao verde variando a aparéncia para verde-amarelado, amarelo, laranja e ao
final da escala (73 unidades) vermelho, uma vez que neste ponto somente o filtro
vermelho esta presente.

Antes de ser submetido ao exame, o sujeito observava por 3 minutos um campo de
adaptacao uniforme (Iluminante A — lampada incandescente com temperatura de cor de
2586°K). Em seguida, a luz de adaptagdo era desligada e o sujeito orientado a observar
dentro de um tubo telescopico, o campo circular. Como sujeitos normais apresentam uma
boa equiparacdo cromatica entre os hemicampos quando o inferior apresenta um valor de
15 unidades e o superior de 45 unidades (Pokorny et al., 1981) apresentamos estes
valores e perguntamos ao sujeitos em teste, se as cores dos campos superior e inferior

eram iguais ou diferentes.
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Sujeitos normais e dicromatas diziam que as cores eram iguais ou praticamente
iguais. Tricromatas andmalos diziam que o campo superior parece ser mais avermelhado
(deuterandmalos) ou esverdeado (protanomalos), dependendo do defeito que apresentam.
Neste ponto, permitimos aos sujeitos ajustar o botdo superior para uma equiparagao
precisa.

Para os sujeitos normais, o préximo passo era avaliar a amplitude de equiparacdo
aceitavel para misturas de verde-vermelho, que apresenta uma faixa muito estreita em
sujeitos normais, variando de 0 a 5 unidades da escala. Entdo, valores superiores e
inferiores foram alternadamente apresentados em até 5 unidades da escala do valor de
equiparagdo inicial. O experimentador ajustava o valor em passos de uma unidade e
perguntava ao sujeito: “Os campos sao iguais ou diferentes?”, podendo ser realizados
pequenos ajustes no botdo inferior pelo sujeito. Entre cada apresentagdo, sujeito fixava
por alguns segundos o campo de adaptagdo para evitar a adaptagao cromatica local.

Para os dicromatas e tricromatas andmalos, grandes amplitudes de equiparacdes
podem ocorrer, excedendo o valor de até 5 unidades esperado para os normais. Neste
caso, apos a realizacdo dos procedimentos anteriores, o examinador ajustava o valor do
botdo superior para 0 (somente filtro verde) e pedia ao sujeito que ajustasse o botao
inferior para se obter a equipara¢do. Conseguindo ou ndo, avangava-se de 10 em 10
unidades até que toda a escala seja percorrida. Deuteranopes realizavam pequenos ajustes
no botdo inferior, permanecendo proximo ao valor de 15 para toda a escala. Protanopes
ajustavam o botao inferior em valores altos (35-40) para valor 0 e valores muito pequenos

(0 a 5) para o valor 73 da escala superior.
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De acordo com a amplitude de equiparagdo podemos, entdo, classificar a
discriminagdo cromatica dos sujeitos. Em geral, os tricromatas normais apresentam uma
distribuicao de equiparagdo que descreve uma curva normal e tem, em sua maioria, um
unico ponto de equiparacdo com um desvio padrdo muito pequeno. Além destes, existem
outras duas classes de sujeitos com visao de cores normal: os tricromatas com visao de
cores desviante, que apresentam o ponto de equiparagdo dentro da amplitude normal mas
deslocado mais de 2 desvios padrao do ponto médio dos normais; tricromatas com uma
visdo de cores classificada como pobre, uma vez que apresentam o ponto médio da
equiparagdo dentro da faixa normal mas a amplitude desta ¢ maior do que duas vezes a
freqliéncia observada para a populacdo. Segundo Pokorny et al., (1981), 4% da populacao
apresenta uma visao de cores desviante e, aproximadamente 20% tém uma visao de cores
pobre.

ApOs a administragdo do teste, o ponto médio e a amplitude de equiparacao foram

calculados e convertidos no Quoeficiente Andmalo (Q.A.), pela féormula:

Quantidade 545nm/ 670nm do sujeito + Quantidade 545nm/ 670nm dos controles

Para tricromatas normais, o Q.A. varia de 0,8 a 1,2 (Pokorny et al, 1981).
Segundo estes autores, a vantagem de se utilizar o Q.A., em vez da simples descri¢ao do
ponto médio e da amplitude é que, desta forma, pode-se utilizar o Q.A. para a
compara¢do de dados entre diferentes laboratorios, se os mesmos filtros sdo utilizados.
Para nossas comparagdes utilizamos os valores de Q.A. acima citados como valores de

normalidade, obtidos em um grande estudo populacional com, aproximadamente, 1200
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pessoas com idade entre 21 e 22 anos, mas também expressamos o ponto médio e a
amplitude do ajuste que ¢ utilizado para a quantificagdo e qualificacdo do defeito, ja que o
ponto médio se apresenta deslocado apenas para os defeitos de visdao de cores leves

(tabela 3).

[11.3.5. Sujeitos e Equipamento: Ishihara e AO-HRR

Outros dois testes de pranchas, os mesmos utilizados nos estudos genéticos
mencionados anteriormente, foram utilizados para a detecgdo e classificacdo dos defeitos
da visao de cores: Ishihara Test for Color Blindness (24 plates edition, Kanehara & Co.,
Ltd, Tokyo, Japan) e AO H-R-R Pseudoisochromatic Plates (American Optical Hardy—
Rand-Rittler, Richmond Products Inc., Boca Raton, Florida, USA). Estes testes consistem
de uma série de pranchas nos quais pequenos circulos coloridos de varios tamanhos sdo
impressos para formar uma figura multicolorida a qual ¢ observada contra um fundo
também multicolorido.

Sendo assim, a unica diferenca sistematica entre a figura ¢ o fundo ¢ a cor: a
figura ¢ composta por circulos de uma ou mais cores e o fundo ¢ composto por circulos
de cores diferentes. Sujeitos normais podem detectar as diferengas de matizes entre a
figura e o fundo, enquanto que sujeitos com defeitos na visdo de cor falham em distinguir
a figura do fundo. Assim, a figura aparece isocromatica — de mesma cor - para estes
sujeitos.

O teste AO H-R-R foi confeccionado para a detecgao e classificagdo de defeitos
para verde-vermelho e azul-amarelo e para estimar o grau de defeito. Este teste ¢é

composto de 24 pranchas nos quais circulos coloridos de varios tamanhos ¢ luminancias
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formam simbolos em um fundo de circulos cinza de vérios tamanhos e luminancias. Estes
simbolos sdo: uma cruz, um circulo e um tridngulo.

Assim como o AO H-R-R, o teste de Ishihara também foi confeccionado para
possibilitar a deteccdo e classificacdo de defeitos de visdo de cores. Todavia, o teste de
Ishihara apenas detecta defeitos para o eixo de confusdo verde-vermelho. Se por um lado
este teste sO detecta defeitos protan-deutan, por outro lado ele possibilita uma
diferenciagdo entre os dois tipos de defeitos deste eixo: protanomalias e deuteranomalias.

O teste consiste de pranchas com um ou dois digitos (aproximadamente 2/3 do
numero de cartdes) e trilhas que podem ser tragadas com uma vareta de plastico (1/3 do
nimero de pranchas). Estas ultimas pranchas s3o utilizadas para pessoas iletradas. A
prancha inicial ¢ utilizada para demonstragdo e contém 2 digitos que podem variar de
acordo com a edi¢do. Estes dois digitos sdo formados por pequenos circulos coloridos que
diferem de um fundo também formado por pequenos circulos de cor diferente. Sujeitos
com acuidade igual ou superior a 20/200 podem realizar este teste.

O numero de pranchas pode variar de acordo com a edi¢do: 38, 16 ou 24 pranchas,
a qual foi utilizada neste estudo. Nesta edi¢do, a primeira prancha ¢ de demonstragdo, as
pranchas de 2 a 15 sdo para a detecgdo, as pranchas 16 e 17 para a diferenciacao entre

defeitos protan e deutan e, as pranchas de 18 a 24 para os iletrados.

[11.3.6. Protocolo de Testagem

No AO H-R-R, as primeiras 4 pranchas sdo de demonstragdo, utilizados para
treino: 3 tém simbolos e um nao. Sujeitos com acuidade visual melhor ou igual a 20/200

sdo capazes de realizar o teste. Durante a apresentacdo o sujeito deve informar qual(is)
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figura(s) ele(a) estd enxergando. Estas pranchas de demonstragao sao seguidas por outras
6 (quatro para defeitos verde-vermelho e duas para defeitos azul-amarelo). O sujeito que
responder corretamente a estas 6 pranchas tem visao de cores normal e o teste termina. Se
o sujeito erra pelo menos um das duas primeiras pranchas o examinador pula as pranchas
para os de nimero 17 a 20, que sdo as pranchas que detectam defeitos no eixo azul-
amarelo. Por outro lado, se o sujeito erra pelo menos uma das pranchas de nimero 3 a 6 o
examinador continua a avaliacdo das pranchas 7 a 16, os quais detectam defeitos no eixo
verde-vermelho.

No teste Ishihara, os sujeitos eram instruidos a ler os numeros em 5 segundos.
Esta foi uma ligeira adaptacdo que realizamos pelas caracteristicas da populacdo que
estudamos pois, o teste convencional pede que a leitura seja feita em 3 segundos. O livro
foi segurado a 75cm do sujeitos proximos a uma janela para se obter a condi¢do de luz do
dia. Todos os sujeitos foram testados no mesmo periodo do dia.

Para a edi¢do que utilizamos, até dois erros sdo considerados aceitaveis para um
sujeito normal. Seis erros ou mais detecta defeito na visdao de cores. Trés a 5 erros exigem

reteste.

lll.4. Metodologia do Eletrorretinograma

[11.4.1. Sujeitos e Equipamento

A avaliacao do eletrorretinograma foi realizada em 10 sujeitos com DMD
seguindo as normas da Sociedade Internacional para Eletrofisiologia Clinica da Visdo
(ISCEV - sigla em inglés) (Marmor, Holder, Seeliger, & Yamamoto, 2003) (tabela 4). O
protocolo de testagem foi iniciado apos a dilatacdo da pupila com 1 gota de colirio de

cloreto de fenilefrina 2,5% (Oculum) associada a 1 gota de colirio de tropicamida 1%
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(Alcon) e adaptacao ao escuro com oclusao total do olho por 30 minutos. Os ERGs foram
registrados utilizando-se um eletrodo de lente de contato bipolar com filamento de ouro
(Goldlens, Doran Instruments, USA) (figura 11) no mesmo olho em que se realizou a
avaliacdo da visao de cores. O olho do sujeito foi anestesiado (cloridrato de tetracaina em
solucao oftalmica, Alcon) para que ndao houvesse nenhum desconforto por parte do
paciente. Uma vez que a lente apresenta uma borda de material isolante que funciona
como um blefarostato, impedindo o sujeito de piscar, ela foi preenchida com uma solugdo
de metilcelulose a 2% (Ophthalmus) que melhora a condutibilidade elétrica e protege a
cornea evitando o seu ressecamento e edema secundario durante todo o periodo de
exame.

Apo6s completada a etapa de dilatagdo das pupilas, o sujeito era sentado
confortavelmente em uma cadeira posicionada em frente ao Ganzfeld (LKC
Technologies; mod. 2503SH) com a sala completamente escura e a lente era posicionada
em seu olho. O sujeito, entdo, era orientado a apoiar seu mento e sua fronte nos
respectivos locais, evitar a0 maximo se movimentar ¢ a tentativa de piscar, e caso
ocorresse qualquer problema durante o exame, comunicar ao examinador para que este
fosse interrompido.

