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RESUMO

Os primatas sdo os unicos mamiferos que possuetaséanglionares M e P
na retina. Eles podem ser divididos em prossimiasteopodides, sendo que estes ultimos
compreendem o0s catarrineos (comumente chamadostagpd@des do Velho Mundo) e
platirrineos (comumente chamados de antropéidedad® Mundo ou neotropicais). Todos
0s catarrineos até entdo estudados, incluindo @morsdo diurnos e tém visao tricromatica.
Por outro lado, os platirrineos podem ser diurnos@urnos e a grande maioria possui um
polimorfismo sexual quanto a visdo de cores: tamosnachos sdo dicromatas e as fémeas
podem ou nao ser tricromatas. No presente trabdtitam estudados trés platirrineos:
Alouatta (diurno e tricromata)Cebus macho (diurno e dicromata) Aotus (noturno e
monocromata). Foi correlacionado os diferentedosstie vida e a presenca ou ndao do
polimorfismo sexual com as propriedades temporagspectrais das células ganglionares
retinianas M e P. Foram obtidos registinsvivo de células parafoveais isoladas usando
microeletrédios de metal e vidro. Os seguintesrests foram usados: pulsos de luminancia
e de cor para classificar a célula em fasica oicadscilacdes temporais de luminancia e de
cor para levantar a fungao de transferéncia de ag@lo temporal; dois LEDs, 554 e 638 nm
foram modulados em contrafase e em diferentes pgoes ou em diferentes fases relativas
mas com a mesma amplitude para estudar as propeedspectrais. Em todos os primatas
estudados, foram encontradas células ganglionaseslofjicamente classificadas como
células M e P. As respostas celulares aos pulsoscéacdes temporais foram similares
aguelas de catarrineos: foram observadas céldam$acom um mecanismo de controle de
ganho de contraste, classificadas como M, e cét@lasas e lineares, classificadas como P.
As células dAlouattae doCebussdo dominadas pelos sinais dos cones e @ouspelos
sinais dos bastonetes. As células P Alouatta ttm oponéncia cromatica como em
catarrineos, enquanto as células FCébusmacho e ddotusndo tém oponéncia cromatica,
sendo “cegas para a cor”. Os resultados corrobosaachados morfolégicos de que as vias
M e P estéo presentes tanto em catarrineos quiatitoipeos. As células ganglionares M e P
dos platirrineos sdo similares, qualitativements, c&lulas dos catarrineos quanto as

propriedades temporais, mas bastante diferentegajaa propriedades espectrais.



ABSTRACT

Primates are the only mammals with M and P ganglalls in the retina. They
comprise prosimians and anthropoids. The later caveded in catarrhines (Old World
anthropoids) and platyrrhines (New World anthrophidhll catarrhines so far studied have
diurnal habits and are trichromats. On the othemdhgplatyrrhines can be diurnals or
nocturnals and the majority of them shows a polyhar color vision: all males are
dichromats and females can be dichromats or tnohts. Three neotropical primates were
studied: Alouatta (diurnal and trichromat), mal€ebus(diurnal and dichromat), andotus
(nocturnal and monochromat) to correlate diffeddetstyles and the sexual polymorphism
with temporal and spectral properties of M and fhaé ganglion cells. Parafoveal retinal
ganglion cells were recorded vivo using tungsten-in-glass extracelular microeleasod
Several stimuli were used to characterize cellarsp. Luminance and chromatic pulses were
used to distinguish between phasic and tonic céllsninance and chromatic temporal
oscillations were used to measure cell temporalutadidn transfer function. Two LEDs of
554 nm and 638 nm, respectively, were modulatezbimterphase with different proportions
or with different relative phases to study M andc&l spectral properties. In all three
primates, we found ganglion cells which were pu#i classified as belonging to the M or P
pathways. Cell responses to pulses and oscillat@ne similar to those from catarrhines: M
ganglion cells were phasic and showed a gain cstint@ntrol mechanism while P ganglion
cells were tonic and quite linea&louattaandCebuscells responses were dominated by cones
input, while Aotus cells responses were dominated by rods inplduatta P cells showed
chromatic opponency, similar to those found in htaes, while maleCebusP cells were
color blind versions of P cells when compared witlose found in catarrhines and in
Alouatta These results support previous morphological isfydwhich suggest that
catarrhines M and P retinal pathways share singitaperties with platyrrhines. M and P
ganglion cells from platyrrhines have similar temgdqoroperties when compared to those
found in catarrhines but exhibit different spectpabperties which could be predicted by

animal colour vision phenotype.
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1 INTRODUCAO

O neurocientista inglés David Marr (1945-1980)ireente pesquisador que
estudou explicitamente o sistema visual como unpodiivo para 0 processamento de
informac&o, em sua obra bastante conhecida “Visipablicada postumamente em 1982
pelos seus colaboradores, argumenta como o processade informacgao realizado por um
sistema qualquer pode ser compreendido a partodbecimento sobre esse sistema em trés
niveis diferentes (MARR, 1982): o da teoria compistaal; o da representacdo e do
algoritmo; e o da implementacao kardware O nivel mais alto € o da teoria computacional,

Ay

que trata “do qué” o sistema faz, o “por qué” é patado de um modo particular (e ndo de
outro) e, portanto, implica também em um conjurdoregras que a computacao feita pelo
sistema tem que satisfazer. O nivel intermediario da representacdo e do algoritmo,
tratando da representacdo dos dados de entradaseidk no sistema e das operacdes
realizadas pelo sistema com os dados de entradargmultar nos dados de saida. O nivel
mais baixo é o dbardware o qual abrange a parte material do sistema,iimduos dados
em sua forma fisica. Em teoria, de posse do comeetdo em todos esses trés niveis acerca
de um sistema qualquer, seria possivel criar @difnente um dispositivo que efetuasse o
processamento de informacéo realizado por esssnsisDispensével dizer que os estudos e
teorias de David Marr constituem um importante mantelectual que continua a inspirar
geracdes sucessivas de neurocientistas visuais.

A aplicacdo da teoria de processamento de infgiimaao sistema visual
pressupbe que o mesmo extrai dados de entradgeitoedo mundo, a partir de imagens
capturadas por sensor(es) apropriado(s), tendo aupedivo principal a localizacdo e o
reconhecimento das entidades externas ao sistemamamdeterminada janela temporal e
espacial. Caracterizar que informacfes sao extaiflaropriedades das imagens,
representacdo) e qual o conjunto de regras (temmmaputacional) que o sistema visual
emprega no pré-processamento (algoritmo) dessamiafiio na retina (0s sensores
apropriadoshardware, € um passo importante para o entendimento dgratdo que ocorre

nas areas corticais visuais superiores (MARR, 1982)

1.1 VIAS PARALELAS DE PROCESSAMENTO DA INFORMAQA@ISUAL

As células ganglionares sdo neurbnios de segorttan que estdo a apenas
duas sinapses dos eventos da fototransducao. épessentam a ligacao entre os circuitos
retinianos e 0s niveis de processamento cortio@, geus axoénios formam o nervo oOptico, a

Unica via de saida, na retina, da informacao vifRmitanto, a camada de células ganglionares



€ um local importante para estudar como 0s neusGritinianos da via visual codificam a

representacdo neural da informacdo visual, a qudloeé enviada para 0s centros visuais
superiores em vias paralelas. A investigacado daldgia das propriedades funcionais das
células ganglionares, através da combinacdo dedatido visual e registro elétrico da

atividade dessas células, levou a formulagdo des dudteses distintas de como esta
representacdo pode ser construida pelos neura@tingsnos.

Uma delas, a qual se originou dos trabalhoszaddis na retina do coelho e de
vertebrados inferiores, propde a existénciatrigger features configuracdes especiais de
estimulos que fariam disparar classes especifioas células ganglionares, quando
apresentados no campo visual do animal (BARLOW 1138or exemplo, um estudo pioneiro
de Barlow mostrou que na retina da réa existe uamssel de células ganglionares que responde
tbnica e vigorosamente somente na presenca de 300 dreto se movendo dentro de seu
campo receptivo. Em experimentos comportamentaigndp esse disco era apresentado a
uma rd, a mesma dirigia a sua atencdo para o éstieuealizava acbes comumente
observadas em seu comportamento alimentar: pulascamentos da lingua em direcdo ao
disco. A luz desses resultados, Horace Barlow swgerexisténcia de neurdnios que
funcionariam comtug detectorsa retina desse vertebrado (BARLOW, 1953).

Seis anos depois, Lettvin e colaboradores trabdih no MIT Massachusetts
Institute of Technologyregistraram no nervo Optico da rd quatro tipodilbi&s nervosas,
cada uma com uma responsividade diferente e relat#o a um determinado aspecto da
imagem. Uma dessas fibras, ndo-mielinizada, ndponea a mudancas na iluminagao
ambiente mas respondia tonicamente caso um pecalgap com uma grande curvatura
positiva, fosse deslocado ao longo do campo raceple sua respectiva célula ganglionar.
Essas células ganglionares foram classificadas caletectoras de convexidade e
provavelmente constituem o substrato retinianocemétfuncional para a capacidadelie
detectorda ra (Lettvinet al, 1959). A extracdo do aspecto relevante do ekiiginda nos
primeiros niveis da via visual implica que um nigktb de processamento de informacéo ja
ocorreu antes mesmo da saida retiniana, provave@memvolvendo alguma forma de
transformacao nao linear dos sinais provenientegatorreceptores.

Uma outra hip6tese descreve as respostas ddascghnglionares em termos
das propriedades temporais e espaciais diretanrefdeionadas aos parametros fisicos
fundamentais do estimulo (KUFFLER, 1953; ENROTH-@ELE & ROBSON, 1966). Essa
hipotese supbe que existem regras para a tradecpardmetros de intensidade da imagem

Optica para a cascata de fototransducgdo e pareidade neuronal subsequente, baseadas em



operagOes lineares. Essa abordagem tem sido @il qgaeiacterizar a fisiologia das células
ganglionares nos mamiferos em geral, incluindo rimgtas, através da classificacdo das
células ganglionares e da discussédo de seus gapéisnais na visdo. Foi possivel, através
dela, demonstrar a correlacdo entre morfologigielfigia das classes mais comuns de células
ganglionares, as células M e P (SHAPLEY & PERRY869DACEY & LEE, 1994), as
quais constituem, respectivamente, cerca de 10% 8086 da populacdo total de células
ganglionares (e.g. SILVEIRAet al, 2004a), proporcdo essa que depende do quadrante
retiniano em consideracdo. Essa abordagem tambérside Util para estudar os correlatos
anatomo-funcionais de outras classes de célulagigaares menos freqlientes na retina, mas
que possuem papéis fisiologicos para a perceps@alvio importante quanto as células M e
P, como é o caso de certos neurdnios que constiudm visual K (DACEY & LEE, 1994;
DACEY et al, 2005).

As propriedades fisiolégicas dos neurbnios damadas magnocelular,
parvocelular e koniocelular no nucleo geniculadierid do talamo Lateral Geniculate
Nucleus LGN) sdo semelhantes, em linhas gerais e respautinte, as células ganglionares
retinianas M, P e K, muito embora sejam observadatas diferencas sutis quando sao
usados métodos mais refinados de investigagcéo quengarar as respostas dos neurdnios
dessas duas estacdes da via visual (e.g. KAPeRAAI, 1993). De qualquer forma, pode-se
generalizar em larga escala sobre as propriedademhais dos neurdnios das vias M, P e K,
seja ao nivel retiniano, seja ao nivel das camdddsGN, e até mesmo ao nivel do cortex
visual priméario (V1), visto que o conhecimento &Babre o assunto sugere que a informacéo
visual transmitida pelas células que comp8em agaamao se misturam entre si até V1. As
evidéncias atuais sugerem gque as células das camemocelular e parvocelular do LGN
projetam-se em paralelo, respectivamente, para avadas 46 e 4@ de V1
(CHATTERJEE & CALLAWAY, 2003; CALLAWAY, 2005; MARTN, 2004). Por sua vez,
as ceélulas das camadas koniocelulares do LGN fasirapses, sem se misturar com as
informagcbes das vias M e P, para as camadas 2/ ao4 cortex visual primério
(CHATTERJEE & CALLAWAY, 2003; CALLAWAY, 2005; MARTN, 2004).