Os estimulos foram flashes de luz produzidos por um fotoestimulador (Grass
Instruments; mod. PS33-plus) em duas intensidades: 2 para a estimulagdo dos bastonetes

e 8 para a estimulagdo dos cones, que eram apresentadas no Ganzfeld (figura 11).
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Figura 11: Ilustragdo dos equipamentos utilizados para a medida do eletrorretinograma de campo total. Na foto
superior, a direita, uma visdo geral do computador utilizado para o registro das respostas e analise dos dados
(esquerda), seqiiéncia de amplificador e estimulador (centro) e a clipula refletora — Ganzfeld (direita). Nas fotos
inferiores, a direita, temos em aumento ¢ com visdo frontal o Ganzfeld (esquerda) e a estagdo contendo o controlador
do Ganzfeld (acima), o amplificador com botdes para filtragem do sinal (centro) e o fotoestimulador (abaixo). A
esquerda temos a visdo frontal e lateral da lente-eletrodo utilizada para a captagdo das respostas retinianas.
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[11.4.2. Protocolo de Testagem

Utilizamos o protocolo da ISCEV, medindo na seguinte seqiiéncia: resposta de
bastonetes, resposta méxima com o olho adaptado ao escuro, potenciais oscilatorios,
resposta a estimulos de piscar intermitente (flicker) a 30Hz e resposta de cones adaptados
a luz. A ISCEV sugere que a resposta de flicker seja realizada sob condigdes fotdpticas
para um maior conforto do paciente, porém, nos realizamos a medida na condigdo
escotoptica, uma vez que freqiiéncia de estimulagao (30Hz) estd acima da taxa temporal
de resposta dos bastonetes. Nao foram utilizados filtros coloridos para as respectivas
medidas. As respostas do ERG foram amplificadas por um pré-amplificador AC (Grass
Instruments, mod. CP511). Os dados foram armazenados e analisados em um
microcomputador PC ap6s serem digitalizados por uma placa da National Instruments.

A resposta dos bastonetes foi baseada na média de respostas para 20 flashes
apresentados a intervalos de 2 segundos (s) com uma atenuacdo de 2,5 unidades
logaritmicas para o flash na intensidade maxima (0,009 cd.m?). A resposta maxima foi
obtida com o flash na intensidade maxima (2.8 cd.m™), repetindo-se 0 mesmo
procedimento utilizado para a resposta dos bastonetes, exceto pelo intervalo entre
estimulos que foi de 10s. Esta estimulagao resulta em uma resposta combinada de cones e
bastonetes.

Potenciais oscilatorios foram isolados pela utilizacdo de um filtro passa-alto
existente no proprio amplificador. Repetiu-se o procedimento e os pardmetros de flash
utilizados para a resposta maxima. Para a analise da soma dos POs, realizamos a

somatoria das amplitudes pico-a-pico de todos os POs individuais. Para a analise isolada
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de cada PO, realizamos a medida da amplitude pico-a-pico e a medida da laténcia para a
ocorréncia do pico positivo.

A resposta ao estimulo de flicker 30Hz foi medida pela média de 50 respostas ao
estimulo de luz na intensidade maxima, apresentado a 30Hz. E por fim, a resposta dos
cones adaptados ao claro foi medida, apds 10 minutos de exposi¢do a uma luz de fundo
de 32 cd.m?, pela média de 20 respostas obtidas em intervalos de 10s.

Os parametros do ERG medidos foram: amplitude da onda-a e a amplitude pico-a-
pico que expressa a diferenca entre a onda-a negativa e a onda-b positiva, em microvolts
(uV), e o tempo implicito que expressa a laténcia do tempo de aparecimento dos picos
das ondas a e b, apds ser dado o estimulo, em milisegundos (ms). Também analisamos a
amplitude da soma dos potenciais oscilatorios e de cada um isoladamente, além das
laténcias de cada potencial individualmente (figura 12).

Seguindo as normas de andlise sugerida pela ISCEV (Marmor et al., 2003),
utilizamos como valores de normalidade a mediana e como limites de normalidade, os
valores que excedem os 95% da mediana. Em outras palavras, o limite de confianga de
95% determinado pela tabulagdo direta dos dados. Esta forma de analise se deve ao fato
de que a maioria dos parametros analisados no ERG ndo ¢ necessariamente, normalmente
distribuido, como por exemplo, a amplitude da onda-b. Entdo, célculos de medidas de

dispersdo, como o desvio padrao, podem nos levar a conclusdes equivocadas.
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Figura 12: figura mostrando exemplos das cinco tipos de respostas medidas no eletrorretinograma (ERG), pertencentes ao protocolo da
ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision). Este protocolo consiste da avaliagdo da resposta retiniana a
estimulos escotopicos, mediado por bastonetes (A), em seguida, registra-se a resposta maxima onde cones e bastonetes respondem ao
estimulo (B). Em C, temos a filtragem dos potenciais oscilatorios que ocorrem no ramo ascendente da onda-b da resposta maxima. As
respostas mediadas por cones sdo obtidas por estimulagdo em alta freqiiéncia temporal (30Hz) e apos adaptacdo a luz por 10 minutos
(C e D, respectivamente). Para cada um destes pardmetros do ERG, avaliamos a amplitude méxima das respostas da onda-a e da onda-
b (“a” e “b” em F) e o tempo de ocorréncia desta, ou seja, sua laténcia (“L,” e “Ly” em F).
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lll.5. Metodologia da Sensibilidade ao Contraste de Luminéancia

[11.5.1. Sujeitos e Equipamento: Contraste Espacial

A sensibilidade ao contraste espacial e temporal de luminancia foram medidas
psicofisicamente utilizando o software PSYCHO for Windows v 2.36 (Cambridge
Research Systems — CRS-Ltd). As caracteristicas desta amostra estdo na tabela 5. Os
estimulos foram apresentados em um monitor Sony Trinitron 19 polegadas (GFD-420),
comandado por uma placa grafica Cambridge Research VSG 2/4, com uma freqiiéncia de
varredura de 100 Hertz e uma resolu¢ao de 800 x 600 pontos por polegadas (dpi). O

grupo controle para este teste foi composto por 17 sujeitos com idade pareada.

[11.5.2. Protocolo de Testagem

Para a medida da sensibilidade ao contraste espacial, os estimulos utilizados foram
grades de ondas senoidais nas freqiiéncias espaciais de 0,5; 1,0; 2,0; 5,3; 9,7 ¢ 19,4 ciclos
por grau (cpg), que apresentavam uma luminincia média de 34.4 cd/m’, medida pelo
fotometro Optical OP200-E (Cambridge Research Systems — CRS-Ltd) subtendendo uma
area de 4° de angulo visual. Para determinarmos a fungdo de sensibilidade ao contraste
utilizamos o método psicofisico do ajuste.

Em tal metodologia, o examinador controlava uma caixa de respostas (CB3 —
CRS-Ltd) que continha 2 botdes funcionais: um deles era utilizado para se ajustar o nivel
do contraste; o outro para registrar a resposta. No inicio da testagem, as ondas senoidais
apresentavam contraste maximo (figura 13). O examinador, entdo reduzia o nivel de
contraste que pode variar de 100% a 0%, progressivamente em passos de 1%, até o ponto

no qual o sujeito referisse ndo estar mais sendo capaz de discriminar o estimulo do fundo
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Tabela 5: Caracterfstica dos sujeitas no teste de sensiblidade a0 contrasta de emindncia

S0 Luimifincs 5C Cromdtico Temparal
e Dide ¢ fo
0,5 1,0 1,9 5.3 97 19,4 1,0 240 100 200 330
9 4752 13,5 a7 16,1 1B &3 28
g 4857 131 141 170 108 44 45
15 50 145 345 358 S48 125 7.3
15 4748 180 164 113 2sA 113 3.4
12 50 WE 752 ™A SR 148 00
12 50) 126 138 231 149 4,4 32
13 4750 174 456 585 410 181 36
B 50 592 660 1020 TRZ 384 127
g 45 22 50 1200 7R3 BT 144
16 4550 BlE 630 434 108 27 &2
5 43 44 N5 108 2.4 5.1 25
9 4752 186 #3587 1550 £79 5,1
18 4555 12 3127 133 112 3,1 1.1
13 51 oz 43 Mo 298 95 28
21 45572 w7 122 s 150 55 2.1
20 45-47 IS 743 MO 0 261 7.1
20 51-52 7 B0 853 305 54 249
18 4851 199 7. 10 1E80 0 388 200 45 137 183 03 1,9
1% 50 M8 740 872 B42 0 M3 55 62 170 327 160 47
11 4852 146 121 13 7.5 25 1.1 149 244 186 200 4,1
14 4145 131 165  3_7 115 T2 23 65 73 212 8.0 1.7
14 51 163 273 g 4.9 10 21 g5 106 330 105 &6
11 47 132 134 8 203 £.6 1.8 42 108 283 111 2.0
13 4550 270 385 582 487 303 59 18 8 10,2 87 20
10 4752 102 82 207 207 40 23 32 3148 6E 47 1,2
17 3ak0 i 45,6 45,2 333 11,6 4,7 33 B 1 ED 82 32
1 43 167 251 331 149 127 3,1 .5 7.8 B & 7.4 1,2
2 8 241 852 S98  TRE 213 161
20 7 185 51,5 560 400 251 9.0
10 Sald Mg 19% 274 117 4 20 7 129 237 147 21
17 Ba?7? 125 402 3319 5.8 3. 2,1 B4 141 251 14.0 2,2
17 Ba9 77 WL 1200 338 214 37 5% 147 153 80 1.5
21 3a7 187 31T 533 M4 143 63 N4 186 3BE 137 1,6
10 11a15 0 733 1280 &2 3O 07 55 136 187 167 36
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Tabela 5:  Caracteristica dos sujeftos no teste de sensibilidade ao contraste de umindnda (comtinua o)
5C Lumiinela 5L Cromético Temparal

o Cek:egto 0.5 1.0 1.9 5.3 g7 19,4 1.0 20 g 20 330
15 ndo 185 197 282 47 142 4.9
18 nidn 9,1 140 146 4,0 P 2,0
1§ ndo 83 73 150 105 2.4 1.5
14 o 28,0 w1 604 R 23,3 12,4
10 ndo 95 M7 182 175 BO 47
12 nio 2,7 28,0 8B EENS 14,5 5B
18 ndo 422 120 WB 10,2 4.4 2.0
19 mio 456 L] 9.3 684 213 123
9 ndo 12,2 63,0 L2 245 513 1.8
9 il 176 37 s 320 119 3.3
3 ndo 94 1,0 85 74 25 15 73 1ME 233 151 1,9
18 e s E 692 388 9,5 5,0 6,0 123 248 139 23
17 ndo 1. 20,5 12,9 8.6 310 1,3 2.2 9.2 1.2 203 3,5
0 [ 6.8 5.7 57 34 E,6 2.6 4,4 45 7.7 56 21
i} ndo 2B 7 353 128 134 86 5.2 13,2 43 147 2.4
1 ndo 22 408 Mg 822 k2 140 9.2 146 425 218 2.9
19 ndo 210 764 T4 170 133 114 83 187 407 1B& 3.8
13 ndo 87 1,2 145 157 3.1 2.0 10,1 18 227 100 1,8
13 ndo 3.1 BB 1TIED 340 215 12,6 87 120 194 128 2,2
15 ndo A5 488 1080 1040 233 HE 5.7 153 188 131 27
10 Controle 51,0 1030 1650 1830 325 24.6 183 284 529 35 2.6
18 Cemnirole 592 1620 2320 3000 10 T2 125 185 383 19.2 3.0
17 Comtrole 405 120 Wm0 1250 909 409 103 166 205 124 23
Ell Comnirole M RS0 M40 1430 sS85 352
19 Comtrole 540 1460 1860 1020 64 E57
1 Cemtrle M0 1890 240 1430 585 352 94 40 322 19,3 3,9
19 Controle 132 B57 1300 1410 1270 B8
17 Controle B28 100 1820 1200 853 M6 100 102 220 9,9 15
16 Comtrole 4338 B4 115G 1117 7256 41,6 87 11 186 9.1 23
&0 Conirole 409 B0 25970 2020 W00 3HE
12 Cantrole 37 BSE 1730 1029 435 128 35 121 443 168 3,2
23 Comtrole 40,2 67,1 1620 1050 428 9.8 126 143 215 1497 1.7
0 Comtrole 419 1050 1530 1530 1330 720
17 Cantrole 540 1460 1860 1020 654 257 148 189 753 220 3,2
17 Controle 525  Ne0 2020 1230 T&8 200
149 Cantrole N7 e 1580 130 M7 23 183 235 &8 FEN 4.1
21 Cenlrele 510 MBS 1280 1250 T4 30,0 6,5 107 537 150 3,2
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Figura 13: simulagdo da situacao da medida de sensibilidade ao contraste de luminancia.
O sujeito permanecia sentado ha 1 metro de distancia do monitor onde eram apresentados
os estimulos. Em nossa rotina, o experimentador manipulava a caixa de respostas.
Podemos observar no centro do monitor o padrdo de ondas senoidais utilizados como
estimulos.
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uniforme. A partir deste ponto, o examinador aumentava o nivel de contraste, também em
passos de 1%, at¢ o momento em que o sujeito referisse estar vendo o estimulo
novamente. Todo este processo foi repetido 3 vezes, para se obter o limiar do contraste e

a apresentacao dos diferentes tamanhos de ondas era aleatdria determinada pelo software.

[11.5.3. Sujeitos e Equipamento: Contraste Temporal

Para a medida de sensibilidade ao contraste de luminancia para estimulos com
variagdo temporal, o estimulo utilizado foi um flicker com modulacao senoidal entre
preto e branco que continha uma fun¢do Gabor sobreposta com 2,7 graus de raio e faixa
de corte para a luminancia média em 1 desvio padrdo. Foi utilizado o mesmo sistema
operacional utilizado para o contraste espacial. Os dados referentes as caracteristica da

amostra estdo na tabela 5.

111.5.4. Protocolo de Testagem

As freqiiéncias temporais utilizadas foram de: 1, 2, 10, 20 e 33 Hertz (Hz). A
luminancia média foi a mesma utilizada na avaliagdo espacial: 34.4 cd/m’.

A metodologia de testagem foi idéntica a empregada na avaliacao espacial, exceto
que, o sujeito tinha que responder ao examinador com referéncia ao piscar do estimulo,
ou seja, quando ele nao percebia mais o piscar no centro da tela e no exato memento em
que ele estivesse vendo o estimulo novamente.

Para ambos os testes de sensibilidade ao contraste — espacial e temporal - toda a
analise foi realizada monocularmente ¢ no mesmo olho em que aplicamos os testes de

visdo de cores e o eletrorretinograma.
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IV. Resultados

IV.1. Visao de Cores

Todos os pacientes realizaram o teste de visao de cores de Cambridge. Os valores
de mediana e dos quartis de 25% e 75% obtidos nos 3 principais eixos de confusdo para
os 3 grupos de DMD e para o grupo controle no Trivector estdo expressos na tabela 6.
Estes limiares sdo expressos em unidades u’v’ do espago de cor CIE 1976.

No Trivector, observamos uma diferenga estatisticamente significante entre os
controles e os DMD sem delecdo (grupol) e DMD com delecdo downstream ao exon 30
(grupo 3) (Kruskal-Wallis Andlise de Variancia em Ranks, h=23.368; p< .0001; Dunn
PostHoc Multicomparison Test) para o eixo protan, assim como para o eixo deutan
(Kruskal-Wallis Analise de Variancia em Ranks, h= 21.065; p< 0,0001; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) e para o eixo tritan (Kruskal-Wallis Anélise de Variancia em
Ranks, h= 24.096; p< 0,0001; Dunn PostHoc Multicomparison Test). Todos estes
resultados estdo ilustrados na figura 14.

A elipse de MacAdam foi obtida ao redor do mesmo ponto no diagrama de
cromaticidade da CIE utilizado no ruido de fundo para o Trivector. As areas medidas em
unidades u’v’ sdo mostradas na tabela 6. Valores de drea maiores e estatisticamente
significante (Kruskal-Wallis Andlise de Varidncia em Ranks, h= 24.679; p< 0,0001;
Dunn PostHoc Multicomparison Test) foram encontrados para os grupos 1 ¢ 3 de DMD
quando comparados com os controles (figura 15).

Os dois conjuntos de resultados, dos testes Trivector e Elipses, comparados com
os resultados do grupo controle, permitiram classificar os defeitos apresentados pelos

sujeitos testados. Foram levados em consideragdo os limiares no Trivector, a extensao e
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Tabela 6: Limiares de discriminag &0 cromdtica CCT

Visdo de Cores

Protan [eutan Tritan Ellipse
Controles 46 (35/67)* 47 (30/62) 59 (47 72) 307 (249/ 603)
DMD sem dele g 3o a7(67/121) 79(64/106) 117 (82/147) 739 (603/ 1466)
DMD dedegin up30 53(47/66) 64 (56/68) B8 (70/103)  S78(470/603)
DMD dede 3o down30 98 (747 115) 84 (51/10%) 106 (87/ 147] B892 (561/ 1522

* mediana [quartil?5%/ quartil’s%)
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Figura 14: grafico ilustra os valores de mediana e
quartis (25% e 75%) para os 3 principais eixos de
confusdo do Trivector. Diferencas estatisticas
foram encontradas entre os controles e os sujeitos
com DMD sem delegdo e com delegdo posterior
ao exon 30.
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Figura 15: mostrando os valores de mediana e quartis (25% e 75%) para as
elipses de discriminagdo cromatica. Diferengas estatisticas foram
encontradas entre os controles e os sujeitos com DMD sem delegdo e com
delecgdo posterior ao exon 30.
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angulo do eixo maior da elipse e a area da elipse, tal como descrito na se¢ao de Métodos,
na qual os critérios estdo detalhados,

Surpreendentemente, defeitos de discriminagdo para o eixo protan-deutan foram
encontrados em 27/54 (50%) dos sujeitos com DMD. Separando-os de acordo com os
grupos temos: 7/20 (35%) dos sujeitos do grupo 1, sendo 3 (15%) defeitos protandmalos,
3 (15%) defeitos deuteranomalos e 1 (5%) sujeito que mostrou uma perda inespecifica
protan-deutan. No grupo 2, observamos 1/7 (16%) defeito deuterandpico. Para os sujeitos
do grupo 3, os defeitos foram encontrados em 14/27 (52%), sendo 9 (33%) defeitos
protandmalos e 2 (7%) defeitos deuteranomalos e 1 (3%) inespecifico.

Alteragdes que levam a um defeito de visdo de cores difuso foram encontradas em
3/21 (15%) sujeitos do grupo 1 e em 2/27 (7%) sujeitos do grupo 3 (tabela 7).

Para confirmar os resultados de defeitos de visdo de cores no eixo verde-
vermelho, os sujeitos foram testados no anomaloscopio de Neitz e foi calculada a equagao
de Rayleigh para todos os sujeitos. Na tabela 7 estdo expressos o valor do ponto médio da
equiparagdo ¢ a respectiva amplitude. O teste do Chi-quadrado mostrou que nao ha
diferenca entre as classificacdes dos defeitos de visdo de cores baseadas pelo CCT e pelo
anomaloscopio para nenhum dos grupos. Os respectivos resultados estatisticos foram:
grupo 1 (Chi= 2.739, p=0.602), grupo 2 (Chi= 0.054, p=0.973) e grupo 3 (Chi= 1.701,
p=0.999).

Uma vez que este defeito protan-deutan foi determinado, em cada grupo de DMD,
separamos estes sujeitos com defeito de visdo de cores do restante em outro subgrupo. A
analise de variancia (Kruskal-Wallis Analise de Variancia em Ranks; Dunn PostHoc

Multicomparison Test) dos subgrupos que nao apresentaram defeito no eixo protan-
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Tabela 7 {continuag2a) : Resubades dos lestes de visbo de cores dos. sujeilos com Distrofia Muscaler de Duchenne

] i Trivecior Area
Dizgnsticn  Idade o Den T Elipse fngula  Classd. CCT
Normas. 17 k| 30 57 231,5 M3 normal
Hemas 18 i3 21 &0 238,19 50,7 nermal
Normas. 13 13 33 40 2244 M3 normal
Hermas 16 4% 49 &3 279,86 85,2 norl
Normas. 17 29 26 &0 185,9 E7.B normal
Hormas 18 4 3 48 265, 3 783 normal
Normas. 23 13 L] 57 03,3 BO5 normal
Hormas 21 i b 52 3471 G40 normal
Normas: 20 44 29 47 240, 2 B4 normal
Normas. 18 26 29 45 65,1 919 normal
Hormas: 17 i5 29 29 190,7 502 noemal
Hoemas. 18 29 30 44 2953 w21 normal
Normas 17 46 47 a7 44,5 500 normal
Wormas. 19 £ 36 £ 2795 87 normal
Normas 18 43 29 a5 hZA 59,8 normal
Wormas: 17 54 ] 50 76,1 B5,1 normal
Hormas 20 62 62 86 556, 7 65,9 noral
Mormas. 11 49 (3] 0 4371 B35 normal
Normas 10 i | a7 i B73,5 L nermal
Hormas 11 a9 &1 02 E183 B2.4 normal
Normas 10 94 85 102 6845 948 normal
Normas: 12 59 & 72 2054 B34 normal
MNimias " 76 81 L EEE: 156 foFmal
Normas. 10 76 70 98 1919 w7 normal
Hormas 12 by a0 66 1914 80,1 nofmal
Normas 12 78 65 96 226,2 82,1 normal
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deutan (Grupo 1, n= 10; Grupo 2, n=6; Grupo 3, n=13) mostrou uma diferenca estatistica
entre os controles e os sujeitos do grupo 3 para todos os parametros do teste Trivector —
protan, (h=7.809; p=0.049); deutan (h=7.837; p=0.049); tritan (h=10.390; p=0.016) - ¢
elipse (h=7.953; p=0.047), mostrados na figura 16.

Além da area da elipse, a relagdo entre os eixos principais, perpendicularmente
opostos, pode ser usada como um indicador para apontar se o defeito ¢ difuso (razdo
proxima de 1, até no maximo 2) ou apresenta uma direcao especifica no diagrama de
cromaticidade (razdo >2). Em nossos dados, excluindo os pacientes que apresentaram os
defeitos no eixo verde-vermelho acima citados, nao observamos diferencas estatisticas da
relacdo entre os eixos de todos os grupos de DMD quando comparamos com os controles
(Kruskal-Wallis Analise de Variancia em Ranks, p= 0,178). Estes dados sao mostrados na
figura 17.

O angulo do eixo maior da elipse ¢ o indicador do tipo de defeito que o sujeito
apresenta. Nos tricromatas, o angulo varia de 65° a 85°. Nos sujeitos com alteragdo na
visdo de cores protandpica, o angulo da elipse variou de 5° a 40°, nos sujeitos com
alteracdo deuteranodpica entre 155° e 180° e nos sujeitos com alteragdo tritanOpica entre
95° e 110°. Nossos dados nao mostraram diferenca estatistica (Kruskal-Wallis Anélise de
Variancia em Ranks, p= 0,448) entre os angulos dos grupos de DMD com os grupo
controle (figura 18), quando se excluem os sujeitos com defeitos no eixo protan-deutan.

Correlagdes entre os limiares nos eixos do trivector com o numero de genes
deletados (v. Tabela 7) dos sujeitos dos grupos 2 € 3 ndo mostram significancia estatistica
: grupo 2 (protan - p =0,438; deutan - p= 0,388; tritan - p= 0,843; elipse p= 0,660 -

Spearman Rank Order Correlation); grupo 3 (protan - p =0,394; deutan - p= 0,128; tritan -
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p= 0,184 - Spearman Rank Order Correlation) mas para o grupo 3, o resultado da elipse
mostrou correlagdo positiva leve a moderada entre a area da elipse e o numero de genes
deletados (r= 0.394; p= 0,038 - Spearman Rank Order Correlation).

Para o grupo que tem delecdo downstream ao exon 30 (grupo3), as correlagdes
entre o exon de inicio da delecao e o resultado dos limiares dos eixos do Trivector ¢ da
area da elipse nao mostram significancia estatistica (protan - p =0,363; deutan - p= 0,326;
tritan - p= 0,100; elipse p= 0,269 - Spearman Rank Order Correlation).

Para todos os parametros do CCT utilizamos como limites de normalidade a
mediana e os valores que excedem os 95% obtidos pela tabulacdo direta dos dados
(limites nao-paramétricos). Podemos observar na figura 19 que para o eixo protan,
excluindo os sujeitos com defeitos protandpicos e deuteranopicos, 4/10 (40%) sujeitos do
grupo 1; 3/13 (23%) do grupo 3 excederam os limites de normalidade. Para o eixo deutan,
2/10 (20%) dos sujeitos do grupo 1; 3/13 (23%) do grupo 3 mostraram estar fora dos
limites de confianga. No eixo tritan, 5/10 (50%) do grupo 1; 5/13 (29%) do grupo 3 estdo
fora dos limites de confianca. Para a elipse, observamos que 3/10 (30%) do grupo 1; 1/13
(8%) do grupo 3 estdo fora dos limites de normalidade.