1.2 ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS GERAIS DAS  CELULAS
GANGLIONARES RETINIANAS DE PRIMATAS
O trabalho pioneiro de histologia da retina fgiglo anatomista espanhol
Santiago Ramon y Cajal (1852-1934), laureado cdirémio Nobel de Fisiologia e Medicina

de 1906, inclui pouco a respeito da morfologia dakilas ganglionares dos primatas



(RAMON Y CAJAL, 1904). Apesar do anatomista russkek&andr Stanislavovich Dogiel
(1852-1922), ter corado montagens planas de retimagas humanas com o método de
Erlich e descrever trés classes de células gamgésnDogiel, 1891), duas das quais, pelos
desenhos que ele publicou, assemelham-se bastaételas M e P periféricas, foi somente
com o estudo classico do croata Stephen L. Polia89-1955), publicado em 1941, que as
primeiras descricdes detalhadas de células gaagésrde primatas tornaram-se amplamente
conhecidas. Esse trabalho foi seguido, anos mais,tam 1969, por outra publicacao classica
sobre a retina de primatas, feita pelo inglés BBaBoycott (1924-2000) e o americano John
E. Dowling (1935-), abrindo caminho definitivamenpara os estudos atuais sobre a
morfologia das células ganglionares retinianas ril@gtas. Diferentemente do trabalho de
Dogiel, esses dois trabalhos mais recentes valseamie seccdes retinianas transversais
coradas pelo método de Golgi. Com esse métodoal¢lp41) e Boycott e Dowling (1969)
reconheceram diversas classes de células gangsmar retina de primatas catarrineos e
mostraram que sua morfologia muda com a exceradeidretiniana, definida como a
distancia da célula estudada em relacdo a umanefarna retina, usualmente a févea em
primatas. Para as duas classes mais frequentgakRuoinhou os termgsarasole midget os
quais ainda sdo usados até hoje, apesar de trapgog@o apropriada para outros idiomas,
como o portugués. Posteriormente, essas célulasifonamadas, respectivamente, de células
P. e B (PERRY & COWEY, 1981) ou células A e B (LEVENTHAdL al, 1981), em ambos
0S casos com o intuito explicito ou implicito deabslecer um paralelo com as células

do gato. Outra classificacdo, em células M e P (BEHRY & PERRY, 1986) pode ser a
denominacao preferivel pois originou-se a partiuge ampla comparacao entre as diversas
propriedades morfologicas e funcionais dessasazkilvaleu-se dos estudos com marcacao
retrbgrada a partir de sitios de injecdo mesodiéhices (como explicado no paragrafo
abaixo).

Um avanco consideravel no estudo da morfologgoddulas ganglionares de
primatas foi obtido pela combinagdo do uso de pegj@@s de montagens planas de retinas
inteiras com meétodos modernos de marcacao neupondtansporte ou injecao intracelular
de tracadores. Alan Cowey, Victor Hugh Perry e gadée do Departamento de Psicologia
Experimental da Universidade de Oxford, estiverartreeos primeiros a empregar essas
técnicas para marcar células ganglionaredldeacacom peroxidase de raiz fortéldrse
Radish PeroxidaseHRP) transportada a partir do depdsito no neptic@d, no LGN ou no
coliculo superior (PERRY & COWEY, 1981, 1984; PERRY al, 1984; PERRY &

SILVEIRA, 1988). Quando o tracador era colocadanaoso Optico, atras do globo ocular, a



qualidade da marcacao obtida era tdo boa quaneledgroduzida com o uso do método de
Golgi, tornando facil classificar as células maesa@ medir com precisdo seus campos
dendriticos e corpos celulares em todas as locékzaretinianas (PERRY & COWEY,
1981). Além disso, 0 uso de montagens planas geseanteiras tornou simples a medida da
excentricidade das células marcadas.

Usando esses procedimentos, eles quantificaramo cos tamanhos dos
campos dendriticos e corpos celulares de células RdeMacacavariam em funcdo da
excentricidade retiniana (PERRY & COWEY, 1984; PER& al, 1984). Eles mostraram
também que h& uma laminag&o funcional na regidealpxcom as células M ocupando as
posicdes mais externas e as células P as posicamssimernas da camada de células
ganglionares, multilamelar nessa regido (PERRY BRVEIRA, 1988). Usando a marcacgao
retrograda a partir dos sitios de projecdo daagthes mostraram que as células M e P
projetam-se, respectivamente, para as camadas o®glaoes (camadas 1 — 2) e
parvocelulares (camadas 3 — 6) do LGN, confirmarslocesultados previamente obtidos por
Leventhalet al. (1981). Finalmente, usando uma variacdo do ménedwofibrilar de Gros-
Schultze (SILVEIRA & PERRY, 1990), aplicada em neaygns planas de retinas inteiras do
Macacag a qual cora especificamente as células M, fosipes verificar a distribuicdo da
densidade dessas células na retina desse catarcomga@mando as estimativas anteriores
feitas com HRP de que elas representam cerca dedd@%élulas ganglionares em muitas
localizagBes na retina, com excecdo do quadrardgal,n@nde sua proporcdo aumenta para
20% (SILVEIRA & PERRY, 1991).

Desde 1981, diferentes grupos de pesquisa tédo uséransporte retrogrado
de HRP ou biocitina, assim como a injecao intrdaeldeLucifer Yellow HRP, neurobiotina
ou biocitina, ou variacdes aperfeicoadas de métoldasicos de coloracéo neurofibrilar, para
marcar células ganglionares em montagens planastidas inteiras de diversas espécies de
primatas. As células ganglionares M e P foram ifleatias em todos os primatas estudados
até agora, incluindo o homem (RODIEGK al, 1985; KOLB et al, 1992; DACEY &
PETERSEN, 1992), outros catarrineos (LEVENTHAL al, 1981; PERRY & COWEY,
1981; WATANABE & RODIECK, 1989; SILVEIRA & PERRY, 991), platirrineos diurnos
(LEVENTHAL et al, 1989; de LIMA, 1993; de LIMAet al, 1993, 1996; SILVEIRAet al,
1994; YAMADA, 1995; GHOSHet al, 1996; YAMADA et al, 1996a, b; GOMES, 2001,
GOMES et al, 2005), platirrineos noturnos (de LIMA, 1993; AMA et al, 1993, 1996;
SILVEIRA et al, 1994; YAMADA, 1995; YAMADA et al, 1996a, 2001) e prossimios
(YAMADA et al, 1998). Em todos esses primatas, as células M démos celulares



grandes, axbnios espessos e arvores dendriticagdegtacom um padrdo de ramificagdo
radial, enquanto que as células P tém corpos cetul@equenos, axbnios finos e arvores
dendriticas pequenas, com um padrao de ramificdedgo e retorcido.

Como acontece com certas classes de células igzangls de outros
mamiferos, tais como as célulase B do gato, as células M e P séo divididas em duas
subclasses de acordo com o nivel de ramificacdsude arvore dendritica na camada
plexiforme interna. As células de uma subclasse démdritos que se ramificam na parte
externa ou lamela da camada plexiforme interna e sdo chamadas diagdéll e P externas
ou Ma e Ry, respectivamente. As células da outra subclassedéndritos que se ramificam
na parte interna ou lameltada camada plexiforme interna e sdo chamadas dasdl e P
internas ou N e P, respectivamente.

Os estudos fisiologicos tém demonstrado queimarelos primatas tem uma
variedade de classes funcionais de células gamagéentdo grande quanto a variedade de
classes morfolégicas, sendo as duas classes nadm@as as células fasicas sem oponéncia
de cores e as células tbnicas com oponéncia vemeelha (HUBEL & WIESEL, 1960;
GOURAS, 1968; de MONASTERIO & GOURAS, 1975; de MOSIFERIOet al, 1975a, b;
de MONASTERIO, 1978a, b, c; KAPLAN & SHAPLEY, 1986EE et al, 1988, 1989a, b, c,
1990, 1994; PURPURAL al, 1988, 1990; KREMERS®t al, 1993; CRONER & KAPLAN,
1995).

A correlacdo entre morfologia e fisiologia permegu baseada em inferéncias
até o desenvolvimento de uma preparacéao retinoidatide primatag vitro, a qual permite
a combinacéo de estimulacdo luminosa do mosaidotdeeceptores e o registro elétrico e
marcacdo neuronal intracelular. Usando esse pmoesto, Dacey & Lee (1994) foram
capazes de confirmar que as células ganglionarsisata sem oponéncia de cores da
eletrofisiologia correspondiam as células M, entpu@ue as células tbnicas com oponéncia
verde-vermelha eram as células P. Além disso, consm dessa preparacao foi possivel
demonstrar que as subclasses externas e interasagldéas M e P tém campos receptivos
com centraff e on, respectivamente (DACEY & LEE, 1994).

Foram descritas outras células ganglionares osantérios morfoldgicos além
das células M e P (PERRY & COWEY, 1984; KOL& al, 1992; RODIECK &
WATANABE, 1993; YAMADA et al, 2005). Uma delas é uma célula biestratificada de
campo dendritico pequeno, da mesma ordem de medgnitn campo dendritico das células
M e cerca de trés vezes maior em diametro que acélatas P, numa dada localizacdo da

retina. Outras células perfazem um grupo heteragéie células monoestratificadas e



biestratificadas de campo grande (cerca de tré&ssuaaior em didmetro que o das células M
e biestratificadas pequenas) ou gigante (cercaésdevezes maior em diametro que o das
células de campo grande). A eletrofisiologia tamIméostra que existem outras classes além
das células M e P, incluindo células tbnicas cononépcia azul-amarela, células
extremamente fasicas e células que respondem semantestimulos moveis (de
MONASTERIO & GOURAS, 1975; de MONASTERI®@t al, 1975a; de MONASTERIO,
1978a). Através da marcacao intracelular de céledams oponéncia azwn / amarelooff,
identificadas eletrofisiologicamente, Dacey & L&894) foram capazes de mostrar que elas
eram as células biestratificadas de campo pequamwjamente descritas com técnicas
morfologicas. Essas células constituem uma ouergparalela de processamento visual, a via
K (koniocelular) a qual é responsavel pelo canalgbisico de cor azul / amarelo (MARTIN,
2004).

Presentemente, através de técnicas semelhasté® sendo estudadas as
outras classes de células ganglionares para exstabeh correspondéncia entre forma e
funcdo. Varias dessas classes celulares projetgraraeas camadas koniocelulares do LGN,
de tal forma que a via K, tal como definida atualteeapenas pelo sitio de projecao talamico,
é altamente heterogénea. Usando estimulos trita@ ifgpdulam preferencialmente células
sensiveis ao eixo cromatico azul / amarelo), algesiudos identificaram células com
oponéncia azubff / amareloon no LGN de Macaca sp.(VALBERG et al, 1986a) e
Callithrix sp. (SZMAJDA et al, 2006), existindo evidéncias de que essas células
correspondem, na retina, a uma classe de célutegigaares de campo grande (DACEY
al.,, 2002, 2003). Foi também encontrada na retinautieahos e ddlacacauma classe de
células ganglionares diretamente excitaveis pela gor possuirem na sua membrana
plasmatica o fotopigmento melanopsina, uma prot&im@smembrana com acoplamento a
proteina G (PROVENCICet al, 2002; DACEY et al, 2005). Morfologicamente, essas
células exibem as maiores arvores dendriticas elestrcélulas ganglionares retinianas até
entdo estudadas em primatas, com dendritos longesparsos e com uma cobertura
dendritica alta. S&o, em sua maioria, monoestatifis e constituem duas subclasses, cada
uma enviando processos dendriticos para as bardiantes (externa e interna) da camada
plexiforme interna (DACEYet al, 2005). Apesar disso, fisiologicamente, ambas as
subclasses apresentam campo receptivo centroponéncia azuwff / amareloon e resposta
extremamente tonica (DACEM al, 2005).

O foco do presente trabalho ficou restrito asilaélM e P, uma vez que as

células K, quando consideradas nas suas variedadlesmenos frequentes na retina de



primatas e, portanto, mais dificeis de serem edaslaisando a metodologia de registro

eletrofisiol6gico unitarion vivo.

1.3 PROPRIEDADES TEMPORAIS E ESPECTRAIS DAS CELULAS

GANGLIONARES M E P DE CATARRINEOS

A partir de varios estudos conduzidos desde @l fila década de 60, com o
emprego de registros eletrofisiologicos de neudrsolados, dentre outras técnicas, tem sido
construida uma caracterizacdo fisiologica das a&glglanglionares da retina de primatas.
Esses estudos usaram inicialmente, e em sua gpangeaté entdo, como modelo animal os
primatas do génerblacaca Sendo um antropdéide catarrineo, é esperado geeadha desse
género favoreca as comparagcbes com o sistema visualano, ja que estudos
neuroanatomicos anteriores mostraram uma altassidade entre os elementos do sistema
visual desse grupo de primatas (incluindo o homem).

Se o estimulo visual for um pulso de luminanagcélulas M séo classificadas
como fasicas, com respostas transientes e altab#ieiasle ao contraste de luminéancia,
enquanto as ceélulas P sdo classificadas como fnieado respostas sustentadas e baixa
sensibilidade ao contraste de luminancia (HUBEL 8EBEL, 1960; GOURAS, 1968; de
MONASTERIO & GOURAS, 1975; de MONASTERIé al, 1975a, b; de MONASTERIO,
1978a, b, c; KAPLAN & SHAPLEY, 1986; LEEt al, 1988, 1989a, b, c, 1990, 1994;
PURPURAet al, 1988, 1990; KREMERS®t al, 1993; CRONER & KAPLAN, 1995).

Por outro lado, para pulsos de cor variando mpte as células M e P também
apresentam uma dicotomia funcional: as células M E#uco sensiveis a esses estimulos,
enquanto que as células P respondem vigorosacaimeante caso a composicao espectral dos
pulsos estiver localizada em um eixo croméatico eefdvermelho (GOURAS, 1968; de
MONASTERIO & GOURAS, 1975; de MONASTERIé al, 1975a, b; de MONASTERIO,
1978a, b, c; LEEet al, 1988, 1989a, b, ¢, 1990, 1994).