Os testes de visdo de cores Ishihara e AO H-R-R foram aplicados em 48/54
criancas (89%) com DMD. Destas 6 criangas, 2 faleceram e 4 ndo apresentaram
colaboragdo para que o exame fosse confidvel. Para estes testes, observamos uma
capacidade inferior de detec¢do de alteracdes na visdo de cores para o eixo prota-deutan,
pois o0 AO H-R-R foi capaz de identificar 24% de alteragdes e o Ishihara apenas 16% de

defeitos na visdo de cores nos sujeitos com DMD.
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Figura 16: valores de mediana e quartis (25% e 75%). Mesmo apos a divisdo dos grupos,
os sujeitos com DMD do grupo 3 apresentam resultados de visdo de cores
estatisticamente reduzidos, em relagdo ao grupo controle, em todos os prardmetros do

Trivector e elipse.
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CCT Elipse - Axis Ratio
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Controles DMD sem Del DMD Ded up30 DMD Ded
down30

Figura 17: valores de média e desvio padrido para a relagdo entre os
eixos principais da elipse de discriminagdo cromatica. Diferengas
estatisticas ndo foram encontradas entre os controles e os sujeitos com
DMD, embora se observe uma tendéncia a ser maior do que os
normais.
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Figura 18: angulo de inclinagdo do eixo principal da elipse de
discriminagdo cromatica. Diferencas estatisticas ndo foram
encontradas entre os controles e os sujeitos com DMD, embora se
observe uma menor concentragdo ao redor de 90° como nos
controles.
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Figura 19: dispersdo dos resultados obtidos nos testes de visdo de cores dos sujeitos com
DMD sem o defeito no eixo protan-deutan. As areas em cinza representam o intervalo de
confianga de 95%. Para os 3 eixos de confusdo principais testados no Trivector notamos
que aproximadamente 20% dos sujeitos do grupo 1 e 3 estdo fora dos limites de
normalidade. No teste da elipse notamos 3 sujeitos do grupo 1 e apenas 1 do grupo 3
fora dos limites.
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O teste de Wilcoxon mostrou que ndo existe similaridade entre os resultados
obtidos pelo teste de Ishihara (W= -28.000, p= 0.016) ¢ AO H-R-R (W= -120.000, p<
0.001) com os resultados obtidos no CCT e com os obtidos pelo anomaloscépio (Ishihara,

W= -25.000, p=0.025; AO H-R-R, W=-117.000, p=0.004).

IV.2. Sensibilidade ao Contraste

IV.2.1. Sensibilidade ao Contraste Espacial

Os dados de sensibilidade ao contraste espacial de luminancia mostraram uma
diferenca estatistica entre todos os grupos - controles € DMD - para todas as freqiiéncias
espaciais testadas: 0,5 cpg (h=12,965; p= 0,005); 1,0 cpg (h=16,790; p< 0,001); 2,0 cpg
(h=17,790; p< 0,001); 5,3 cpg (h= 30,025; p< 0,001); 9,7 cpg (h= 28,760; p< 0,001);
19,4 cpg (h= 31,440; p< 0,001) - Kruskal-Wallis — ANOVA em Ranks; Dunn PostHoc
Multicomparison Test - (figura 20). Porém, o resultado do teste de comparagdes multiplas
mostrou que esta reducao na sensibilidade ao contraste ¢ diferente entre os grupos, tendo
os sujeitos do grupo 2 uma sensibilidade melhor do que os sujeitos do grupo 1 e estes
uma sensibilidade melhor do que os do grupo 3, porém, todos os grupos sao diferentes do
grupo controle.

Separamos em um outro subgrupo os dados de sensibilidade ao contraste dos
sujeitos que apresentaram alteracdes no eixo protan-deutan. Tal divisdo ndo alterou o
resultado anterior mostrando que ambos os subgrupos, com e sem prejuizo da visdo de
cores, apresentam uma reducgdo significativa da sensibilidade ao contraste em todas as
freqii€ncias espaciais, quando comparados com os controles. Este resultado foi observado

nos sujeitos do grupo 1: 0,5 cpg (h= 23,565; p<0,001); 1,0 cpg (h=24,717; p< 0,001);
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Figura 20: valores de mediana da amplitude (superior) e laténcia (inferior) da onda-a
(coluna da esquerda) e da onda-b (coluna da direita) para a resposta dos bastonetes. As
barras indicam os quartis de 25% e 75%. Diferenga estatistica entre controles de DMD com
delegdo posterior ao exon 30 foi obtida para a laténcia das ondas —a e —b indicando uma
maior tempo de resposta dos DMD e para a amplitude da onda-b que nos sujeitos com
DMD se mostrou reduzida.
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2,0 cpg (h= 26,024; p< 0,001); 5,3 cpg (h= 24,088; p< 0,001); 9,7 cpg (h= 26,535; p<
0,001); 19,4 cpg (h=25,611; p< 0,001) e do grupo 3: 0,5 cpg (h= 24,778; p< 0,001); 1,0
cpg (h=30,713; p< 0,001); 2,0 cpg (h=29,511; p<0,001); 5,3 cpg (h=25,022; p< 0,001);
9,7 cpg (h=29,882; p< 0,001); 19,4 cpg (h=30,117; p<0,001).

Uma possivel correlacdo entre o numero de genes deletados e a reducao na
sensibilidade ao contraste ndo foi confirmada entre o grupo controle e os sujeitos com
DMD para nenhuma das freqiiéncias espaciais testadas. Nao foi encontrada, também,
nenhuma correlacdo entre os resultados obtidos nos parametros avaliados no teste de
visao de cores e os obtidos na sensibilidade ao contraste, para nenhum dos grupos de

DMD.

IV.2.2. Sensibilidade ao Contraste Temporal

Os dados de sensibilidade ao contraste de luminancia com modula¢do temporal
mostraram uma diferenga estatistica pela andlise de variancia (Kruskal-Wallis ANOVA
em Ranks; Dunn PostHoc Multicomparison Test) entre o grupo controle e os sujeitos do
grupo 3, para as freqii€ncias temporais: 1 Hz (h= 16.230; p= 0,001); 2 Hz (h= 8.383; p=
0,039); 10 Hz (h= 8.788; p= 0,032); 20 Hz (h= 11.750; p= 0,008), exceto para a
freqiiéncia de 33 Hz (h= 3.751; p= 0,294) na qual ndo houve diferenca estatistica (figura
21).

Semelhante a analise que realizamos nos dados da sensibilidade ao contraste
espacial, separamos em um outro subgrupo os sujeitos que apresentaram alteragdo prota-
deutan na visdo de cores. Tal divisao ndo alterou o resultado anterior a separacdo dos

sujeitos do grupo 1, os quais continuaram sem diferenca estatistica, quando comparados
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Figura 21: valores de mediana da amplitude (superior) e laténcia (inferior) da onda-a
(coluna da esquerda) e da onda-b (coluna da direita) para a resposta dos bastonetes. As
barras indicam os quartis de 25% e 75%. Diferenga estatistica entre controles de DMD
com deleg@o posterior ao exon 30 foi obtida para a laténcia das ondas —a e —b indicando
uma maior tempo de resposta dos DMD. Redug@o da amplitude da onda-b significante

também foi encontrada nos sujeitos com DMD.
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Figura 22: valores de mediana da razdo da amplitude onda-b/ onda-a. As
barras indicam os quartis de 25% e 75%. A diferenca estatistica foi
significante entre controles de DMD com deleg@o posterior ao exon 30.
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Tabela 9.  Correlag 8o entre C5Ft e visdo de cores nos OMOs grupo 3

Freqléncla Temporal
1 . 10 20 33
T .0,728 0,854 0817 0,950 0,731
p 0,020 0,001 0,004 0,001 0,020
i -0,528 0,528 0,867 0,833 0,479
P 0,002 0,002 0,001 0,002 0,169
T r -0,628 0,795 0,850 0,767 0,555
p 0,058 0,006 0,001 0012 oM
A rea r -0,639 40,567 0,854 0,653 0,156
Elipse P 0,058 0,089 0,001 0,050 0,676

r = coeficiente de correlag do
significincia  p < 0.05
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com os controles. Mas, para os sujeitos do grupo 3, ha uma diferenga significativa entre o
subgrupo dos sujeitos com reducdo da visdo de cores e os controles para todas as
freqiiéncias temporais: 1 Hz (h= 9.848; p= 0,007); 2 Hz (h= 7.896; p= 0,019); 10 Hz (h=
9.170; p= 0,010); 20 Hz (h= 9.413; p= 0,009) exceto para a freqiiéncia de 33 Hz (h=
2.238; p= 0,327) nao houve diferenga estatisticamente significante (figura 22). O
subgrupo sem alteragdo na visdo de cores ndo mostrou diferenga estatistica.

Uma alta correlagdo inversamente proporcional com significancia estatistica foi
encontrada entre os resultados do Trivector e os resultados obtidos na sensibilidade ao
contraste temporal nos sujeitos com DMD do grupo 3. O eixo protan se correlacionou
com todas as freqliéncias temporais testadas. Os eixos deutan e tritan se correlacionaram
com excecao da freqliéncia temporal alta (33 Hz). No teste da elipse, valor de correlagdao
significante foi obtido somente para freqiiéncia temporal média (10 Hz). Os coeficientes
de correlagdo e as significancias estdo expressas na tabela 8. Para os sujeitos com DMD
dos grupos 1 e 2 ndo encontramos diferenca estatistica.

Semelhante a medida da sensibilidade ao contraste espacial nossos dados nao
apresentam correlacdo entre o nimero de genes deletados e a redug@o na sensibilidade ao
contraste entre o grupo controle e os sujeitos com DMD para nenhuma das freqii€éncias

espaciais testadas.

IV.3. Eletrorretinograma
Os valores de mediana e quartis de 25% e 75% das amplitudes e laténcias das

respostas do ERG estao mostrados na tabela 9.
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A amplitude da resposta da onda-a dos bastonetes nao mostrou diferenca
estatistica entre os controles e os grupos dos DMD (Kruskal-Wallis, p= 0,234; Dunn
PostHoc Multicomparison Test) enquanto que a laténcia do grupo controle ¢€
estatisticamente diferente do grupo 3 (Kruskal-Wallis, p= 0,013; Dunn PostHoc
Multicomparison Test). Para a onda-b, tanto a amplitude (Kruskal-Wallis, p= 0,09; Dunn
PostHoc Multicomparison Test) quanto a laténcia (Kruskal-Wallis, p= 0,015; Dunn
PostHoc Multicomparison Test) mostraram um diferenca estatistica entre os controles e
os DMD do grupo 3 (figura 23).

De acordo com a literatura, os resultados mais evidentes sdo encontrados na onda-
b da resposta maxima. Nossos dados mostraram que a amplitude (Kruskal-Wallis, p=
0,334; Dunn PostHoc Multicomparison Test) e a laténcia (Kruskal-Wallis, p= 0,794;
Dunn PostHoc Multicomparison Test) da onda-a ndo foram diferentes entre os grupos de
DMD e os controles. Entretanto para a onda-b, tanto a amplitude (Kruskal-Wallis, p=
0,016; Dunn PostHoc Multicomparison Test) quanto a laténcia (Kruskal-Wallis, p=
0,048; Dunn PostHoc Multicomparison Test) mostraram diferenga estatistica entre o
grupo controle e o grupo 3 dos DMD (figura 24).

A relagdo b/a ¢ menor do que 1 (ERG negativo) nos sujeitos com DMD, de acordo
com a literatura. Encontramos uma diferenca na relagdo b/a estatisticamente significante
entre os controles ¢ o grupo 3 (Kruskal-Wallis, p< 0,001; Dunn PostHoc
Multicomparison Test). Além disso, uma diminui¢do progressiva do valor desta pode ser
observada na figura 25, o que indica que a distrofina estd intimamente ligada com a

geracdo desta resposta no ERG.
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Tabelz  8:Vaores® dos pardmetras do ERG nos controles & OMO.