As células ganglionares M e P de primatas tamb&spondem de modo
distinto quando estimuladas com oscila¢cdes tempai@iluminancia ou de cor. No primeiro
caso, as ceélulas M sédo cerca de 8 a 10 vezes espignsivas que as ceélulas P (KAPLAN &
SHAPLEY, 1986; LEEet al, 1989a). Além da maior responsividade, as célihs
apresentam uma Funcédo de Transferéncia de Modules@poral (FTMT) de luminancia
passa banda, com um pico de responsividade ent# 2z (LEEet al, 1989a, 1990),
diminuindo sua responsividade nas frequéncias teaigpbaixas e altas. Por outro lado, as

células P apresentam uma FTMT de luminancia pasiga (LEEet al, 1989a, 1990), com



uma responsividade similar nas freqliéncias tempbiaikas e médias, decaindo nas altas. A
FTMT de luminancia de uma célula ganglionar M éilsimem forma e responsividade a
Funcédo de Sensibilidade ao Contraste Temporal deinancia obtida psicofisicamente em
humanos (LEEet al, 1989a, 1990).

As células P sdo mais responsivas para oscilat®esr verde / vermelho que
as células M, apresentando uma FTMT de cor passa eaim pico de responsividade entre
20-30 Hz (LEEet al, 1989a, 1990). Quando a responsividade acromdtcaélula M é
comparada com a responsividade cromatica da celudadiferenca de responsividade entre
as duas cai para cerca de 2 a 3 vezes, tornantesse do que a diferenca observada para
oscilagdes de luminancia (LEE al, 1989a, 1990).

Para um sistema completamente linear, ou sejgsistama onde sao validos os
principios de aditividade e de sobreposicao, sstemmada inversa (ou sintese) de Fourier da
FTMT pode predizer como é a resposta impulso ddacéb dominio do tempo (SILVEIRA,
1996; SILVEIRA & de MELLO Jr., 1998; SILVEIR/At al, 2004b). Esse postulado € valido
para as células P da retina de primatas tanto mpadulacdes de cor quanto para as de
luminancia, exceto sob circustancias particularesdeo aparecem ndao-linearidades
importantes, como em contrastes altos (l&El, 1990, 1994). As células M também séao
lineares em funcé@o do contraste de luminancia tme®, mas em um intervalo bem mais
restrito de valores de tempo e de contraste dmektj quando comparadas as células P (LEE
et al, 1994). A ndo-linearidade das células M é caractda pela presenca de um mecanismo
de controle de ganho de contraste, o qual consistea saturacao na amplitude da resposta da
célula acompanhada por um avanco na fase da raspost funcdo do contraste
(BENARDETE et al, 1992.; LEEet al, 1994). Como esperado, as células P ndo apresenta
o mecanismo de controle de ganho de contraste (BENAE et al, 1992; LEEet al,
1994).

Além da caracterizacdo das propriedades tempdesiscélulas ganglionares
usando os estimulos simples supracitados, comogal®scilacdes, Barry B. Lee e colegas,
usando registros unitarios eletrofisiolégidnsvivo, empregaram estimulos mais complexos
para detalhar a “divisdo de tarefas” entre as aglganglionares retinianas M e P nos
dominios temporais e espectrais. Esses estimulasistioam principalmente de dois
protocolos: a fotometria corfticker heterocromaticoHeterochromatic Flicker Photometry
HFP) (LEEet al, 1988) e o protocolo de fase (SMIE#al, 1992). Ambos foram adaptados
para a eletrofisiologia unitaria a partir de estudateriores de psicofisica visual (HFP: e.g.
KAISER, 1988; Protocolo de fase: LINDSEefal., 1986). No primeiro protocolo, duas luzes
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monocromaticas sdo osciladas em oposicado de fas@reporcdo entre seus contrastes &
variada de modo pré-determinado. No segundo, dires Imonocromaticas com 0 mesmo
contraste sdo variadas em diferentes relacdes soag fases. Para maiores detalhes a
respeito, ver Materiais e Métodos (2.5.5 Fotometamn flicker heterocromatico, pagina 38;
2.5.6 Protocolo de fase, pagina 43). Com essesligaras de estimulagéo, foram estudadas
as seguintes propriedades das células ganglionaresspecificidade dos sinais dos
fotorreceptores cones e bastonetes para as cButaB, qual o efeito da freqiéncia temporal
na convergéncia desses sinais e de que modo @lesrgem para oS campos receptivos das
células M e P (LEEtal., 1988; SMITHetal., 1992).

A partir do trabalho pioneiro do hungaro Steph®ithelm Kuffler (1913-
1980), na retina de coelho, sabe-se que os cangmeptivos das ceélulas ganglionares
retinianas sao circulares ou elipticos e que possus antagonismo entre suas regides
central e periférica (KUFFLER, 1953). O antagonisespacial centroperiférico do campo
receptivo pode ser um antagonismo de luminéanciamuantagonismo de cor ou espectral
(LEE, 2004; SILVEIRAet al, 2004a).

No primeiro tipo de antagonismo, as células podententran/ periferiaoff,
ou o contrario, e ndo apresentam diferenca de [Bkidside espectral entre o centro e a
periferia. Neste caso, se a célula ganglionarxoit&da pela presenca de luz no centro do seu
campo receptivo (centran), essa mesma célula sera inibida se a luz insalire a periferia
do seu campo receptivo (periferadf). Essa responsividade € caracteristica das células
ganglionares Mn, sendo que as célulasoM possuem campo receptivo de caracteristicas
opostas as primeiras, ou seja, com um centro mipéda luz e uma periferia excitada pela luz
(LEE, 2004; SILVEIRAet al, 2004a).

No segundo tipo, 0s campos receptivos podem riémganismos centro-
periferia que diferem entre si quanto a sensildiédaspectral, a qual, por sua vez, depende de
gual(is) cone(s) converge(m) para o centro e paperderia do campo receptivo. Essa
configuracdo de campo receptivo é caracteristictanamcontrada nas células P, as quais séo
usualmente classificadas evl#L-, PM-L+, PL+M-, PL-M+ (LEE, 2004; SILVEIRAet al,
2004a), onde a primeira e a segunda letras sigmfia sensibilidade do fotorreceptor cone
gue converge, respectivamente, para o centro augaaiferia do campo receptivo da célula
ganglionar. A letra M indica um sinal de entradarapo campo receptivo, de um cone mais
sensivel para comprimentos de onda mé(iddle wavelength)enquanto que a L significa
um sinal de entrada de um cone mais sensivel margranentos de onda longgsong

wavelength) Os comprimentos de onda médios e longos sdoirdisadas por um ser
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humano com visdo de cores normal, como sendo oesgsrdeadas e avermelhadas,
respectivamente. O sinal de + ou de - apds cada, Istgnifica, respectivamente, a
excitabilidade ou a inibicdo do campo receptivoapama luz com o comprimento de onda
correspondente. Ou seja, uma celud+B- possui campo receptivo cujo centro é excitado
pela luz verde e uma periferia que € inibida petaiermelha. Observe-se que, do ponto de
vista do antagonismo espacial de luminancia, dedades Rl+L- e R.+M- sdo células éh,
enquanto as variedadeBIR.+ e R.-M+ séo células &ff.

O terceiro tipo de cone encontrado na retina degies € o cone S, mais
sensivel para comprimentos de onda cu(8ort wavelengthe que ndo envia sinais as
células M ou P e sim para as células K (DACEY & LEB94; LEE, 2004; MARTIN, 2004;
SUNet al, 2006). Os comprimentos de onda curto séo digtaitos por um ser humano com
visdo de cores normal como cores azuladas.

Ao estudarem as propriedades fisioldgicas daslastlganglionares usando
modelos matematicos de responsividade associadésne8es de absorcdo espectral dos
cones M e L, Lee e colaboradores mostraram ques@osta acromatica das células M é
resultado de uma convergéncia conjunta dos conesLManto para o centro quanto para a
periferia do campo receptivo, porém com sinais gintecos. As células P, por outro lado,
recebem também sinais dos cones M e L, porém cdarigedes opostas entre si, 0 que
permite a oponéncia de cor observada nos regidassas células. Os resultados principais
desses experimentos corroboram a hipotese de queélakms M possuem uma alta
sensibilidade acromatica e as P uma alta sensidid¢romatica e que as primeiras seriam o
substrato fisioldgico do canal psicofisico de luamcia e as segundas pelo canal psicofisico
de cor verde / vermelho dos primatas (e.g. KREMERS®., 1992).

Em 1997, Lee e colaboradores modificaram o pobboae fase citado
anteriormente para estudar a convergéncia dossspravenientes dos bastonetes para as
células ganglionares retinianasMacaca(LEE et al, 1997). Nesse estudo, eles encontraram
mais uma diferenca funcional entre as células M e Binais de bastonetes que ativa as
células M é mais forte do que o que ativa as celBlaEsse sinal dos bastonetes para as
células M é observavel até em condicdes meédiasudenacao retiniana, enquanto que as
células P s6 mostram respostas com sinal de béstoseb baixa iluminacdo retiniana,
chamada de condi¢do escotopica (L€ &l, 1997).

O substrato anatdbmico responsavel por essas rg@ameeas especificas de
bastonetes sobre células ganglionares através meit@s neurais retinianos ja foi

parcialmente elucidado. A retina dos primatas,nassimo a retina de outros mamiferos,
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possui muitas vias paralelas que conduzem os gilogiones e bastonetes para as células
ganglionares. Isto estd refletido na existénciecldesses multiplas de células bipolares de
cones, incluindo aqueles que conectam os conesliaM e P (BOYCOTT & WASSLE,
1991). Por outro lado, os bastonetes sdo conectadetna interna por meio de uma unica
classe de células bipolares de bastonetes. Cdlalasna classe especifica de améacrinas, as
células amécrinas All, transferem os sinais dotohates para as células bipolares de cones,
na camada plexiforme interna, determinando queedessito em diante, os sinais dos
bastonetes e cones compartihem as mesmas vias BK@LFAMIGLIETTI, 1974;
FAMIGLIETTI & KOLB, 1975).

Nesse aspecto, existe uma diferenca criticaamafgréncia dos sinais de cones
e bastonetes para 0s niveis ulteriores da via IViSRODIECK, 1998). Todos os
fotorreceptores, cones e bastonetes, sdo hipegamlas pelo incremento de luz e
despolarizados pelo decremento de luz. Como a pilatzade de liberacdo de glutamato nos
terminais axonais dessas células é tanto maiortguaais despolarizadas elas estdo, os cones
e bastonetes liberam mais glutamato quando a hamdi e menos quando ela aumenta. Os
cones fazem sinapses com duas classes de célbdares off e on. As classesff de células
bipolares de cones conservam o sinal dos coness&tainibidas pelo incremento e excitadas
pelo decremento luminoso, uma vez que possuemtogespde glutamato ionotrépicos, 0s
quais aumentam a permeabilidade da membrana angatjpando ativados por aquele
neurotransmissor. As classasde células bipolares de cones invertem o sinatdoss: elas
sao excitadas pelo incremento e inibidas pelo demnéo de luz, porque possuem receptores
metabotrdpicos de glutamato, os quais, quandodats/pelo neurotransmissor, disparam uma
série de reacdes metabolicas na célula que levamaraento da permeabilidade da membrana
plasmatica ao potassio e a consequente hiperpmtanz

A partir desse ponto, a via dos cones é formada@urénios glutamatérgicos
gue conservam o sinal das bipolares: as céluladangs, as células ganglionares da retina, as
células retransmissoras das diversas camadas teorgeniculado lateral que se projetam
para o cortex visual e 0s neurdnios piramidais ddeg visual primario. Interneurénios
excitatérios e inibitérios, que usam diversos tidesneurotransmissao, situados em todas as
estacdes sinapticas da via visual, completam csghemos sobre os elementos dos circuitos
neurais visuais.

Por outro lado, todas as células bipolares dmbetes sdo de uma Unica classe
on e, portanto, invertem o sinal provindo dos bademeElas ndo fazem sinapses diretamente

com as células ganglionares ou o fazem em niimeito pegueno (GRUNERT & MARTIN,
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1991). Elas transferem os sinais provindos dosohastts para pelo menos duas classes de
células amacrinas, Al e All (KOLB & FAMIGLIETTI, 1I8; FAMIGLIETTI & KOLB,
1975). As células amacrinas Al tém campos dendstigrandes, usam GABA como
neurotransmissor e fazem sinapses reciprocas noénaés axonais das proprias células
bipolares de bastonetes (WASSIEE al, 1995). As células amacrinas All tém campos
dendriticos pequenos e estdo interpostas entrél@asbipolares de bastonetes e as células
bipolares de cones que, curiosamente, sdo os poéxmeurénios da via dos bastonetes. Elas
fazem sinapses elétricas, através de juncOes coamnies, com as células bipolares de cones
onna lamelab da camada plexiforme interna, enquanto que naldearesta mesma camada
elas fazem sinapses inibitdrias glicinérgicas cencéulas bipolares de coneff (WASSLE

et al, 1991, 1995).

Dessa forma, a atividade dos bastonetes, cug Bavia sido invertido nas
células bipolares de bastonetes, tém o seu simseocado nas sinapses entre as células
bipolares de bastonetes e as células amacrinasagdlm como entre estas e as células
bipolares de coneen, e dai ao longo do restante da via (WASS#tEal, 1991, 1995).
Paralelamente, o sinal proveniente dos bastonete®vamente invertido nas sinapses
glicinérgicas entre as células amacrinas All edslas bipolares de coneff, mantendo-se
com o mesmo sinal a partir dai, no restante dadesbastonetes (WASSL& al, 1991,
1995). Essa via dos bastonetes foi dissecadaalmiente, em mamiferos nao-primatas
(KOLB & FAMIGLIETTI, 1974; FAMIGLIETTI & KOLB, 1975), porém estudos mais
recentes mostraram que ela esta organizada de gammalhante nos primatas (GRUNERT &
MARTIN, 1991; WASSLE et al, 1995; DACEY, 1999; SILVEIRAet al, 2004a;
LAMEIRAO, 2003). Para os primatas e outros mam#eggiste uma rota alternativa para o
sinal dos bastonetes. E através de juncBes conmi@scantre cones e bastonetes, de forma
que o sinal dos bastonetes passaria para 0s CoOB&E®SE por sua vez, transmitiriam esses
sinais pelas suas proprias vias até as céluladigaags (SCHNEEWEIS & SCHNAPF,
1995; VERWEIJet al, 1999).

14 ECOLOGIA DO SISTEMA VISUAL DOS PRIMATAS NEOTRRICAIS

E de grande relevancia investigar se as célulasmMtém a mesma morfologia
e fisiologia em primatas com habitos comportamserdderentes (diurngersusnoturno, por
exemplo) e diferentes formas de visdo de cores @¢mdn ou tricromata). Os primatas
compreendem duas subordens: Anthropoidea e Pro@tirtiAGLE, 1988). Os antropoides

sdo divididos em duas infraordens, Catarrhini (cataos) e Platyrrhini (platirrineos),
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habitantes dos continentes eurasiatico e africath@m @ntinente americano, respectivamente.
Esses ultimos também sdo conhecidos como primatdsopicais. Os vinte e dois géneros de
antropoides do Velho Mundo sdo todos diurnos evss&@o de cores € tricromatica, com
pouca variacao entre individuos e espécies (JACQ8%; VOROBYEV, 2004). A partir de
uma reclassificacdo sugerida recentemente, um @é&aicional pertenceria a esse grupo, o
RungwecebugDAVENPORT et al, 2006), mas ainda ndo ha estudos sobre seu aistem
visual. De qualquer modo, em humanos e demaisriceas, a dicromacia e a tricromacia
andmala sao considerados fenoétipos anormais. Assén, € de se surpreender que a
organizacdo retiniana seja bastante semelhant®@ws bs catarrineos até agora estudados,
com apenas pequenas diferencas entre as espécies.

Por outro lado, os antropdides do Novo Mundordife daqueles do Velho
Mundo porque compreendem espécies diurnas e nefuaBaguais apresentam uma grande
variedade de fendtipos de visdo de cores (JACOBS3;1VOROBYEV, 2004) (Tabela 1).
Eles representam modelos animais interessantesgsiaa hipdteses sobre a organizagédo das
vias visuais dos primatas. Entre os platirrinecsstem dezessete géneros diurnos e um
género noturno, Aotus Além disso, as populacdes de quase todas asespécplatirrineos
contém uma mistura de individuos dicromatas e ometas (MOLLONet al, 1984;
VOROBYEYV, 2004) devido a presenca de um Unico gemeromossoma X que codifica os
fotopigmentos sensiveis a comprimentos de ondaasédiongos (encontrados nos cones M
e L, respectivamente). Consequentemente, todosaockas sdo dicromatas e tém o cone S,
cujo fotopigmento € codificado no cromossoma adiogso 7, e um cone M ou L, cujo
fotopigmento é codificado no cromossoma X. Devidgalimorfismo sexual do gene para 0s
fotopigmentos MJ/L, existem trés ou mais fendtipostree os machos. As fémeas
monozigoticas sao dicromatas, enquanto as féméeasohigoticas sdo tricromatas, sendo as
proporcdes exatas de dicromatas e tricromatas dependo numero e da frequéncia de
alelos do gene para fotopigmentos M/L na populagdnalmente, também devido ao
polimorfismo sexual, existem véarias formas de di@oia e tricromacia entre as fémeas
(MOLLON et al, 1984).
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Tabela 1 Antropoides do Novo Mundo, segundo a revisdo ylariRiset al. (2000).

Familia Estudos sobre células
Numero de
_ Estilo de vida Visdo de cores ganglionares retinianas
Género especies
MeP
Callitrichidae
Cebuella 1 Diurno
Mico 14 Diurno
Callithrix 6 Diurno Polimorfica 4-8, 16-17,
Saguinus 15 Diurno Polimérfica
Leonthopithecus 4 Diurno Polimérfica
Callimico 1 Diurno
Cebidae
Saimiri 5 Diurno Polimorfica 9
Cebus 7 Diurno Polimorfica o 101213, 18:20,25:28,
35-36
Aotidae
Aotus 8 Noturno Monocromatica o o 14 18719, 2122
34-36
Pitheciidae
Callicebus 19 Diurno Polimorfica
Pithecia 5 Diurno
Chiropotes 2 Diurno
Cacajao 2 Diurno
Atelidae
Alouatta 8 Diurno Tricromatica 15, 23, 29-33,
Ateles 6 Diurno Polimorfica 24
Lagothrix 4 Diurno
Oreonax 1 Diurno
Brachyteles 2 Diurno

Visdo de cores polimoérfica refere-se a uma popolagiimal composta de individuos dicromatas e
tricromatas. Estudos morfoldgicdste LIMA (1993),%%de LIMA et al.(1993, 1996)’GHOSHet al.
(1996),°GOMES (2001)°GOMESet al. (2005),’GOODCHILD et al.(1996),2JUSUFet al. (2006),
LEVENTHAL et al. (1989), **SILVEIRA et al. (1989, 1993, 1994, 1998, 2001b, 2004c),
1*SZMAJDA et al (2005),""WILDER et al (1996),'**YAMADA et al. (1995, 1996a, b, 2001).
Estudos eletrofisiologicos®**da SILVA FILHO et al (2000, 2003)>*HUBEL & WIESEL
(1960),”9LEE et al. (1996, 2000)>'SAITO (2003),***SAITO et al. (2001, 20044, b, 2005a, b, c),
$35SILVEIRA et al.(2000, 2001a, 2004a).
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Até o presente, foram descobertas duas excegéesegpadrao platirrineo para
a visao de cores (JACOBS, 1998; VOROBYEV, 2004)diOrno Alouatta possui uma
tricromacia bastante semelhante aquela observaacencatarrineos (JACORS$ al, 19964a;
REGAN et al, 1998; SAITOet al, 2004b; VOROBYEV, 2004). Estudando individuos
anestesiados ddlouatta carayae de Alouatta seniculus Jacobs e colaboradores néao
encontraram diferencas de sensibilidade espectpaktadr dos registros eletrorretinograficos
obtidos em fémeas e no individuo macho testadoostaapresentavam um padrédo de
sensibilidade espectral condizente com a preseogaahes M, com um pico de absorcéo
espectral em 530 nm, e dos cones L, com um picabdercdo espectral em 562 nm
(JACOBSet al, 1996a). Esses valores sdo semelhantes aquelestragos em primatas
catarrineos. A analise genética de amostras sadglidesses animais mostrou que o
Alouattg através de uma duplicacdo, tem dois genes disram cromossomo X para a
codificacédo de dois fotopigmentos diferentes, ure Butro L, havendo apenas um alelo para
cada gene na populacdo (JACOBGal, 1996a). Juntamente com esses dois genes, ele
também tem um gene no cromossomo autossémico 7apawdificacdo do fotopigmento S.
Assim, todos os individuos da populacdo Alleuatta sejam machos ou fémeas, séo
tricromatas (JACOB®t al, 1996a). Apesar dos resultados eletrorretinogréfindicarem a
expressao de ambos os fotopigmentos, M e L, undestatalhado da fisiologia das células
ganglionares retinianas M e P ddouatta pode trazer mais informacdes a respeito da
presenca de uma tricromacia completa nesse primata.

Outra excec¢do a esse padraoMtus um primata noturno e monocromata que
tem um anico gene que codifica um fotopigmento MY&t4 localizado no cromossomo X e
apresenta um unico alelo na populacdo. Além dsggne do cromossomo 7 que codifica o
fotopigmento S néo funciona e, assim, ndo existenex S na retina (JACOBS al, 1993,
1996b).

Uma reviséo da literatura sobre a distribuicaalelesidade de fotorreceptores
em primatas, incluindo estudos comparativos resamt@izados em platirrineos (TROILgD
al., 1993; ANDRADE DA COSTA & HOKOGC, 2000; FRANC®@t al, 2000; FRANCO,
2002), revelou a presenca de trés padrdes basmntos @s primatas de como 0 mosaico
fotorreceptor estd organizado (SILVEIRA, 2003). @snatas diurnos de olhos pequenos,
como Callithrix e Saguinus tém retinas com uma alta razdo de densidade wkesgoara
bastonetes, enquanto aqueles com olhos de tamaétio @ grande possuem retinas com
uma razao intermediaria, como é o casoAtlmattg Cebus Macacae o proprio homem

(SILVEIRA, 2003). Todos os primatas diurnos, indggentemente das dimensdes oculares,
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tém uma fovea bem desenvolvida, cujo tamanho é taates em espécies diferentes
(FRANCO et al, 2000). Finalmente, as retinas dos primatas nogjrtais comaAotus e
Otolemur exibem uma razdo muito baixa de cones para betstoe ndo possuem uma févea
bem desenvolvida (JONES, 1965; WEBB & KAAS, 197&BRUYN et al, 1980; STONE

& JOHNSTON, 1981; WIKLER & RAKIC, 1990; SILVEIRAL al, 1993).

Assim, é interessante estudar-se como as células RMde primatas com
diferentes tipos de mosaico fotorreceptor processasinais dos cones e bastonetes. Entre os
platirrineos, existem exemplos de todos esses psgEdes de mosaico fotorreceptor
mencionados e, assim, eles representam um excetedelo animal para investigar esta
questdo. As células M e P de todos os outros aittep até aqui estudados ajustam o
tamanho dos seus campos dendriticos, ao longosgmdavimento do sistema nervoso, para
manter aproximadamente a mesma convergéncia des cOM®MADA et al, 2001).
Consequientemente, a convergéncia de bastoneteageétulas M e P é muito diferente nos
platirrineos, ja que a razdo de cones para bastwadéo diversa e, nesse trabalho, pretendeu-
se encontrar diferencas fisiologicas significatieage eles.

A maioria dos estudos fisiolégicos mostram queéslas M e P enviam o0s
sinais dos cones e bastonetes até o LGN com pésoentes. Muito embora os estudos
morfologicos feitos na retina ddéacacasugerem que ambas as classes de células recebam os
sinais de bastonetes em intensidade significaBRUNERT, 1997), os registros de células
ganglionares na retina da mesma espécie mostroergueanto as células M recebem uma
grande contribuicdo dos bastonetes, as célulacébem sinais fracos ou ndo os recebe,
especialmente na regido central da retina (PURPBR&, 1988, 1990; LEEet al, 1997).
Estudo psicofisicos (SUNt al, 2001) e eletrorretinograficos (KILAVIK & KREMERS,
2006) em humanos também apontam nesta direcao.

No presente trabalho foram usados trés génergdatieineos para fazer um
estudo comparativo de alguns aspectos temporapezteais da fungéo retiniana nas células
ganglionares M e P: o diuno tricromaksoutta (JACOBSet al, 1996a); o diurno macaco-
pregoCebus cuja populagcédo € uma mistura de individuos dietasie tricromatas (JACOBS
& NEITZ, 1987); e 0 noturno e monocromata macacowite, Aotus(WIKLER & RAKIC,
1990; JACOBSet al, 1993, 1996b). Esses primatas neotropicais térasodh retinas de
tamanhos semelhantes, facilitando a comparacddadaoe observacdes realizadas em
diferentes localizacdes retinianas tanto em métmear quanto angular. Diversos aspectos
da anatomia retiniana desses primatas tém sidostigados, incluindo distribuicdo de
fotorreceptoresAlouatta FRANCO et al, 2000; FRANCO, 2002Cebus ANDRADE DA
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COSTA & HOKOGC, 2000; FRANCet al, 2000; FRANCO, 2002A0tus OGDEN, 1975;
FRANCO et al, 2000; SILVEIRAet al, 2001b; FRANCO, 2002;), morfologia das células
horizontais da retinadebus dos REISet al, 2002;Aotus dos SANTOS, 2002; dos SANTOS
et al, 2005), morfologia das células bipolareSelpus SILVEIRA et al, 1998, 2003;
LAMEIRAO, 2003; Aotus SILVEIRA et al, 2001b), distribuicdo das células ganglionares
(Alouatta SILVEIRA et al, 2004c; Cebus SILVEIRA et al, 1989, 2001b;Aotus
SILVEIRA et al, 1993, 2001b), morfologia das células ganglionavkse P (Cebus
SILVEIRA et al, 1994; YAMADA, 1995; YAMADA et al, 1996a, bAotus SILVEIRA et
al., 1994; YAMADA, 1995; YAMADA et al, 1996a, 2001), distribuicdo das células
ganglionares M{ebuse Aotus de LIMA, 1993; de LIMAet al, 1993, 1996) e morfologia
das células ganglionares biestratificadas de capgmueno Cebus YAMADA, 1995;
SILVEIRA et al, 1999). Além disso, huma série de trabalhos reseribram investigados
diversos aspectos da eletrofisiologia das célulag @ desses primatas, assim como das
células biestratificadas de campo dendritico pegudmCebus estas Ultimas conhecidas
eletrofisiologicamente como células azuwr/ amarelo -off (Cebus LEE et al, 1996, 2000,
SILVEIRA et al, 1998;Aotus SILVEIRA et al, 2000).