Escodbpica
amp-a amp- b |at-a lat-b
Certrales <55 (6.8 -2.8} 2185 [142.5; 245) 31.2 [26.4; 36) 0.4 (19.4; 55.2)
Sem Delegdo 54 [-23.5;-1.3) 111.3 [B2.6; 140.4) 36 (33.8; 44) 984 [92.8; 104.8)
Deleg 5o up30 4.0 (-6.4; .34} GE.4 (19.3; 173.4) 268 (24; 295 90.8 (BS; 93.6)
Del e; 30 down30 -14.1 [-22.0; -8.6) 555 (47.5;, 77.5) 50.4 (46.2; 60) 126.4 (125.2; 128)
Resposia Mixima
amp=a amp- b | al-a |ttt
Cortrales -182.7 (-232; -140.2 | 347 (I0005; 436.8) 20(19.8; 20.2) 46.4 [40.6; 52)
Sem Delegdo 1332169, 1014 ] 1.2 (599 241.0) 2008 (16,8 21.4) 528 (30.4; 57.8)
Deleg o up30 -195.3 (-199.5;-191 | 209.1 (79.4;334.7) 204 {19.% 21.6) 42.8 [33.6; 52)
Deleg do down 30 -14.7 [-204; -14.2] 126.% (105.7; 205.5] 208 (16.5; 20.8) 159.2 {137, 191]
Potendais Oscilaibrios
amp PO 1 ampFl 2 amp PO 3 amp PO 4
Conirales 22045872 141 (11,3, 17.10) 429(35.7.52.7) 305 [26.4; 42.8)
Sem Dele g 30 6.7 (6.1; 7.9} 12.2 (11:16.3) 304 {17.1; 42.6) 21.5 (9.5 24.3)
Del g 40 antes 30 45 (32,58} 13.2 (12.9,135) 35.7(13.5:57.9) 21.1 (7.5 4.6
Del eg S0 apds 30 58 (2.7 7.1} 13.2 [5.3; 146} 13.4 {6.3; 21.6) 1247 (9.7, 13.4)
Potendais Osdlatérios
lat PO1 lat POZ latP03 lat P04
Cortrales 12 (11.2; 12) 16 (16; 16.8) 224 {216 £2.4) 26.8 (28.2; 30.2)
Sem Dele g 3o 128 (11.8; 13.6) 6.8 (16;17) 23.2 (22.2; 24) 296 [29; 30.8)
Deles o anfes 30 10(9.5; 10.4) 168 [15.2; 18.4) 236 {21.6 25.6) 304 (29.5 31.2)
Deleg 30 apds 30 12 (11.4; 17.4) 16 {15.4; 23.2) 232 {184 274) 304 [21.4; 31.8)
Cones adaptados d luz
amp-a amp- b | al-a Jigk-bs
Cortrales -23.3 {264, -15.5) 969 (677, 108.2) 136 (12.8; 14.4) 26.4 [2a.4; 27.2)
Sem Dele g 5o «33.7 (-59.5; -28.5) 1081 (59.4; 121.2) 136 (12.2; 16.8) 264 (23,2, 27.4)
Diel e 30 antes 30 271 {-33.3; -20.9) B5.6 (B35 87.7) 18 (12.8; 23.2) 26,8 [24.8; 28.8)
Deleg 50 apds 30 9.6(-42.2,129) B4 (18 236} 208 [16; 23.8) 24.8 [18.2; 26)
Flicker 30Hz
amp-a amp- b lat-a Jat-b
Corirales -46.7 {-70.3; -37.9) B7.6 (59.9; 531.7) 13,8 {13.4; 14.4) 27.2 [25.6; 30.4)
Sem Dede g 3o -6B.9 [-74; -57.5) 75.2 (B3.1; 95.8) 13.6 {10.6; 15.4) 272 (22,2, 70.4)
Deleg 3a anfes 30 -28.9 -52.2; -5.6} 36.8 (16 57.6) 11.2 {6.4; 16} 30.8 [24.8; 20.8)
Deleg da apds 30 -48.4 [-82.5; -23.8) 54.6 (45,1, 77.4) 16.8 [15; 27.6) 32 (29, 33.2)

amp-2=  ampltude da onda-a

amp-f  amplude da onda-b;

lat-b: latfnda da onda-b; PO1: potendal osclatdrio 1; POZ; potendal csclatdria 2;

P03: patercial osdlatinio 3;

PO: potencial asclattrio 4.

* mediana (gquatil 25% ; quartil 75%)

lat-z: laténcia da anda-a:
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Figura 23: valores de mediana da razdo da amplitude dos potenciais oscilatorios. As
barras indicam os quartis de 25% e 75%. A diferenca estatistica foi significante entre
controles de DMD com delegdo posterior ao exon 30 para os potenciais oscilatorios 3 e 4.
Este resultado mostra que tanto a camada plexiforme externa da via dos bastonetes quanto

a camada plexiforme interna da via dos cones tém sua fun¢do prejudicada pela alteracdo
da distrofina.
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Figura 24: valores de mediana da amplitude (superior) e laténcia (inferior) da onda-a
(coluna da esquerda) e da onda-b (coluna da direita) para a resposta de cones isolados
por freqiiéncia temporal. As barras indicam os quartis de 25% e 75%. N&o observamos
diferenca estatistica entre controles e sujeitos com DMD.
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Figura 25: valores de mediana da amplitude (superior) e laténcia (inferior) da onda-a
(coluna da esquerda) e da onda-b (coluna da direita) para a resposta dos bastonetes. As
barras indicam os quartis de 25% e 75%. Diferenca estatistica entre controles de DMD
com dele¢do posterior ao exon 30 foi obtida para a amplitude da onda-b.
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Realizamos duas andlises das medidas dos potenciais oscilatérios. Na primeira
analise, a soma dos POs mostrou uma diferenca estatistica entre o grupo controle e o
grupo 3 dos DMD (Kruskal-Wallis, p< 0,024; Dunn PostHoc Multicomparison Test). A
analise da amplitude e da laténcia de cada PO foi realizada individualmente, uma vez que
cada POs, aparentemente, tem uma origem celular diferente. Nao foi observada diferenca
estatistica no primeiro PO para a amplitude (Kruskal-Wallis, p< 0,468; Dunn PostHoc
Multicomparison Test), nem para a laténcia (Kruskal-Wallis, p< 0,079; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) entre o grupo controle e os grupos de DMD. Resultado
semelhante foi obtido para a amplitude (Kruskal-Wallis, p< 0,981; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) e para a laténcia (Kruskal-Wallis, p< 0,899; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) do segundo PO.

Entretanto, uma diferenca estatistica foi encontrada para a amplitude do terceiro
(Kruskal-Wallis, p< 0,034; Dunn PostHoc Multicomparison Test) e quarto POs (Kruskal-
Wallis, p< 0,018; Dunn PostHoc Multicomparison Test) entre o grupo 3 e os controles.
Para a medida da laténcia do terceiro (Kruskal-Wallis, p< 0,405; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) e do quarto PO (Kruskal-Wallis, p< 0,559; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) todos os grupos de DMD apresentam resultados semelhantes aos
dos controles. Todos este resultados estdo apresentados na figura 26.

Na medida da fungdo de cones para respostas ao flicker 30Hz, ndo foram obtidas
diferencas estatisticas entre os controles e os grupos de DMD para o parametro amplitude
(Kruskal-Wallis, p< 0,257; Dunn PostHoc Multicomparison Test) nem para o parametro
laténcia (Kruskal-Wallis, p< 0,190; Dunn PostHoc Multicomparison Test) da onda-a.

Resultado que se repetiu para a amplitude (Kruskal-Wallis, p< 0,238; Dunn PostHoc
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Figura 26: curva de dispersdo dos valores da razdo da amplitude da onda-b/ onda-a
e dos valores obtidos nos testes de visdo de cores. Valores negativos de correlagdo
moderada a alta, estatisticamente significante, foram encontrados para o eixo protan
(R*= -0.66, p= 0.004); para o eixo deutan (R*= -0.51, p= 0.032); para o eixo tritan
(R*=-0.58, p= 0.013) do teste Trivector e para a elipse (R>= -0.72, p< 0.001). Estes
resultados mostram que hd uma relag@o inversa entre os limiares de discriminagéo
dos testes de cores e os resultados da razdo b/a do ERG, indicando que quanto
menor o limiar nos testes de cores (melhor discriminagdo) maior a relagao b/a.
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Figura 27: grafico da funcdo de sensibilidade ao contraste de luminancia para
estimulos com modulagdo espacial. Os valores sdo expressos em mediana e
quartis (25% e 75%). A diferenca entre o grupo controle e os sujeitos com DMD
que ocorre para todas as freqliéncias espaciais tem diferenca estatistica.
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Multicomparison Test) e laténcia (Kruskal-Wallis, p< 0,413; Dunn PostHoc
Multicomparison Test) da onda-b (figura 27).

Nao observamos diferenga estatistica da amplitude (Kruskal-Wallis, p< 0,134;
Dunn PostHoc Multicomparison Test) e da laténcia (Kruskal-Wallis, p< 0,159; Dunn
PostHoc Multicomparison Test) da onda-a entre os grupos de DMD e os controles para a
resposta de cones adaptados a luz (figura 28). Entretanto a amplitude da onda-b mostrou-
se diferente entre os controles ¢ os DMD do grupo 3 (Kruskal-Wallis, p< 0,024; Dunn
PostHoc Multicomparison Test). A laténcia da onda-b ndo mostrou diferenca entre os
grupos de DMD e os controles (Kruskal-Wallis, p< 0,321; Dunn PostHoc
Multicomparison Test).

Realizamos uma correlagdo entre os valores da relacdo b/a com os valores de
limiar de discriminagdo do teste trivector e da area da elipse, obtidos no teste de visdo de
cores. O resultado mostrou uma relagdo inversa moderada significante entre os
parametros dos testes de visdo de cores no teste Trivector para o eixo protan (R2= -0.66,
p= 0.004); para o eixo deutan (R2= -0.51, p= 0.032) e para o eixo tritan (R2= -0.58, p=

0.013). No teste da elipse, houve uma alta correlagdo (R2=-0.72, p< 0.001) (figura 29).
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Figura 28: grafico da fungdo de sensibilidade ao contraste de luminancia para
estimulos com modula¢do temporal. Os valores sdo expressos em mediana e
quartis (25% e 75%). A redugdo da sensibilidade observada entre o grupo controle
e os sujeitos com DMD do grupo 3, que ocorre para todas as freqii€ncias
temporais t€ém diferenca estatistica, exceto para a freqiiéncia 33Hz.
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Figura 29: grafico da fungo de sensibilidade ao contraste de luminancia para estimulos
com modulagdo temporal para os sujeitos separados de acordo com o resultado da viséo
de cores. A esquerda, os sujeitos DMD do grupo 1 e 4 direita, os sujeitos DMD do grupo
3. Os valores sdo expressos em mediana e quartis (25% e 75%). A diferenga ¢
estatisticamente significante entre o grupo controle e os sujeitos com alteracdo na
discriminagdo cromatica somente para o grupo 3 (esquerda).
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V. Discussao

Segundo o trabalho de Sigesmund et al. (1994) as funcdes visuais de acuidade
visual de Snellen, motilidade ocular ¢ visdo de cores nos sujeitos com DMD estavam
dentro dos parametros de normalidade. A visdo de cores também j& havia sido
previamente investigada nos sujeitos com DMD com os testes de pranchas e de
ordenacdo. Os resultados estavam dentro da normalidade e na época se constatou pouca
probabilidade de visdo de cores € DMD ocorrerem no mesmo sujeito (Zatz et al., 1974;
Skinner, Smith & Emery, 1974; Gisburg & Long, 1977; Sigesmund et al., 1994). Estes
foram os unicos trabalhos que encontramos na literatura, os quais avaliaram
funcionalmente a visao dos sujeitos com DMD.

Nossos resultados sdo inéditos, até onde sabemos, em mostrar uma alta ocorréncia
de prejuizos na discriminacdo cromatica e de contrastes de sujeitos com DMD. A perda
destas fungdes foram significativamente maiores nos sujeitos com delegdes downstream
ao exon 30, a partir do qual se inicia a transcricdo da isoforma retiniana Dp260. Nossos
dados também replicaram os achados da literatura que mostram existir alteracdes nas
respostas escotopicas e fotopicas do ERG de campo total. Como esta isoforma ¢
localizada na retina entre fotorreceptores e células bipolares, na camada plexiforme
externa, o dano observado na visdo de cores e de contraste deve estar ligado a
comunicagdo entre os fotorreceptores e estes neuronios de segunda ordem, assim como se

acredita ser esta regido o sitio da altera¢do encontrada no ERG.
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V.1. Visao de Cores

Encontramos uma alta incidéncia de defeito de visdo de cores para o eixo verde-
vermelho em nossos sujeitos cuja delecdo era downstream ao exon 30 (52%) e nos
sujeitos que ndo apresentam delecdo (35%). Este alto valor de defeitos de visdo de cores
supera, em muito, a incidéncia populacional geral. Os defeitos congénitos protandpicos e
deuteranodpicos sdo de origem genética ligados ao cromossomo X, e portanto, com muito
maior prevaléncia em sujeitos do sexo masculino. Estes defeitos ocorrem em
aproximadamente 4 a 10% da populacao geral (Pokorny et al., 1981). Um valor préximo
a esse (16%) foi obtido nos sujeitos com DMD do grupo 2 — dele¢do upstream ao exon 30
— mostrando que o Unico caso encontrado neste grupo estd préximo do esperado para a
populagdo geral, podendo este valor ser reduzido se avaliarmos um nimero maior de
sujeitos deste grupo.

A seletividade para a via parvocelular, mediadora da resposta para o eixo protan-
deutan, nos traz importantes questdes a serem respondidas referentes ao entendimento do
mecanismo de funcionamento da distrofina na retina. Ndo sabemos se existe distrofina em
todos os tipos de fotorreceptores. Existiria somente em cones L e M, cujo gene da opsina
que os diferencia também se localiza no brago longo do cromossomo X? Poderia existir
alguma interagdo entre o gene da distrofina, e os genes das opsinas dos cones M e L,
mesmo estando eles em pontos distantes do cromossomo X? Por outro lado, parte do
mecanismo poderia estar na retina interna, num funcionamento alterado das células
ganglionares. Como a distrofina ¢ encontrada no endotélio dos vasos sanguineos da
retina, e as alteragcdes nessa proteina causam um comprometimento nesses vasos, seria

compreensivel encontrar perda de funcdo em células ganglionares, cujo metabolismo ¢
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mais diretamente afetado pela rede vascular que o de outras células retinianas. Esta
hipotese seria plausivel se apenas a via parvocelular estivesse comprometida nos
pacientes com DMD, pois as células ganglionares que a compdem sao muito pequenas e
tém os axdnios mais finos de todos os tipos de células ganglionares (Xu et al., 2001). De
fato, quando estudamos a visao de cores, vemos que a via koniocelular ndo parece estar
afetada. Entretanto, a hipdtese ndo se sustenta ao lembrarmos os achados de Benoff et al.
(2002) mostrando que somente a via magnocelular do tipo ON esta afetada em pacientes
com DMD. Esta via é composta de axdnios de calibre grosso e talvez fosse menos sujeita
aos prejuizos vasculares. De qualquer forma, ndo se entenderia como esses prejuizos
atingiriam duas vias (magno e parvo) e poupariam a terceira (konio). A conclusdo desta
especulacdo ¢ a de que a hipotese mais provavel para o mecanismo responsavel pelas
perdas visuais na DMD ¢ a de que ele esteja localizado na retina externa.

A presente descoberta de uma associagao entre DMD e cegueira para cores em
cerca de 50% dos afetados, ou seja, muito mais freqiiente do que constava da literatura,
certamente surpreendera a area de estudos de DMD pois a busca por esse tipo de ligacao
parou nos anos 70, segundo o que pudemos verificar. Naquela época foram escritos
apenas trés artigos sobre o assunto. Publicados simultaneamente em 1974, os estudos da
brasileira Mayana Zatz et al. e de um grupo na Escdcia que estudou DMB (Skinner et al.,
1974) tiveram impacto na area, o terceiro, um relato de caso, ndo recebeu citagdes
(Gisburg, & Long, 1977). O estudo de Mayana Zatz et al. (1974) encontra uma pequena
probabilidade de associagdao entre Duchenne e perdas congénitas de visdo de cores
devidas aos cones L e M na populacdo masculina. No entanto, os autores verificaram uma

maior possibilidade de que esta associagdo ocorra com sujeitos portadores de DMB. O
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outro estudo ¢ mais enfatico neste achado e estabelece uma ligagao entre DMB e defeitos
deutan (Skinner et al., 1974). Esta distincdo entre DMD e DMB foi feita pelos autores
porque na época, acreditava-se que as alteragdes genéticas que levavam a uma ou outra
doenca ocorriam em locais diferentes no gene. Como em 1984 (v. Zatz, 2002) descobriu-
se que os genes da DMD e DMB sao alelos, as diferengas, encontradas por estes autores
poderiam estar refletindo a influéncia de outras func¢des, cognitivas ou motoras, € nao as
fun¢des visuais.

A discrepancia entre os nossos resultados e os resultados obtidos nestes estudos
pode estar refletindo a sensibilidade dos testes. Verificamos em nossos sujeitos que pelos
testes de pranchas as alteragcdes estdo entre 16% e 24%, uma porcentagem muito
semelhante as que foram encontrada nestes estudos. Todavia, com a aplicacdo de testes
mais sensiveis para a deteccdo de defeitos de visdo de cores CCT e Anomaloscopio, este
valor percentual sobre para 50%.

Temos em nossa amostra sujeitos sem delegdes nos quais a DMD ¢ causada por
mutacoes dificeis de serem identificadas neste gene pelo seu tamanho, mas que também
apresentaram déficits na discrimina¢do de cor. O fato da visdo de cores mostrar-se
alterada nestes sujeitos deve estar associado ao fato de que essas mutagdes podem estar
ocorrendo downstream ao exon 30, portanto, prejudicando a fun¢do da distrofina Dp260 e
conseqiientemente, acarretando a alteracao funcional que encontramos. A alta incidéncia
de defeitos de visdao de cores neste grupo, todavia, ¢ muito similar a incidéncia observada
nos sujeitos com delecao downstream ao exon 30. Se este grupo de sujeitos sem delecoes,
descaracterizado do ponto de vista genético para uma correlacdo entre gendtipo-fenotipo

apresenta tal semelhanca na visdo de cores, este achado nos leva a acreditar que os testes
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de visdao de cores (CCT e Anomaloscopio) poderiam ser utilizados como um indicador
aos geneticistas, ou seja, sujeitos que apresentem tais defeitos na visdo de cores teriam a
probabilidade de 50% de apresentar pelo menos um ponto de mutacdo downstream ao
exon 30. No entanto, estudos devem ser realizados neste sentido com vistas a testar esta
nossa hipotese.

Schmitz et al. (1977a) mostraram que a relagdo entre a amplitude da onda-b e a
amplitude da onda-a no eletrorretinograma, a relagao b/a, era tanto menor quanto maior o
nimero de exons deletados ou quanto mais distante era a delecdo com relagdo ao exon 30.
Para a funcao de visdo de cores, uma relacao entre o local da delecdo e a magnitude do
defeito parece ndo existir j4 que nos nossos sujeitos houve prejuizo da discriminacao
cromatica independentemente das delegdes serem no exon 30 ou imediatamente apos ou
ocorrem mais distantes, como por exemplo no exon 50. A correlagdo encontrada entre a
area da elipse e o nimero de genes deletados necessita ser posteriormente confirmada.
Indiretamente, estes resultados mostram que a isoforma da distrofina que ocorre na retina
(Dp260) ¢ essencial para a sua fisiologia e que ocorrera um prejuizo funcional da visao
caso ela esteja alterada.

Quadros benignos de DMD podem ocorrer mesmo com dele¢des de até 50% do
tamanho gene, desde que ela ocorra na regido central do gene. Esta dele¢do alteraria
apenas a regido do bastdo e nao as regides N- e C-terminal que sdo importantes sitios de
ligacdo da distrofina com outras proteinas celulares (Zatz, 2002). A distrofina Dp260 ¢
também uma proteina de tamanho grande e difere das isoformas maiores, de tamanho
total, apenas por ndo ter a regido N-terminal e aproximadamente 1/3 da regido do bastio

(Schmitz & Drenckhahn, 1997a; Mehler, 2000). Alteracdes nas regides rica em cisteina e
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C-terminal ocorrem quando a dele¢do ¢ downstream ao exon 63. Sendo assim, dele¢des
que ocorram na regido central do gene podem levar a alteragdes retinianas e funcionais da
visdo, mesmo com quadros motores menos graves. Os sujeitos de nossa amostra
apresentam delecdes apenas na regido do bastdo, visto que as delecdes se estendem, no
maximo, até o exon 60. Este dado sugere que a regido do bastdo ¢ importante para o papel
fisioldgico que desempenha a isoforma Dp260.

Com relagdo aos métodos de analise da capacidade de discriminagdo cromadtica,
constatamos que a andlise do tipo de defeito e do seu respectivo grau de acometimento,
realizada pelo teste de cores de Cambridge, ¢ complexa e deve considerar os resultados
obtidos tanto no Trivector quanto no teste da elipse. Em alguns casos, o Trivector foi
capaz de demonstrar apenas a existéncia de um prejuizo na discriminacao para o €ixo
protan-deutan. Nestes sujeitos, s6 foi possivel caracterizar o tipo de defeito analisando os
resultados do Trivector em associagdo com os da elipse . Os resultados classificatorios
que obtivemos no teste de Cores de Cambridge diagnosticando defeitos protan ou deutan
foram confirmados em 98% os casos pelos resultados obtidos no Anomaloscopio de Neitz
tipo I, teste padrdo ouro para a detecgdo, classificacdo e quantificacdo de defeitos na visao
de cores para o eixo protan-deutan.

A metodologia psicofisica rigorosa que o teste de Cores de Cambridge emprega a
calibracdo exata dos estimulos e os controles de luminancia e contorno com os quais €
construido, garantem um procedimento muito preciso e tornam este teste
comprovadamente (Ventura et al., 2003 a e b; Castelo-Branco et al., 2004) mais sensivel
do que os testes cldssicos de ordenacao (Farnsworth-Munsell 100-Hue), e de pranchas

(Ishihara e AO H-R-R) tendo nos permitido uma analise mais refinada da funcao visual
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de cores destes sujeitos. Com a bateria de testes utilizada, ndo s6 identificamos a
existéncia de perdas na discriminagdo cromatica como fomos capazes de mostrar que
estas perdas sdo seletividade para uma das vias neurais do processamento da informagao

visual de cor — a via parvocelular, mediada pelos cones L e M.

V.2. Sensibilidade ao Contraste

O presente estudo apresenta os primeiros dados de sensibilidade ao contraste
obtidos em pacientes com DMD. A unica informacao que encontramos na literatura sobre
a visdo espacial de sujeitos com DMD foi a do trabalho de Sigesmund ef al. (1994), que
avaliou a acuidade visual de 20 sujeitos, tendo concluido que todos tinham acuidade
visual normal. Este resultado foi por nos confirmado. Apesar de a AV ser normal, a
sensibilidade ao contraste espacial dos sujeitos com DMD em nosso estudo revelou-se
menor que a dos controles para toda a faixa de freqii€ncias espaciais que testamos, de 0.2
a 20 cpg. Ou seja, sujeitos com DMD necessitam de maiores niveis de contraste que
controles para detectar a presenca de uma grade espacial. Entretanto, sua resolugdo em
alto contraste, isto €, sua acuidade visual, ndo difere da dos normais.

O fato de a sensibilidade ao contraste ser homogeneamente mais baixa que a dos
controles para todas as freqiiéncias espaciais € importante para o entendimento do papel
fisiologico da distrofina, uma vez que as respostas para as baixas freqiiéncias espaciais
sao relacionadas com a atividade de células magno e, as respostas para as altas
freqiiéncias espaciais com a atividade das células parvo. As respostas para as freqiiéncias
espaciais médias estariam relacionadas com as céluas konio. No entanto, estudos sobre as

propriedades de resposta destas células para os diferentes estimulos mostram que existe
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uma grande sobreposi¢do entre as respostas das células konio com as respostas das
c¢lulas magno e parvo. Elas exibem campos receptivos de varios tamanhos: de grande
como os de células magno a pequenos como de células parvo. Sendo assim, a redugdo da
sensibilidade ao contraste encontrada para as freqiiéncias médias pode ndo estar
relacionada diretamente com a via konicelular (Casagrande, 1994; Dacey & Lee, 1994;
Komatsu, 1998; Xu et al, 2001). Como os cones L e M participam tanto da via
magnocelular como da via parvocelular e a Dp260 se localiza nos cones, esperar-se-ia de
fato que alteracdes nessa proteina afetassem as duas vias. Nosso resultado se alinha com
essa hipotese. Entretanto, o resultado obtido por Benoff (2001) mostra efeitos deletérios
da DMD apenas na via magnocelular.

A participagdao dos cones S na deteccdo de niveis de luminancia para estimulos
com variagdo espacial ¢ praticamente nula (Kaiser & Boynton, 1996). Assim, esta
redu¢do generalizada da curva de sensibilidade ao contraste se somaria aos resultados de
visdo de cores indicando alteracdo na fun¢do dos cones L e M provocada pela distrofina
alterada, o que nos leva a concluir que a alteragdo observada para ambas as fungdes, cor e
contraste, tem origem no inicio do processamento neural da informagdo na retina, ja que
Dp260 se localiza na camada plexiforme externa.