Os resultados desses trabalhos, tanto anatdngigasto eletrofisioldgicos,
podem ser sumariados da seguinte maneira. Existaroop estudos anatdbmicos sobre o
sistema visual dd\louattaquando comparado com esses outros platirrineosteportado
gue oAlouattaapresenta uma densidade maior de fotorreceptoresgiéa central da retina
do que os outros primatas platirrineos, com umae®ya diminuicdo de diametro do
fotorreceptor na regiao foveal (FRANG®al, 2000). Entretanto, esse aumento de densidade
na retina central € compensado por uma baixa dedesidas regides periféricas da retina, de
modo que o namero total de fotorreceptoresAttuatta é alometricamente condizente para
um primata do seu tamanho. Similarmente a essaatisidade dos fotorreceptores centrais,
uma densidade elevada de células ganglionares¢on&grada na retina central édouatta
porém acompanhada por uma diminuicdo proporcioaalemsidade de células ganglionares
nas regides periféricas da retina (SILVEIR®al, 2004b).

A retina deCebusé muito semelhante a déacacae, por conseguinte, a do
homem, em quase todos os aspectos qualitativoargitlivos até agora investigados, com a
excecao do fato de que as células F-dbusdicromatas ndo apresentam oponéncia verde —
vermelha (Lee et al., 2000). A retina Aetus por outro lado, embora tenha quase todas as
classes celulares encontradas nos antropodidesodjuapresenta diferencas quantitativas

importantes, seja em tamanho do campo dendritigja, em densidade celular, quando



19

comparado com aqueles primatas. Isto pode seriapoegor exemplo, comparando-se 0s
resultados da analise quantitativa de diversosnpetras morfoldgicos das células M e P de
Cebuse Aotus realizada em material preparado exatamente com mesma metodologia
(YAMADA, 1995; YAMADA et al, 1996b, 2001).

15 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principale analisar qualitativa e
quantitativamente as propriedades temporais e eajgedas células ganglionares retinianas
M e P deAlouatta caraya Cebus apelae Aotus infulatusatravés da técnica de registro
eletrofisioldgico unitario extracelulan vivo.

Os objetivos especificos foram:

a) Caracterizar as respostas das células gangiomdre P nesses primatas
para pulsos de luminéncia e de cor;

b) Avaliar, através do levantamento das Funcdes Tensferéncia de
Modulacdo Temporal (FTMT), a sensibilidade tempai@lluminancia e de cor das células
ganglionares M e P nesses primatas;

c) Verificar se na retina dédlouatta carayaexistem células ganglionares
retinianas que podem ser classificadas fisiologaam como células M e P, com
propriedades temporais e espectrais semelhantetaacgncontradas na retina de catarrineos
atraves dos protocolos de Fotometria dbcker heterocromatico (HFP) e de fase;

d) Estudar o efeito da frequéncia temporal na dwongdo dos cones e
bastonetes para as respostas das células gangfiaetinianas n€ebuse noAotusatravés
dos protocolos de Fotometria cdiiaker heterocromatico (HFP) e de fase;

e) Correlacionar os estilos de vida diferentesathti por esses primatas com
as propriedades temporais e espectrais de sudascgtunglionares.

Partes do presente trabalho ja foram apresentamloscomo painéis em
simpa@sios cientificos regionais (SAIT& al, 2005a), nacionais (da SILVA FILHét al,
2000; SAITOet al, 2004a, 2005b; SILVEIRAet al, 2001a) ou internacionais (da SILVA
FILHO et al, 2003; SAITCet al, 2001, 2003, 2004b, 2005c; SILVEIRA al, 2000), assim

como artigo completo em periédico indexado (SILVEI&t al, 2004a).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Nove animais adultos foram usados: #hésuatta carajamachos, pesos entre
6,5 kg a 7,5 kg; tré€ebus apella2 machos e 1 fémea (dicromata), pesos entreg3d X5
kg; e trésAotus infulatus1l macho e 2 fémeas, pesos entre 0,75 kg a 10kgnimais foram
provenientes do Centro Nacional de Primatas (CENRanindeua, Pard) e antes do
experimento foram trazidos e mantidos no BiotéadJdiversidade Federal do Para.

Os procedimentos experimentais obedeceram as asoraa ARVO
(Association for Research in Vision and Ophthalmglof§ssociacdo para a Pesquisa em
Visdo e Oftalmologia) para experimentos com anim{@RVO, 2006) e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal do Centro dendié Bioldgicas da Universidade

Federal do Para.

2.2 PREPARACAO DO ANIMAL

O animal foi selecionado aleatoriamente e postgewacao alimentar por 6
horas e hidrica por 2 horas. Uma solucdo anest@sc&:1 de cloridrato de cetamina
(VETANARCOL, KONIG) e cloridrato de xilazina (ROMRN BAYER) foi aplicada, pela
via intramuscular, na coxa direita (10 mg de clkatd de cetamina e 3,3 mg de cloridrato de
xilazina por kilograma de peso corporal). As setpsirregides foram tricotomizadas: parte
superior do cranio, parte ventral do pescoco, faedial dos bracos esquerdo e direito e face
medial das pernas esquerda e direita na alturaxda c

Antes da cirurgia, foi confirmado o estado destama profunda do animal
observando a perda de sensibilidade nociceptivaapaos reflexos protetores (palpebral e
degluticdo), diminuicdo do reflexo pupilar, relavarto do tbnus muscular anal e uma
respiracdo mais profunda e regular. Se neces$diraxministrado mais anestésico para que o

animal entrasse nesse estado.

2.2.1 Sistema de manutencéo das funcdes vitais

Cada experimento teve uma duragcdo média de 2 @as3 @ animal ficou
anestesiado e totalmente imobilizado durante todaperimento. Entéo, foi empregado um
sistema auxiliar para a manutencéo e monitorac&uale funcdes vitais. A descricdo de todo

este sistema, bem como dos procedimentos cirdrgitasonados, segue abaixo.
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O animal foi colocado em uma mesa cirargica déam@AX PLANCK
INSTITUTE), eletricamente aterrada. Um microscopiairgico OPMI-1 (CARL ZEISS),
acoplado a mesa, com um aumento de até 2,5 vezesado nas operacdes mais delicadas.
Inicialmente, duas a trés gotas de sulfato de @@oATROPINA 1%, ALLERGAN) e de
cloridrato de fenilefrina (FENILEFRINA 10%, ALLER@® foram instiladas em cada olho
do animal, a fim de provocar midriase.

Uma incisdo cirurgica foi feita em um dos bradasanimal, geralmente no
antebraco direito, onde foi inserido um cateterog®, composto por um tubo fino (0,96 mm
de didmetro externo) de polietileno (PORTEX). Aisdo foi fechada, apds a aplicagdo de
uma pomada de fibrinolisina, desoxirribonucleasé 66clorafenicol (FIBRASE, PARKE-
DAVIS) no local. Além da infusdo manual de medicatoe quando necessario, o cateter
permitiu a infusdo automatica de solucao de hidéata de alimentacédo parenteral através de
uma bomba de infusédo (B. BRAUN). Essa solucéo éeseguinte composicao: 1 qug/kg/h
de sufentanil (SUFENTA, JANSSEN-CILAG) diluido emrs glicosado a 5% na proporcao
de 1:10; e 4,5 a 7 mg/kg/h de trietiliodeto de gaten (FLAXEDIL, RHODIA FARMA). A
velocidade da infuséo foi de 12 ml/h.

O animal foi posicionado em decubito ventral a sabeca presa por barras
auriculares de um sistema de contencéo cranian(RIAANCK INSTITUTE) inseridas nos
condutos auditivos externos, montado em uma platefcantivibratéria em cima da mesa
cirurgica. Previamente foi passada na superficiead@ barra auricular uma camada fina de
pomada de lidocaina (XYLOCAINA 5%, ASTRA).

Em seguida, para a ventilacdo e anestesia gasosaimal, procedeu-se de
duas formas distintas de acordo com a espécie idmtar Para cAotus que possui uma
traquéia mais fina que os demais, foi feita umaueastomia para a colocacdo de uma canula
metalica. Para @€ebuse o Alouatta 0s quais possuem uma traguéia mais calibrosa, foi
colocada uma canula plastica de traqueostomia aéo katravés da boca. Em ambos os
casos, a canula ficou ligada a um respirador @gif(UGO BASILE). Um bardometro (MAX
PLANCK INSTITUTE), conectado na saida do respiraddificial, mensurou a pressao
inspiratoria, em mBar. Um tubo de menor diametro aftoplado também a canula para
acompanhar o percentual de volume de,,Ca respiracdo do animal, medido por um
capnégrafo  (MAX PLANCK INSTITUTE). Uma pomada de brinolisina,
desoxirribonuclease 666 e clorafenicol (FIBRASE,RKR&-DAVIS) foi administrada no

local da traqueostomia.
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O respirador artificial injetou no animal uma weg@o gasosa na seguinte
proporgao (gases fornecidos por WHITE MARTINS):528,de Q por minuto; 1,5% de ©
(95%) / CO, (5%) por minuto; e 75% de N por minuto. Os valores de frequéncia
respiratoria e volume respiratorio do respiraddifieiel foram regularmente ajustados para
que a expiracao do animal contivesse um volumem@gie CQ de aproximadamente 4%.

Para fixar o angulo da cabeca do animal, duasadate contengcédo foram
usadas. Uma barra dental foi colocada na boca idmata, atrds dos dentes caninos. Uma
barra em formato de “U” invertido com um parafus@ador no meio, foi colocada sob a
cabeca do animal e fixada em um pequeno cortealrontcouro cabeludo. O animal foi posto
com os olhos na direcéo da linha do horizonte,espondendo ao angulo zero do aparelho
estereotaxico, e as extremidades laterais das Haams foram fixadas ao aparelho
estereotaxico em locais especificos, imobilizamdalmente a cabeca do animal durante todo
0 experimento.

Uma manta térmica (MAX PLANCK INSTITUTE) mantewe temperatura
corporea do animal em aproximadamente 32,5\ manta foi controlada por um termémetro
com termostato (MAX PLANCK INSTITUTE) e a tempenatunedida através de uma sonda
retal no animal (MAX PLANCK INSTITUTE).

O eletrocardiograma (ECG) do animal foi monitarattavés de um dos canais
de um osciloscopio diferencial de duplo feixe R5QBEKTRONIX). A respectiva saida do
osciloscopio foi conectada a uma das entradas deamnplificador de audio SM-660
(MAXSOM), tornando possivel o acompanhamento dgif@ecia cardiaca através de um
sistema de caixas de som (CSR).

O outro canal do osciloscopio foi usado para q@orhar o
eletroencefalograma (EEG) do animal. Para tant@ untisdo no couro cabeludo foi feita,
expondo a parte superior e medial do cranio do animperiosteo foi removido com uma
lamina de bisturi e dois pequenos orificios de x@pradamente 1,5 mm de didmetro e
equidistantes em relagdo a linha medial do crémiani feitos usando uma furadeira elétrica
(DREMEL) com uma broca apropriada. Duas barras llnagafinas, os eletrédios do ECG,
foram inseridos nestes orificios e fixadas no craoom acrilico autopolimerizante
(CLASSICO).

A visualizagao freqiente do ECG e do EEG, dewingos parametros,
permitiu monitorar as fungdes vitais do animal.Cadrequéncia diminuisse para menos que
100 batidas por minuto (bpm) e/ou 0 ECG apresemtassa atividade cortical anormal, a

anestesia gasosa e intravenosa era diminuidamdetd, o nivel de anestesia profunda que
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nao comprometesse a vida do animal deveria apexsemta freqiiéncia cardiaca entre 100
bpm e 150 bpm e um ECG com uma predominancia dasodd baixa frequéncia. No
decorrer do experimento, a cada 30 minutos, osremlaa frequéncia cardiaca e da
respiratoria, o volume e a pressao inspiratoridyel de CQ e a temperatura foram anotados,
bem como o ECG visualmente vistoriado. Diariametidses de 2 mg de sulfato de atropina
injetavel (ARISTON) e de 1 mg de benzilpenicilinankatina (BENZETACIL, WYETH)
foram administradas por via intramuscular para dinnia secrecao traqueobrénquica e como

antibiotico de amplo espectro, respectivamente.

2.2.2 Procedimentos cirargicos oculares

ApoOs a escolha do olho a ser inicialmente usadmytm foi mantido ocluido
usando fita cirargica. Inicialmente, foi feita uim&isdo na palpebra superior e na inferior, e
todo o tecido dessa regido foi retirado, deixandglabo ocular exposto. Em seguida, a
conjuntiva foi separada da esclera ao longo de eoglobo ocular, formando uma camada de
tecido conjuntivo com cerca de 4 mm de largura. &fm metalico foi colocado no globo
ocular do animal, logo atras do limbo. O tecido jentivo foi costurado ao aro, e esse
firmemente preso ao aparelho estereotaxico atrdgégsma haste metdlica, assegurando a
imobilidade do olho.

Em seqguida, a esclera foi trespassada por unrtsupara eletrédio (0,15 cm
de diametro), em cujo interior, um eletrédio deisteg (Subsecéo 2.3.3) podia ser deslocado
livremente. Esse suporte podia ser rotacionado, relacdo a esclera, através de um
micromanipulador de dois eixos para permitir 0 asedo eletrédio a diferentes regides
parafoveais da retina. Na ocasido da troca debdletro vazamento de humor vitreo foi
diminuido pela oclus&o do suporte.

Foi usada uma lente de contato n&o-gelatinosaerengavel aos gases
respiratorios com poder de refracdo necessario guaeao olho do animal focalizasse um

anteparo retangular (1,10 cn85 cm) e localizado frontalmente a 114 cm de dcs#an

2.3 SISTEMA COMPUTADORIZADO PARA ESTIMULACAO VISUALE
REGISTRO UNITARIO
2.3.1 Hardware

Foi usado um computador PDP-11 (DIGITAL) com umlaca AD11-K
(DIGITAL) com dois médulos conversores, um converoaldgico-digital e um conversor

digito-analdgico, ambos com 12 bits de resolucaa p#etuar, respectivamente, a aquisicao
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de dados e controlar o estimulador. Um terminal 20r@IGITAL) foi a interface do usuario

com o computador.

2.3.2 Estimulador visual

Um sistema 6ptico Maxwelliano (WESTHEIMER, 1966pguziu um feixe de
luz circular (3 mm de didametro), proveniente davengéncia de dois LED4.ight Emitting
Diode, Diodo Emissor de Luz) em um mesmo eixo Opticopilde posterior do estimulador
foi adicionado um apontador laser, de modo queser lproveniente do apontador ficasse no
mesmo eixo optico, porém em sentido contrario aefde estimulagdo. Varios modelos de
filtros e diafragmas podiam ser colocados entre@rdef do estimulo e o olho do animal
mudando ou a intensidade luminosa e/ou as dimemgdestimulo original. Esse estimulador
visual, montado em um trip€, podia ser posicionagdemente ao redor da pupila do animal,
mas devido a limitacdes mecénicas do micromanipuldd eletrodio, somente puderam ser
registradas células localizadas na parafévea,ca cer3 a 10 graus de distancia da fovea.

Os LEDs usados tinham uma alta pureza coloriog{acima de 90%) e picos
de emissao espectral diferentes. Um dos LEDs, &maimia luz de comprimento de onda
médio (554 nm) e o outro emitia uma luz de compnitmale onda longo (638 nm). Esses
comprimentos de onda sao percebidos, respectivameoimo uma cor esverdeada e
avermelhada, por uma pessoa com visdo de coreahdtartanto, nesse trabalho, esses LED
serdo chamados de LED verde e vermelhcsditsvaresempregados nesse estudo permitiram
controlar com alta precisdo a amplitude e a fasead@a um dos dois LEDs isoladamente.
Esses valores eram enviados para a placa de céavealigito-analégica, onde eram
convertidos em valores analdgicos equivalentesiduzdos para os respectivos LEDs.

2.3.3 Softwares

Dois softwaresescritos na linguagem de programacdo FORTRAN foram
usados neste estudo. Ambos foram escritos pelcesdmf Dr. Barry Buchanan Lee, do
Instituto Max Planck para Biofisica Quimica, Gogng Alemanha, e usados no registro
eletrofisiologico de células ganglionares da retde primatas neotropicais em estudos
anteriores (LEEet al, 1996; SILVEIRAet al, 1996, 1997, 1998, 1999, 2000, 2004; SAITO
et al, 2001, 2003, 2004, 2005; da SILVA FILHO, 2003)pfimeiro software denominado
FLASHA, consistiu de um gerador de pulsos de dwragggnfiguravel, podendo ser uma
duracado breve (aproximando-se de uma funcédo impalsama duracdo mais longa (funcéo

degrau). O contraste de Weber do estimulo foi progwvel, permitindo a geracdo de
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estimulos cromaticos e acromaticos. O segundo, ERSToi usado como um gerador de
funcbes periddicas temporais. Esseftware modulou a intensidade luminosa dos LEDs
obedecendo uma funcéo periddica que podia serdanguadrada ou dente-de-serra, bem
como controlou, dentre outras variaveis, o corgrdstcada LED, a frequéncia temporal, e a
fase inicial de cada LED em relagédo ao inicio dedigto de estimulacdo. Essseftwares
também automatizaram a aquisicdo da resposta ccebda a forma de um PSTH
(PeriStimulus Time HistogramDentre os varios parametros para a aquisicatades e para

a geracao do histograma, os mais importantes foaagoracdo de cada varredura, o0 numero
de varreduras em cada teste, o tamanho da clisgal¢ histograma e 0 niumero de classes
por histograma. Esses parametros para as freq8éteni@orais empregadas no presente
trabalho estédo apresentadas na Tabela 1 (para SHARe na Tabela 2 (para o FASTER).

Tabela 2 Parametros de configuragao stiftwareFLASHA para estimulacdo e aquisicao de registro

eletrofisiologico unitario.

Duracéo do Duracgéo da Numero de Tamanho da Numerode Tempo total
pulso (ms) varredura (ms) varreduras classe (ms) classes de registro (s)
400 800 20 4 200 16

Tabela 3 Parametros de configuracao stuftwareFASTER para estimulacdo e aquisicdo de registro

eletrofisiologico unitario. Cerca de 6 s de regisaram colhidos para cada frequéncia temporal.

Frequéncia Duracéo da NUumero de Tamanho da Numerode Tempo total
temporal (Hz)  varredura (s) varreduras classe (ms) classes de registro (s)
0,61 3,28 2 25,6 128 6,56
1,22 1,63 4 12,8 128 6,56
2,44 0,82 8 6,4 128 6,56
4,88 0,41 16 3,2 128 6,56
9,76 0,20 32 1,6 128 6,56
19,53 0,10 64 0,8 128 6,55
30,3 0,66 96 0,6 110 6,34
39,06 0,10 64 0,8 128 6,55
48,07 0,08 80 0,8 104 6,66
57,47 0,07 96 0,6 116 6,68
66,66 0,06 112 0,6 100 6,72
78,12 0,05 128 0,4 128 6,55

T - Nessas freqUéncias temporais, os registromftedios com 4 ciclos de estimulacéo.
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Os parametros foram definidos de acordo comeagiéncias temporais usadas
e independentes do contraste do estimulo. Cada asrsaftwarescontrolou a placa de
estimulacdo e a placa de aquisicdo de dados pamesizar a geracdo do estimulo com a
aquisicao de dados, obedecendo a configuracdogmnagla. Para cada condicdo de teste do
FLASHA, foi obtido um histograma correspondentesposta provocada por um unico pulso,
enquanto que para o FASTER, os histogramas resesdtacorrespondem a cerca de 6

segundos de resposta para dois ou quatro ciclestoeulacao.

2.4 REGISTRO UNITARIO EXTRACELULAR DE CELULAS
GANGLIONARES RETINIANAS
2.4.1 Eletrodio para registro unitario extracelular

A aquisicao do sinal bioelétrico foi feita com ebelios de metal isolado em
vidro (MAX-PLANCK INSTITUTE), os quais consistirarde filamentos de tungsténio de
0,01 cm de diametro montado em tubos capilaresdie ge 0,075 cm de diametro externo e
0,04 cm de diametro interno. Esse tipo de eletrpdigsui uma alta impedancia na sua ponta,
> 1 MQ, e um baixo nivel de ruido elétrico, sendo fretgmente usado para registros

extracelulares.

2.4.2 Amplificacéo e discriminag&o do sinal bioetiékco

O sinal colhido pelo eletrédio foi amplificado 100@&zes em um pré-
amplificador diferencial (MAX PLANCK INSTITUTE) e @ vezes em um amplificador
diferencial TM 503 (TEKTRONIX). O sinal passou pom discriminador de amplitude
(MAX PLANCK INSTITUTE), onde foi acrescentada unang¢la de discriminagéo e, ambos,
o sinal e a janela, foram visualizados em um oscdpio diferencial de duplo feixe 5113
(TEKTRONIX). O uso do discriminador de amplituderpéiu isolar os potenciais de acéo
do ruido elétrico. Tanto o osciloscopio quanto gcdminador de amplitude ficaram
conectados em um sistema de audio, possibilitanglecata de ambos através de caixas de
som (CSR).

2.4.3 Aquisicao do registro unitario

O eletrédio foi visualizado em um microscoépio peesificar a integridade da
sua ponta. Caso a ponta do eletrédio aparentasseirgegra, 0 mesmo era colocado em seu
suporte e, com a ajuda de um micromanipulador (MAXRANCK INSTITUTE), descido em

direcdo a superficie retiniana.
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Numa primeira etapa, o sistema de audio ficoavehdo” para a escuta da
amplificacdo do sinal captado pelo eletrodio. Adsade um oftalmoscopio 11475 (WELCH
ALLYN), foi verificado se a ponta do eletrédio estaproxima ou ndo da retina. Caso
estivesse proximo, o eletrodio era descido atértac&zamada de células ganglionares,
momento em que ocasionava um ruido abrupto e eaistacto no sistema de audio. A
coordenada do micromanipulador era anotada e alatawho a profundidade para tocar a
superficie da retina naquela orientacdo; quandetmdio era trocado, a coordenada anotada
servia como uma estimativa da proximidade do eleir@m relacdo a retina; quando o
suporte do eletrddio era rotacionado, era encoatath nova coordenada.

Numa segunda etapa, a janela de discriminacatetbocada verticalmente em
relacdo ao sinal bioelétrico e colocada logo admauido capturado pelo eletrodio, sendo o
audio “chaveado” para o discriminador de amplitudeando o micromanipulador para obter
movimentos finos de descida e de subida do eletrdeintou-se isolar os potenciais de agéo
espontaneos de alguma célula ganglionar localinadgproximidades da ponta do eletrodio.
Essa etapa foi acompanhada com o audio, poisida® espontédnea gera um padréo sonoro
distinto daquele gerado pelo ruido de fundo muilidwio ou pelo ruido branco sem atividade
celular. Uma vez isolada a célula, foram visualizads potenciais de acédo no osciloscopio e
a janela de discriminagdo ajustada para otimizaolamento dos potenciais de acéo do ruido
bioelétrico intrinseco, de modo que cada potemgadcdo que fosse maior em amplitude que
a janela de discriminacdo fazia o discriminador aheplitude disparar um pulso TTL
(Transistor-Transistor Logic Logica Transistor-Transistor) para a placa devewmséo
analdgica-digital, a qual digitalizava esse evgrata ser armazenado no PDP-11.

Um foco luminoso (MAX PLANCK INSTITUTE) foi usadpara identificar a
posicdo do campo receptivo da célula ganglionaanteparo situado a frente do animal. A
mudanca sonora na frequéncia de disparos de paiteni® acdo foi usada para localizar o
campo receptivo da célula. Os limites espaciaisatopo receptivo foram entdo delimitados
em uma folha de papel previamente fixada no andepé maioria das células, usando o foco
luminoso em diferentes configuracbes de luminarmiade cor, foi possivel classificar
antecipadamente o tipo celular como sendo fasictboigco a partir da taxa de disparos de
potenciais de agcdo. O estimulador foi posicionad@ mue o estimulo incidisse na célula
ganglionar isolada. Para tanto, procurou-se sob@paser com o centro do campo receptivo,
delimitado como descrito acima. Entéo foi feitastineulacdo da célula para cada paradigma

(ver abaixo). Ao término da bateria de paradigmes;urava-se uma outra célula.
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Foi verificado regularmente se o olho continuadequado para o registro
extracelular. Quando os vasos retinianos de mealibre comecavam a desaparecer na
observacao oftalmoscopica, o que ocorria por \dwtéerceiro dia, o outro olho era usado. Ao
término do experimento, o animal era sacrificadon cama dose mortal intravenosa de
barbiturico, 150 mg/kg de peso corporal (TIONEMBUTABBOTT).

2.5 ESTIMULACAO VISUAL E ANALISE DOS REGISTROS UNARIOS

Os LEDs verde e vermelho foram pareados quantsuas iluminancias
relativas através de um procedimento psicofisicéotametria conflicker heterocromético,
feita por um sujeito cuja funcédo de luminosidadégea, V), se aproximava daquela de um
observador padrdo para um campo U€JRPDD, 1951). Nessa condicdo de equiluminancia,
um estimulo composto por ambas as luzes tinha ummmnaticidade média de
aproximadamente 595 nm e uma iluminancia retin@ieSTHEIMER, 1966) de 2000 Td
em seres humanos. Como o globo ocular dos prinngtdos nesse estudo € menor que o de
um humano adulto foi calculado que a iluminancidiniena do estimulo era
aproximadamente duas vezes maiorGebus(SILVEIRA et al, 1989; LEEet al, 2000).
Esse parametro nédo foi calculado parauattaou oAotus Por conveniéncia, nesse estudo,
sera adotado o valor da iluminacao retiniana démesd para humanos. O tamanho do

estimulo né&o foi alterado durante os experimentos.