Embora ndo haja diferenca estatistica entre os resultados de sensibilidade ao
contraste para os subgrupos sem defeito na visdo de cores, apds a divisao realizada nos
grupos de DMD 1 e 3, os dados indicam que os sujeitos que apresentaram valores mais
altos nos resultados no teste de visao de cores (pior discriminagao) também apresentam
uma tendéncia de ter valores menores nos resultados da sensibilidade ao contraste

espacial de luminancia (pior sensibilidade). Para o grupo 3 que ¢ caracterizado do ponto
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de vista genético, a alteracdo concomitante destas duas fungdes corrobora o raciocinio
apresentado no paragrafo anterior. Para o grupo 1, cujos sujeitos ndo apresentam
delecdes, tais resultados poderiam indicar que possiveis pontos de mutacdo estdo
ocorrendo downstream ao exon 30.

A constatagdo de uma redugdo significativa, na sensibilidade ao contraste
espacial de luminancia, de 30 dB relativa aos valores do grupo controle, tem uma
importancia clinica fundamental porque a avaliagdo clinica da funcdo visual espacial
ainda ¢ classicamente realizada somente pela medida da acuidade visual. Por este motivo,
até o momento os sujeitos com distrofia muscular de Duchenne sdo referidos como tendo
visdo normal (Sigesmund et al., 1994). A acuidade visual ¢ apenas uma parte da fungdo
de visdo espacial e expressa, apenas, a capacidade de observar dois estimulos
minimamente separados no espago, em situacdo de contraste maximo. No entanto, no
ambiente em que vivemos, nas situagdes do nosso dia-a-dia, sdo poucos os estimulos que
realmente apresentam contraste maximo. A grande maioria dos estimulos de nossa cena
visual ocorre em niveis muito variados de contraste, tanto préximos como menores que o
maximo. Assim, a funcdo de sensibilidade ao contraste nos oferece uma quantidade muito
maior de informagdo a respeito de sua visao espacial do que a AV, uma vez que esta
funcdo leva em consideracdo a capacidade de perceber estimulos separados no espago,
incluindo a variacao do nivel de contraste nesta medida.

A sensibilidade ao contraste também foi testada para estimulos com modulacao
temporal permitindo a avaliacao da capacidade de perceber diferencas para estimulos que
variam no tempo. No paradigma que utilizamos, a sensibilidade ao contraste estava

reduzida apenas nos sujeitos com DMD e delecdo downstream ao exon 30 — grupo 3.
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Interessante foi o resultado obtido quando os grupos foram separados seguindo os
mesmos critérios da sensibilidade ao contrate espacial. Os sujeitos do grupo 3, que
apresentaram alteracdes na visdo de cores para o eixo protan-deutan, tiveram uma
reducdo uniforme significativa da sensibilidade ao contraste por modulagdo temporal
quando comparados com sujeitos do subgrupo sem defeito na visao de cores e com os
normais. Este resultado difere do encontrado na medida por modulacdo espacial, ja que o
grupo 1, mesmo apos a divisao, nao apresentou diferengas entre os dois subgrupos com
relacdo ao grupo controle. Embora os cones S participem das respostas as baixas
freqii€ncias temporais, esta participacao ¢ inferior a dos cones L e M. Sendo assim, os
nossos resultados indicando valores reduzidos de sensibilidade ao contraste temporal
concordam com os encontrados na visao de cores e na sensibilidade ao contraste espacial
e contribuem para nossa sugestdo de que, principalmente os cones L e M sdo alterados
pela delecao downstream ao exon 30.A dicotomia das respostas nas duas principais vias
de processamento visual — parvo e magnocelular — também pode ser analisada pelas suas
distintas caracteristicas de respostas temporais. As cé€lulas que compdem a via
magnocelular respondem preferencialmente a estimulos de rapida modulacdo — igual ou
acima de 10 Hz - enquanto que as células da via parvocelular, respondem
preferencialmente a estimulos de baixa modulagdo temporal — pouco além de 1 Hz
(Leonova, Pokorny & Smith, 2003). Outra vez, observamos que ambas as vias de
processamento estdo afetadas de maneira semelhante, j4 que os nossos resultados de
sensibilidade ao contraste temporal foram igualmente reduzidos para a freqiiéncia
temporal baixa -1 Hz - e para as altas que testamos - acima de 10 Hz. Esta reducdo difusa

da sensibilidade ao contraste temporal refor¢a nossa sugestdo anterior de que o sitio



Discussdo 105

destas alteracdes esteja no nivel da retina externa, no que ha de comum aos sistemas
magno e parvo, ou seja, os fotorreceptores L e M. Acreditamos que a semelhanca da
resposta entre os controles e os sujeitos com DMD para a freqiiéncia temporal maixma
usada, de 33Hz, ocorra por esta ser uma freqiiéncia proxima da freqiiéncia critica de fusdo
— limiar para estimulos modulados temporalmente na qual se deixa de perceber os
estimulos como um piscar intermitente e passa-se a ver como um estimulo constante. Por
se tratar de uma freqii€éncia na extremidade da curva nao ha grande possibilidade de uma
variagdo dos niveis de contraste normalmente discriminados ndo sendo possivel mostrar
diferencgas entre os grupos uma vez que o proprio limiar dos sujeitos normais ¢ alto e
apresenta pouca variacao.

Comparando os resultados obtidos nas medidas de sensibilidade ao contraste
espacial e temporal, notamos que as caracteristicas espaciais parecem estar mais afetadas
que as medidas temporais ja que na funcao temporal , somente os sujeitos do grupo 3, os
quais tém uma visdo de cores alterada, apresentam reducdo significante. Nos sujeitos
deste mesmo grupo com boa visdo de cores € nos sujeitos dos outros grupos de DMD, o
contraste temporal se mostrou alteragdes. Todavia, apesar da reducdo da sensibilidade ao
contraste espacial ter sido verificada em todos os grupos de DMD, foi observada uma
tendéncia desta reducdo ser maior nos sujeitos com DMD do grupo 3 (v. figura 29).

O resultado das medidas de ambas as fun¢des de sensibilidade ao contraste em
associagdo com os obtidos nos testes de visdo de cores aponta fortemente para uma
correlagdo genotipo-fendtipo para as fungdes visuais estudadas, ja que os sujeitos com
DMD e delecdo downstream ao exon 30 sd3o os que apresentam os resultados mais

alterados para todos os testes. Isto indica, mais uma vez, que a distrofina retiniana
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(Dp260) tem um papel fisioldgico extremamente importante para garantir uma boa visao.
Os sujeitos cuja deleg@o ocorre downstream ao exon 30 apresentam perdas de importantes
fungdes visuais. Estes resultados reforcam as conclusdes a que chegamos analisando os
achados nos testes de visdo de cores, apontando para a retina externa, como o sitio de
origem das alteragdes das func¢des visuais que testamos.

Vemos, portanto, que os sujeitos com distrofia muscular de Duchenne apresentam
prejuizo das funcdes de discriminagdo de cores e de aspectos visuais, espaciais e
temporais do sistema visual. Estas alteragdes podem dar suporte para as, até entdo,
especulativas alteragdes neurocomportamentais e cognitivas, que Mehler (2000) propds
tendo em vista apenas as alteragdes retinianas observadas no eletrorretinograma.

Finalmente, as alteracdes identificadas sdo de extrema relevancia, pois t€ém uma
implicacdo direta nos ambitos pedagdgicos e reabilitacionais. Com a evolugdo dos
tratamentos clinicos e com o advento da terapia genética (Matsuo, 1996), a sobrevivéncia
destes sujeitos deve se prolongar e, conseqiientemente, conhecer mais sobre todos os
aspectos desta doenca nos permitira planejar melhor estratégias a fim de garantir a melhor

qualidade de vida possivel para os sujeitos com DMD.

V.3. Eletrorretinograma

Alteragdes no eletrorretinograma de campo total sdo descritas na literatura e em
tais resultados de fung¢do retiniana, tanto a resposta mediada por cones (Fitzgerald et al.,
1994; Pillers et al., 1999a; Schmitz et al., 1997a) quanto a resposta mediada por
bastonetes (D'Souza et al., 1995; Pillers et al., 1993a; Yang et al., 2001) parecem estar

afetadas nos sujeitos com DMD.
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Nossos dados confirmaram estes previamente encontrados na literatura, uma vez
que nos sujeitos que avaliamos também encontramos alteracdes tanto nas respostas
escotopicas que refletem a funcdo dos bastonetes, quanto nas respostas fotopicas,
mediadas por cones. Na resposta dos bastonetes observamos uma redu¢do na amplitude
da onda-b e um aumento de sua laténcia quando comparamos os resultados dos controles
com o resultado dos sujeitos com DMD e delecao downstream ao exon 30 (grupo 3), o
exon responsavel pela transcri¢do da isoforma retiniana Dp260. Nossos dados mostraram
também um aumento na laténcia da onda-a que reflete a atividade dos fotorreceptores.
Uma vez que a geragdo da onda-b ocorre no processamento pds-receptoral e que a Dp260
apresenta um importante papel fisiologico na propagagdo da resposta do fotorreceptor
para os neuronios de segunda ordem, o atraso provocado pela alteragao na distrofina neste
sitio pode prolongar o tempo de surgimento da resposta da onda-b. Neste caso, como
medimos a laténcia no pico da resposta de amplitude, este aumento da laténcia da onda-a,
na verdade, reflete mais um atraso na gera¢cdo da onda-b do que um evento alterando a
resposta do proprio fotorreceptor.

Para a resposta maxima da retina, envolvendo as duas classes de fotorreceptores,
cones ¢ os bastonetes, os sujeitos com DMD e delecdo downstream ao exon 30,
apresentaram uma reducdo na amplitude da onda-b e um aumento de sua laténcia,
confirmando os achados encontrados na literatura (Fitzgerald et al., 1994; Pillers et al.,
1999a; Pillers et al., 1993a; Yang et al., 2001). Estes trabalhos também apontam para
uma redugdo na razao das amplitudes das ondas b/a. A reducdo da razao b/a reflete uma
alteracdo na transmissdo do sinal entre os fotorreceptores e as células bipolares. Os

sujeitos com DMD que avaliamos apresentaram uma reducao da razdo b/a cujos valores
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foram progressivamente pior para os sujeitos com DMD sem delecao, seguidos pelos
sujeitos com delecdo upstream ao exon 30 e, apresentando os menores valores de razao
b/a, os sujeitos com DMD e dele¢ao downstream ao exon 30.

Como ja mencionado na secdo de Resultados, a razdo da amplitude b/a se
correlaciona inversamente com os resultados obtidos em todos os parametros do teste de
visdo de cores (Trivector e elipse) o que nos leva a concluir que a alteragdo encontrada na
discriminagdo cromatica esta intimamente ligada com a alteragdo retiniana causada pela
distrofina. Esta correlagdo necessita ser posteriormente verificada também para as
sensibilidades ao contraste de luminancia espacial e temporal ja que foi pequeno o
numero de sujeitos (n= 6) que realizam tanto o exame do ERG como a medic¢ao da fung¢do
de sensibilidade ao contraste.

Dentre os estudos que analisaram o ERG de pacientes com DMD, nao
encontramos uma andlise individual dos potenciais oscilatorios. Julgamos ser
extremamente importante porque, por esta analise individual dos potenciais oscilatorios,
podemos identificar quais as regides ou os agrupamentos celulares da retina que estao
mais afetados pelas alteracdes na distrofina. Este tipo de analise pode ser realizado no
eletrorretinograma de campo total por que cada potencial oscilatorio tem sua origem em
uma determinada camada da retina e reflete a resposta de um determinado agrupamento
celular. Nossa andlise individual dos potenciais oscilatorios mostrou que nos sujeitos com
DMD do grupo 3, ha uma reducdo na amplitude do terceiro PO. Estudos de isolamento de
tipos celulares realizados com farmacos indicam que este potencial oscilatorio reflete as
alteracdes elétricas na camada plexiforme externa que ocorrem pela despolarizacdo das

células bipolares da via de processamento dos bastonetes (Wachtmeister, 1998). Estudos
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realizando marcacdes celulares por métodos de imunocitoquimica, concluiram que a
camada plexiforme externa ¢ o sitio de maior concentracdo da distrofina na retina (v.
revisdo em Schmitz ef al, 1997a). Sendo assim, nossos dados eletrofisioldgicos
mostrando prejuizo funcional na retina externa estdo de acordo com a localizacdo das
marcacoes histoldgicas da distrofina na retina nessa mesma regido. O que nao se pode
precisar ¢ se todos os tipos de cones contém distrofina ou se ela se encontra apenas nos
cones L e M, porque as funcdes afetadas dizem respeito apenas a estes ultimos.