2.5.1 Transferéncia dos arquivos do PDP-11

Para cada célula registrada, cada um dos protodel@stimulacao aplicados
originou um arquivo binario contendo todos os lgsimas obtidos nas varias condi¢des de
teste. Esses arquivos, armazenados no PDP-11, fwyawertidos em arquivos no formato
ASCIl (American Standard Code for Information Interchangeddigo Padrdo Norte-
Americano para Intercambio de Informacdes). Conestentédo o terminal V1220, do PDP-
11, a um microcomputador IBM-PC compativel atrad&sim cabo paralelo bi-direcional. O
microcomputador emulou o terminal VT220 usandsoftware Telix (DELTACOMM) e
comandou o PDP-11 para transferir os arquivos ASfilavés do cabo paralelo. A
transferéncia foi feita sob a forma de um Unicauma@ ASCII formado pela unido de todos os
arquivos ASCIl componentes. Ao término da transfeie§ esse arquivo composto foi
processado por umsoftwarepara recuperar 0s arquivos componentes. No casoedistros
obtidos com o FASTER, cada histograma foi recatbmtf-line para representar a resposta

em dois ciclos de estimulacdo quando necessarle(@2). Entéo, os valores de amplitude e
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de fase do primeiro harmdnico dos histogramas faratraidos através de usoftwareque
aplicou um algoritmo de DFTD{screte Fourier Transformou de FFT [ast Fourier
Transform Transformada Réapida de Fourier) (COOLEY & TUKEY965). Todos os
softwaresenvolvidos nessa etapa foram localmente desemlasvém C++ com o compilador
Borland C++ v 4,0 (BORLAND).

Os modelos matematicos empregados para interpslagspostas das células
ganglionares foram ajustados usando o procedinuntatimizacdo Microsoft Excel Solver
(MICROSOFT CORPORATION). As rotinas foram programsadem Microsofot Visual
Basic v 6.3 na planilha de calculo Microsoft Ex2e02 (MICROSOFT CORPORATION).

2.5.2 Pulso de luminancia e de cor

O pulso de luminancia consistiu na modulacdo do8d_Em fase, por pulsos
retangulares de 400 ms de duracdo em diferentdsastes de luminancia (Figura 1). Os
contrastes empregados foram definidos a partiqdagéo do contraste de Web&):

L - Lref

C, = ( J [100, (1)

ref
ondelL é a luminancia do pulso em uma dada condicBg;€ a luminancia do estimulo na

auséncia dos pulsos. No inicio, os pulsos forammementais com quatro contrastes de
luminéncia, positivos, de Weber: 12,5%, 25%, 50%08% (Figura 1A-D). Em seguida o

estimulo consistiu de quatro pulsos de decrementardinancia com -12,5%, -25%, -50% e
-100% de contraste de Weber (Figura 1E-H).
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INCREMENTO DE LUMINANCIA

C=12,5% C=25% C=50% D C=100%

e B e

DECREMENTO DE LUMINANCIA

C=-12,5% C=-25% C=-50% C=-100%

e e

Figura 1. Estimulacao por pulsos de luminancia. O eixoatdenadas é a luminancia dos LEDs, em
valores relativos entre -100% e 100%, e o das sg&xié tempo em milissegundos. A linha verde
tracejada e a vermelha cheia representam, respegite, a variagdo temporal de luminancia do LED
verde e do vermelho em cada condi¢cdo. O contrastWeber C) do estimulo, em percentagem, esta
discriminado no topo de cada gréafico. Duracédo dsgqo400 ms.

Por outro lado, o pulso de cor, ou cromético,s@tiu ha modulacdo em fase
dos LEDs verde e vermelho por pulsos retangular@s com polaridades opostas entre si
quanto a variacdo de luminancia (Figura 2). Osrestés empregados foram definidos a
partir da Equacéo 1 mas, diferentemente do pratceaterior, a luminancia do estimulo nédo
sofreu nenhuma variacdo. No inicio, 0s pulsos cticogapresentaram contrastes crescentes
em direcao ao vermelho, com incrementos do LED gHronacompanhados por decrementos
simétricos do LED verde (Figura 1A-D); em seguida, pulsos cromaticos apresentaram
contrastes crescentes em dire¢cao ao verde, coameatos do LED verde acompanhados por
decrementos simétricos do LED vermelho (Figura LEERta0, na situagdo em que o LED
verde aumentava o seu contraste de luminancia deMéen 25%, o LED vermelho diminuia
0 seu contraste de luminancia de Weber em 25% di rmmoncomitante (Figura 2F). Os
pulsos duraram 400 ms cada. Em ambas as dire¢cdes,dguatro contrastes cromaticos de
Weber foram empregados: 12,5%, 25%, 50% e 100%.
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CONTRASTE DE COR EM DIREGCAO AO VERMELHO

A C=12,5% B C=25% C C=50% D C=100%

CONTRASTE DE COR EM DIREGAO AO VERDE

E C=12,5% F C=25% G C=50% H C=100%

Figura 2. Estimulacao por pulsos de cor. O eixo das ordenhada luminancia dos LEDs, em valores
relativos entre -100% e 100%, e o das abscissasgotem milissegundos. A linha verde tracejada e a
vermelha cheia representam, respectivamente, ac@aritemporal de lumindncia do LED verde e
vermelho em cada condicdo. O contraste de WeBgrdp estimulo, em percentagem, esta
discriminado no topo de cada gréafico. Duracédo dego400 ms.

Quando possivel, a célula ganglionar foi clasgiiicaomo fasica ou ténica a
partir de sua resposta para os pulsos de lumin&nd& cor. Como regra geral, foi adotado
gue as células ganglionares classificadas fisiodmgente como fasicas apresentam uma alta
porém transiente responsividade em todos os ctedgrate luminédncia, e uma baixa ou
nenhuma responsividade aos contrastes de cor.ulorlado, as células ganglionares tonicas
S0 menos responsivas aos contrastes de lumingo@an apresentam uma resposta mais
sustentada que a célula fasica; além disso, eékdascpossuem uma responsividade tdnica e
vigorosa aos estimulos crométicos em antropoidasinatas.

2.5.3 Funcéo de Transferéncia de Modulacdo Tempor@FTMT) de luminancia

ou de cor

O protocolo para encontrar a FTMT de luminéanciasiiu na variagao
temporal da intensidade luminosa dos LEDs verdersm@lho em fase modulada por uma
funcdo senoidal. Em cada uma das 12 frequénciapotams empregadas nesse protocolo
(0,61; 1,22; 2,44; 4,88; 9,76; 19,53; 30,3; 39,88;07; 57,47; 66,66; 78,12 Hz), foram
testados 11 contrastes de Michelson diferenteposliss espacadamente em uma escala
logaritmica (3,13; 4,42; 6,25; 8,84; 12,5; 17,68; 25,36; 50; 70,71; 100%). O contraste de

Michelson,Cy, é definido como:
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L —-L_
C e max min D.OO,
M ( L +L j (2)

max min
ondeLyax € a lumindncia maximalgnn, a lumindncia minima do estimulo. A Figura 3 mestr

a variacao de contraste de Michelson para umafdagia&ncia temporal.

FUNCAO DE TRANSFERENCIA DE MODULA(;AO TEMPORAL DE LU MINANCIA

A G=3,1%,R.=3,1% B  Gc=4,3%,Rc=4,3% G =6,3%, R -=6,3% ¢=9,4%, R¢=9,4%

—— — — —

G=12,5%,R=12,5% ¢=18,9%, R -=18,9% c=25%, R=25% c=37,6%, R :=37,6%

e B s

¢=50%, R -=50% ¢=70,3%, R=70,3% G c=100%, R :=100%

VAR VAVRIVAY

Figura 3. Estimulag&o por oscila¢cdes de luminancia. O di® ordenadas € a luminancia dos LEDs
em escala relativa e o eixo das abscissas é teampmilissegundos, cujo valor absoluto depende da
frequéncia temporal empregada. A linha verde taalzeje a linha vermelha cheia representam,
respectivamente, a variagdo temporal de lumin&feiaz verde e da luz vermelha em cada condigéo.
G¢ = Contraste de Michelson do LED veréRg;= Contraste de Michelson do LED vermelho.

Por outro lado, o protocolo para encontrar a FTMdnitica consistiu na
variacdo temporal de intensidade luminosa dos LEDdulada por uma funcéo senoidal,
porém com a modulacédo do LED verde em oposica@ske d& do LED vermelho. De modo
semelhante a FTMT de luminancia, foram testaddsetjiZiéncias temporais (0,61; 1,22; 2,44;
4,88; 9,76; 19,53; 30,3; 39,06; 48,07; 57,47; 66,68,12 Hz) e em cada uma dessas
frequéncias temporais foram testadas 11 contrdstddichelson diferentes (3,13; 4,42; 6,25;
8,84; 12,5; 17,68; 25; 35,36; 50; 70,71; 100%) (Fagd). Nesse caso, como os LEDs verde e
vermelho foram modulados com a mesma luminancig&np@m oposicao de fase, o contraste
de Michelson foi quantificado pela Equacdo 2 paradado LED e significa o contraste

temporal de cor em relagdo a cromaticidade médestimulo.
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FUNCAO DE TRANSFERENCIA DE MODULACAO TEMPORAL DE CO R

A Gc=31% Rc=3,1% B Gc=4,3%,R=4,3% C  G¢=6,3%,Rc=6,3% D  Gc=9.4%,Rc=9,4%

E Gc=125%,Rc=12,5%

H Gc=37,6%,R.=37,6%

Figura 4. Estimulac@o por oscilagdes de cor. O eixo dagmadas é a luminancia dos LEDs em

escala relativa e 0 eixo das abscissas é tempaniéssegundos, cujo valor absoluto depende da
freqiéncia temporal empregada. A linha verde tealzeje a linha vermelha cheia representam,
respectivamente, a variagdo temporal de lumin&eiaz verde e da luz vermelha em cada condigéo.
G¢ = Contraste de Michelson do LED veréRe;= Contraste de Michelson do LED vermelho.

A partir da amplitude da resposta em funciocontraste de Michelson de
luminancia ou de cor foi medida a sensibilidadeperal da célula para cada uma das 12
freqiéncias temporais testadas. No presente t@balkensibilidade da célula foi expressa
em valores de ganho de contraste (BENARDE&Eal, 1982). Essa abordagem foi
originalmente usada para estudar respostas etetiofjicas na retina de peixe (NAKA &
RUSTHON, 1966). Para tanto, a equacdo de Michdigisten foi ajustada aos valores da
resposta, sendo sua forma algébrica:

r(c)—2= RulC , (3)
(C+cs)

onder é a resposta, em impulsos por segundo (imp/sinendida da atividade espontanea
predita para a célula (2 imp/s), no contrastem %),Rnax € a resposta maxima (em imp/s) na
freqUéncia estudadacg, € 0 contraste (em %) necessario para provocatadmea resposta
maxima. Foram obtidos os parametros liRasx € Cso que melhor ajustaram a equacéo acima
aos valores obtidos para a resposta celular radstem cada uma das 12 frequéncias
temporais testadas. Com esses valores, efetuou-se:

6(f)= = @)

CSO
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ondeG é o ganho de contraste da célula (imp/s-%). Ogedaltcontraste da célula em fungéo
das 12 frequiéncias temporais testadlasprresponde a FTMT de luminancia ou de cor de
acordo com o estimulo empregado. Nesse trabalho, foé estudada a Funcdo de

Transferéncia Optica Temporal das células gangiéna, portanto, ndo é apresentada a

Funcao de Transferéncia de Fase Temporal.

25.4 Funcéo de sensibilidade espectral dos fotegeptores

A analise das respostas para os protocolos de ébtamcom flicker
heterocromético e de fase usou modelos matematices levam em consideracdo a
sensibilidade espectral dos fotorreceptores a qual,sua vez, foi encontrada para cada
fotorreceptor a partir da equacao proposta pordrrBv Lamb (LAMB, 1995).

A funcdo de sensibilidade espectral normalizadaudh fotorreceptor foi
encontrada a partir de:

R(A) = 190 3t A=390, .., 700, (5)

a[éA—%J b[éB—%) c[éc—%J Arax
e +e +e +D

ondeR(A) é a sensibilidade espectral do fotorrecepta¥r,o comprimento de onda (NM)yax

€ o0 pico de sensibilidade espectral do fotorreecgpin). Foram adotados os seguintes valores
para os parametros livres da equagée:70; A = 0,88;b = 28,5;B = 0,924;c = -14,1;,C =
1,104 eD = 0,665 (Lamb, 1995).