O quarto potencial oscilatorio, que reflete as alteracdes elétricas geradas pelas
c¢lulas ganglionares e pelas células interplexiformes existentes na camada plexiforme
interna, relacionadas com a via OFF dos cones (Wachtmeister, 1998), também era de
menor amplitude nos sujeitos com DMD do grupo 3 quando comparado com os controles.
Esta redu¢do no quarto PO indicaria uma alteragdo relacionada a via OFF e necessita de
posterior investigacdo. Uma vez que a distrofina ¢ fortemente marcada em toda a
extensdo do corpo celular das células de Muller e na membrana limitante interna (figura
4), alteragdes nestas regioes poderiam estar afetando o funcionamento adequado das
células ganglionares. Neste caso, as alteracdes verificadas no 4° PO ndo estariam
refletindo alteragdes especificamente da via OFF das células ganglionares como um todo.

As marcacgdes histologicas na camada plexiforme externa indicam que a distrofina
retiniana (Dp260) se localiza internamente na invaginagdo do terminal axonal do
fotorreceptor. As células que fazem contato nesta regido interna sdo pertencentes a via
ON. Sendo assim, estas alteragdes no 4° PO ndo devem refletir a agdo da Dp260 mas,

talvez, das outras isoformas presentes na retina.
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Habitualmente, os resultados dos potenciais oscilatorios sdo apresentados como
um valor da soma de todos os potenciais e a laténcia para ocorrer o primeiro potencial
(Girlanda et al., 1997). Uma vez que podemos realizar uma avaliacao mais detalhada dos
potenciais oscilatorios, a andlise da soma dos potenciais oscilatorios, que
conseqiientemente esta reduzida nos sujeitos com DMD do grupo 3, em comparagao com
os resultados dos controles, ndo nos € muito informativa.

A resposta obtida pela estimulacdo de flicker a 30Hz foi semelhante entre os
sujeitos do grupo controle e os sujeitos com DMD. No entanto, podemos observar na
figura 24 que para os sujeitos do grupo 3 ha uma tendéncia destes apresentarem valores
maiores de laténcia tanto para a onda-a quanto para a onda-b. Estudos Posteriores sdo
necessarios para testar esta tendéncia. Assim, estes resultados associados aos resultados
obtido no teste de sensibilidade ao contraste temporal sugerem que as funcdes de
processamento temporal estdo menos afetadas do que as espaciais.

Por ultimo, a resposta dos cones apds adaptacdo a luz também estava alterada para
os sujeitos com DMD do grupo 3. A amplitude da onda-b era menor nos sujeitos deste
grupo quando comparado aos controles. Este resultado ¢ semelhante ao encontrado em
outros estudos (Fitzgerald ef al., 1994; Pillers et al., 1999a; Schmitz et al., 1997a).

Na discussdo que fizemos com rela¢do aos resultados obtidos na visdo de cores
indicando uma seletividade para os cones L ¢ M, questionamos o desconhecimento sobre
a dispersdo da distrofina na retina, ou seja, se ela ¢ disseminada por total a retina ou ¢
expressa apenas nos cones L e M. A reduzida resposta obtida no ERG de campo total para
estimulos escotopicos, mediada por bastonetes aponta fortemente na dire¢do de uma

expressao da distrofina espalhada em toda a retina e contra uma aparente seletividade aos
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cones L e M. Se fosse este o caso, porque a distrofina iria deixar de ser transcrita apenas
nos cones S? Muito provavelmente, os nossos dados estdo apontando para uma
associacao entre os genes das opsinas L e M e o gene da distrofina, localizados no mesmo
Cromossomo.

Até o presente momento, todos os achados indicavam que a Dp260 ¢ expressa
principalmente nas células fotorreceptoras na regido em que se conectam com células
bipolares do tipo ON: marcagdes por imunocitoquimica mostram que a distrofina Dp260
se localiza na parte interna da invaginagdo do botdo sindptico dos fotorreceptores, sitio de
conexao com células bipolares do tipo ON; Benoff et al. (2002) em um estudo de
potencial visual evocado separando as vias magnocelular e parvocelular, do tipo ON e
OFF, mostraram que a via magnocelular do tipo ON estd afetada em pacientes com DMD
enquanto que as outras vias ndo; a principal alteragdo encontrada no ERG ¢ a redugdo da
amplitude da onda-b na resposta maxima e ja estd bem estabelecido que esta onda ¢
gerada pelas células bipolares pertencentes a via ON (Brown, 1968; Fitzgerald, Cibis,
Giambrone, & Harris, 1994; Fitzgerald et al., 1999; Wachtmeister, 1987; Wachtmeister,
1998); a seletividade para as células do tipo ON foi confirmada em um estudo de ERG de
longa duracdo (Fitzgerald, Cibis, Giambrone, & Harris, 1994) que permite a analise
separada destas vias.

Finalmente, os nossos dados replicaram os dados da literatura e apontam para a
existéncia de uma correlagdo gendtipo-fendtipo no eletrorretinograma, assim como
ocorreu para os testes psicofisicos. Acreditamos que uma analise mais detalhada dos
potenciais oscilatdrios, incluindo um numero maior de sujeitos ird nos auxiliar no

entendimento do fluxo de sinais neurais na retina destes sujeitos. A evidente alteragcdo
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retiniana demonstrada pelas alteragdes no eletrorretinograma destes sujeitos também nos
leva a concluir que as alteracdes nas func¢des visuais decorrem da alterag@o retiniana que

na camada plexiforme externa da retina, local onde se encontra a isoforma da distrofina

Dp260.
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VI. Conclusées

Como conclusdes, nosso estudo mostrou que:

1 - existem prejuizos na capacidade de discriminacao cromatica nos sujeitos com DMD
principalmente nos sujeitos com delecdo downstream ao exon 30 pois apresentam
resultados reduzidos para o eixo protan-deutan em um valor muito acima do esperado

para a populag@o normal;

2 —a sensibilidade ao contraste de luminancia espacial e temporal encontram-se reduzidas
para todas as freqiiéncias nos sujeitos com DMD, principalmente nos sujeitos dele¢ao

downstream ao exon 30 que apresentam os piores resultados;

3 - além das alteragdes descritas na literatura, referentes ao ERG de sujeitos com DMD,
descrevemos pela primeira vez alteracdes do ERG nos potenciais oscilatorios PO3 e PO4.
Os potenciais PO3 relacionam-se a resposta das células bipolares pertencentes a via de
bastonetes e os PO4 refletem a atividade de células da camada plexiforme interna

(células de Miiller e ganglionares) pertencentes a via dos cones.

4 - tanto para a visdo de cores quanto para as sensibilidades ao contraste e o
eletrorretinograma, observamos a presenga de uma correlagdo entre estes aspectos do
fenotipo e o genotipo, ja que estes resultados foram significativamente piores nos sujeitos

com DMD que possuem delagao posterior ao exon 30.
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VIll. Anexos
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Glossario

Cromossomo X — cromossomo sexual. Mulheres apresentam dois cromossomos X
enquanto que os homens apresentam um cromossomo X € um outro cromossomo sexual
Y.

Dalton — unidade de peso/massa: 1 dalton = 1,66 x 10”* gramas.

Delecdes — perda de partes de uma estrutura, por exemplo, delecdao do exon 30-45 do
gene da DMD indica que o gene da distrofina ndo apresenta os exons de 30 a 45.

Downstream — exon localizados posteriormente a um exon de referéncia.

Dp — do inglés Dystrophyn protein, sigla utilizada para descrever uma das isoformas da
distrofina, baseada em seu peso, por exemplo, Dp260 se refere a distrofina de peso de 260
kilodaltons.

Exon — seqiiéncia de nucleotideos de DNA e RNA que codificam proteina.

Heterozigota — apresenta um gene dominante € um recessivo ou apresenta um gene
integro e um alterado. Nestes casos, os genes dominantes ou integros se expressam em
50% das células. Com relagdo aos cromossomos sexuais, somente as mulheres sao
heterozigotas uma vez que tem dois cromossomos X.

Kilobases — quantidade de bases (adenosina trifosfato) multiplicadas por mil. O gene da
distrofina tem 2500 kilobases ou 2.500.000 bases.

Mutaciao — mudancas nas seqii€ncias de bases do DNA.

Promotor — seqiiéncia de bases que iniciam o processo de leitura do DNA para a
transcri¢ao do RNA.

RNA - 4cido nucléico sintetizado do DNA por um processo chamado de transcricao.
Existem 4 classes principais de RNA: 1) RNA ribossdomico — componente estrutural do
ribossomo; 2) RNA transferidor — carregam aminoacidos na forma ativada para o
ribossomo para a sintese de proteinas; 3) RNA mensageiro — carregam a informagao
especifica da seqiiéncia de aminoacidos de uma determinada proteina ; 4) RNA nuclear
pequeno — encontrado no nucleo celular, geralmente associados a proteinas formando
proteinas ribonucleicas.

Upstream — exon localizado anteriormente a um exon de referéncia.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo da Visao de Cores e Sensibilidade ao Contraste em Jovens com Distrofia
Muscular de Duchenne

Pesquisadores: Marcelo Fernandes da Costa, Prof®. Dr Dora Fix Ventura.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que estuda a visdo de cores ¢ a
sensibilidade ao contraste em jovens com distrofia muscular de Duchenne. O estudo ¢ baseado no resultado
dos seguintes exames .

Visdo de cores: o primeiro exame usa uma tela de computador que apresenta uma letra colorida e
um controle para vocé€ informar a posi¢do da figura mostrada. No segundo exame, olhando em uma ocular
teleobjetiva para um circulo dividido ao meio, ajustes serdo feitos em dois botdes para se igualar a cor da
metade superior com a da metade inferior. Outros dois testes de cores serdo feitos utilizando-se pequenos
livros com figuras e numeros coloridos.

Sensibilidade ao contraste: também em uma tela de computador, listados preto e branco de
diferentes tamanhos serdo apresentados e vocé devera informar quando esta vendo-os e quando os deixou
de ver. Em um segundo teste, um circulo aparecera na tela piscando em diferentes velocidades. Vocé
também devera responder quando o circulo sumir e quando ele aprarecer.

O eletrorretinograma usa uma cupula, vocé estara sentado em frente a ela e serdo emitidos flashes
de luz. As respostas do seu olho a esta luz serdo captadas por um eletrodo como se fosse uma lente de
contato. Para esse exame € necessario a dilatagdo da pupila e a anestesia da cornea com uso de colirios.

Apenas um olho serd examinado em todos os testes, usando um tampao adesivo anti-alérgico. Os
exames ndo sdo invasivos e ndo oferecem qualquer risco de dano fisico.

Sera feita também uma medida da sua visdao usando uma tabela de letras “E”.

Os resultados serdo sigilosos e seu nome néo sera divulgado. Apenas os nimeros dos resultados de
seus exames poderdo ser divulgados em publicacdes cientificas.

Sendo sujeito voluntario para este estudo:
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Vocé fica livre para esclarecer suas duvidas sobre qualquer aspecto deste estudo e também para
retirar sua participagdo a qualquer momento. A participagao no estudo ¢é totalmente voluntaria.

Vocé podera tomar conhecimento dos resultados obtidos ao final da pesquisa, se desejar.

Caso seja detectada qualquer alteragdo da visdo de cores ou atividade da retina, sera fornecido
relatério detalhado e sera dada orientagdo quanto a necessidade de procurar acompanhamento médico.

Apb6s ter lido as informagdes acima (ou alguém ter lido para vocé), estou ciente de que o estudo
sera util para a descricdo das possiveis alteragdes da visdo de cores causadas pelo diabetes e autorizo a

utilizagdo de meus resultados para pesquisa.

Sao Paulo, de de

Nome

() paciente ( ) responsavel/grau

Documento de identidade N°

Endereco

CPF N°

Assinatura do paciente/responsavel

Assinatura do pesquisador
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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