Como as células registradas eram localizadasgiaa parafoveal, ndo houve a
necessidade de corrigir essas funcdes para a absdogestimulo pelo pigmento macular,
cuja presenca muda a sensibilidade espectral dogdoeptores na fovea (BON& al,
1992). Porém, os fotorreceptores parafoveais sais matos, com tamanho médio do
segmento externo 3&m em média e, por conseguinte, possuem uma mensiddéde Optica
do que os fotorreceptores foveais, 0s quais ténariammédio do segmento externo de 35
um. Devido a diminuicdo da concentracdo do fotopigimee esperado um estreitamento da
banda de sensibilidade dos fotorreceptores paraifoweo dominio dos comprimentos de
onda. Esse efeito é chamadosadf-screenindBURNS & ELSNER, 1985), o qual pode ser

compensado usando a seguinte equacao:
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1—10_D°”‘é%J

S =|——————
R T

00, A =390, ..., 700, (6)
onde SA) € a funcdo de sensibilidade espectral do foteptec corrigida para elf-
screening Doy € a densidade optica do fotopigmentdr(@) € a fungdo de sensibilidade
espectral do fotorreceptor obtida a partir da Féanbu No presente trabalho, foi adotada uma
densidade éptica média para os fotorreceptoresa¥e & partir da excentricidade média de
6,5° das células ganglionares retinianas parafevegistradas (ELSNE& al,, 1993).

A Figura 5 mostra as fungfes de sensibilidadeatsgd para os fotorreceptores
de Alouatta caraja Cebus apellae Aotus infulatuscorrigidas paraelf-screeningOs valores
dos picos de absorcdo espectral de cada classetatee€eptor desses antropdides foram
obtidos a partir de dados disponiveis na literafliebela 3). O bastonete € comum a todos
esses primatas e possui Wmsx de aproximadamente 500 nm. O cone S, ausenfeotsg
possui um Amax de aproximadamente 440 nm (Figuras 5A e 5C). Unudes
eletrorretinografico nélouatta carayaencontrou dois tipos de cones sensiveis a intedal
comprimentos de onda médios e longos (Figura 5AL(@BS et al, 1996a). A Figura 5B
mostra, para dCebus apellaos trés tipos de cones sensiveis aos comprime&tasnda
médios e longos (M, M/L e L), que um primata dag&Seero pode ter (MOLLOMNt al, 1984;
JACOBS & NEITZ, 1987; LEEet al, 2000). OAotus possui um unico tipo de cone,
responsivo a regiao de comprimentos de onda médiasgos do espectro visivel, cujo pico
de absor¢do espectral € de aproximadamente 543A4G0BSet al, 1993; JACOBSt al,
1996b) (Figura 5C). A partir dessas funcdes, foicudada a sensibilidade de cada
fotorreceptor para os LEDs empregados nesse talf@ibela 3; Figura 5, linhas verticais

tracejadas).
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Tabela 4 Sensibilidade espectral dos fotorreceptores par&EDs usados nesse estudo. Valores

normalizados e corrigidos paraelf-screening

Pico de emissao

espectral do LED (nm)
G, =554 R, =638

Platirrineo  Fotorreceptor Pico de absorgéo especttalo Sensibilidade do
fotorreceptor, Amax (NM) fotorreceptor

Alouatta
Cone S 4332 12,9 0

Cebus

Alouatta
Cebus Bastonete 500 48,43 0,2

Aotus

Cone M 530 92,0 3,6

Alouatta
Cone L 562 97.8 28,7
Cone M 538 95,7 5,4
Cebus Cone M/L 550 100 11,9
Cone L 563 97,4 30,0
Aotus Cone M/L 548 99,3 9,79

®Huntet al, 2005. QAotusndo possui cones S na retina (JACGBSI, 1993).
’Huntet al, 2005.

‘Resultados a partir de sequenciamento de DNA (JAS&RI, 1996a).
‘Resultados eletrorretinogréaficos (JACOBS & NEITZ8T).

*Resultados a partir de sequenciamento de DNA (JAS&RI, 1993).
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FUNGAO DE SENSIBILIDADE ESPECTRAL
DOS FOTORRECEPTORES

A Alouatta caraya
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Figura 5. FuncBes de sensibilidade espectral dos fotorteapdoAlouatta caraya Cebus apella
Aotus infulatusencontradas a partir da Equacdo de Lamb (1995)a(&quS) e corrigidas paslf
screening(Equacéao 6). Linhas verticais tracejadas verdermelha, representam o pico de emisséo

espectral do LED verdd?(,lmax =554) e vermelho IRAW =638), respectivamente.
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A partir de estudos anteriores, foram adotadoseggiintes critérios sobre a
contribuicdo dos diferentes tipos de fotorrecegt@ara as respostas das células M e P nesses
antropoides no modelamento matematico da fisioldggsas células:

) Os bastonetes podem contribuir para as célulasPMde Alouatta somente sob
baixas condi¢cOes de iluminacado retiniana, a pddiobservado em estudos em
Macaca(LEE et al, 1997);

i) Os cones S nao contribuem para as respostas déssaghnglionares M e P (SUN
et al, 2006);

1)) ParaCebusdicromata edotus a contribuicdo dos bastonetes é ainda descorshecid
apesar de resultados preliminares mostrarem qué eignificativa tanto para
células M quanto P até mesmo sob altos niveisueinbcao retinianaQebus
dicromata: LEEet al, 2000; SAITOet al, 2001, 2003Aotus da SILVA FILHO
et al, 2000; SILVEIRAet al, 2000, 2001a, 2004a);

V) Por sua vez, os cones M e L, quando presentestina o antropéide, como
parece ser o caso ddouattg contribuem conjuntamente tanto para o centro
quanto para a periferia do campo receptivo da @éM| porém com uma
polaridade oposta (antagonismo centro-periferia) VA FILHO et al, 2003;
SAITO et al, 20044, b, 2005a, b, c);

V) Para antropdides dicromatas e monocromatas, cdbebus e Aotus
respectivamente, ndo € esperada a supracitadabcigéio conjunta das respostas
de dois fotorreceptores M e L devido a presencasamente um tipo de
fotorreceptor M/L na retina. Porém a resposta ddesareceptor existente
converge de modo antagdnico para 0 centro e ppeaiferia do campo receptivo
das células ganglionares M€busdicromata: LEEet al, 2000; SAITOet al,
2001, 2003Aotus da SILVA FILHO et al, 2000, SILVEIRA et al., 2000, 2001a,
2004a);

Vi) Estudos anteriores (da SILVA FILH& al, 2003; SAITOet al, 2004a, b, 2005a,
b, ¢) sugerem que as células PAdouattaapresentam uma contribuicdo seletiva
dos fotorreceptores M e L de modo que a oponéreieodes esteja presente em
seu campo receptivo. Por exemplo, se o fotorrecepta@ontribui de modo
excitatério para o centro do campo receptivo, orfeceptor M contribui de modo
inibitorio para a periferia do campo receptivo eeve-versa,

vii)  As células P dos antropdides dicromatas e monodasnmdo devem apresentar a

oponéncia cromatica supracitada e devem ser vecg@es para cores das células
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P dos tricromatasQebusdicromata: LEEet al, 2000; SAITOet al, 2001, 2003;
Aotus da SILVA FILHO, 2000; SILVEIRAet al, 2000, 2001a, 2004a).

255 Fotometria contlicker heterocroméatico

Esse protocolo consistiu na modulacéo senoidaLB@s em oposicao de fase
com uma mudanca gradativa e pré-determinada nangdp entre seus contrastes (LEE
al., 2000). A proporc¢ao foi definida como serRdG,, ondeR; era o contraste de Michelson
do LED vermelho €5; o do LED verde. O contraste de cada LED foi qdiaatio pela
Equacéo 2. Cada uma das 19 propor¢des usadasabigioram moduladas em 4 frequéncias
temporais diferentes: 4,88 Hz, 9,76 Hz, 19,53 139,66 Hz.

No inicio, o estimulo foi formado principalmentelgéED verde com um
contraste de 100%, enquanto o LED vermelho, emigimsle fase, tinha um contraste de
10%. Nessa proporcad{G. = 0,1), o estimulo apresentava um contraste dénémuia
méximo entre os LEDs e um contraste de cor minintie @s LEDs (Figura 6A).

Nas condi¢des seguintes, o contraste do LED vérde €onstante, enquanto o
contraste do LED vermelho foi incrementado em pmaséscretos de 10%, até o seu contraste
alcancar o contraste do LED verde (Figura 6J). &l@ssporcdoR./G. = 1), o contraste de
luminancia entre os LEDs era minimo e o de corneéaimo. Em seguida, o contraste do
LED vermelho foi mantido constante e o contraste ld6D verde foi diminuido
gradativamente, em passos discretos de 10%, aécaico valor de 10% (Figura 6S), na

altima propor¢aoR/G; = 10).
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FOTOMETRIA COM FLICKER HETEROCROMATICO

A R:./G.=0,1 B R./G.=0,2 C R, /G- =0,3 D R, /G- =04

Re/Ge=10

R Rc./Gc=5 S
Figura 6. Estimulagéo pela fotometria cdiitker heterocromatico. Consistiu na modulacao senoidal
dos dois LEDs em oposicédo de fase e variando sopép de luminancia dos LEDs. As diferentes
condicbes de estimulacdo estdo ordenadas em ortfabetiwa e dispostas como elas foram
apresentadas durante o teste. O eixo das ordegdadasontraste de Michelson dos LEDs e o das
abscissas € o tempo para dois ciclos de estimulAcBioha verde tracejada e a linha vermelha cheia
representam, respectivamente, o perfil de lumiédciLED verde e do vermelho em cada condicao.

A razdo entre os contrastes dos LEDs esta most@tiapo de cada grafico, on@g é o contraste de
Michelson do LED verde B: é o contraste de Michelson do LED vermelho.

Para a analise das respostas obtidas nesse poptimicielmente foi modelado
como cada fotorreceptor, isoladamente, respongbenia o estimulo usado. Para tanto, foi
adotado o seguinte modelo matematico para estinras@osta esperada de cada um dos
fotorreceptores para cada uma das 19 condicOestidauacao (proporcao entre os contrastes
dos LEDs):
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r= (8554lzBC)_(8638DRC) B 1
S, 1000’

(7)

onder é a resposta esperada normalizada do fotorrec@ptor/ s) em uma dada proporc¢ao,
Ss54 € a sensibilidade do fotorreceptor ao LED ve€eé o contraste do LED verdg;ss € a
sensibilidade do fotorreceptor ao LED vermelRg.¢ o contraste do LED vermelhdsg € o
valor maximo da sensibilidade do fotorreceptor pasaLED verde e vermelho (o valor
MAaximo entreSss4 € Ss39) € que, portanto, depende de qual fotorreceptarsemdo modelado
(Tabela 3) (LEEet al, 2000). A Figura 7 mostra as respostas esperadas @s
fotorreceptores délouatta carayaCebus apellae Aotus infulatusCada fotorreceptor possui
um minimo de amplitude, caracteristico e enconteadaima determinada proporgcao entre os
LEDs. Nessa proporcdo, a amplitude da respostaotiwréceptor é proxima de zero,
indicando que o mesmo ndo consegue responder Eagdscitemporal do estimulo. Por
exemplo, para élouattg o cone L (562 nm) é silenciado em uma condi¢cate @proporcao
do LED verde é maior do que o do vermelho, ja gteapigmento L é mais sensivel ao LED
vermelho (Figura 7C).

No presente estudo, foi adotado que as respadtas fotorreceptores
contribuem linearmente para a resposta eletrofigich. As respostas esperadas dos
fotorreceptores foram usados para modelar a resmdstrofisiologica da seguinte forma:
inicialmente, para uma dada freqtiéncia temporainpglitude e a fase do primeiro harménico
da resposta foram colocadas no plano complexo asandeguintes formulas:

R< = Ra @OE_% DI:_ s (8)
Ry =R, Ber_%)ﬁr , (9)

ondeR, e R, € a coordenada da resposta no plano compkxé,a amplitude da resposta
(imp/s) eRy € a fase da resposta em graus. Os valoré; d&, foram obtidas em cada uma

das condic¢des de estimulagéo.
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RESPOSTA ESPERADA DOS FOTORRECEPTORES PARA A
FOTOMETRIA COM FLICKER HETEROCROMATICO

A Alouatta caraya
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Figura 7. Resposta relativa esperada dos fotorreceptorédodmtta caraya Cebus apellee Aotus
infulatus para as condi¢des do protocolo de fotometria ftmker heterocrométicoR: € o contraste
do LED vermelhoG. é o contraste do LED verde.
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A resposta eletrofisioldgica foi interpolada nlarm@ complexo usando um
modelo matemético assumindo que a resposta daaagduglionar deva-se a uma somagao
vetorial das respostas de dois fotorreceptdresg, em cada condicdo de estimulacdo. O

modelo é descrito pela seguinte equacéao:

_ f o . _
M. =|f [OOf [€¢os —2Z [k ||+ (tos =2 [4 ||,
S|t {180 j_ _ga (g, {180 j_ (10)
~ f o . _
M, =| f [f 3en—2L[x ||+ Gen =2 [ ||,
o T e I{180 j_ _ga (g, I{180 j_ (11)

ondeM, e My € a coordenada complexa do modelo para uma dadhcéo,f, e g sédo as
respostas esperadas para os fotorreceptores a apre&iados a resposta celular e obtidas a
partir da Equacao 7. Os parametros livikesfs, sdo a amplitude e a fase da resposta para o
primeiro fotorreceptor; &, e gg sdo a amplitude e a fase da resposta para o segund
fotorreceptor. Esses parametros foram ajustadas mparimizar o erro entre a resposta e o
modelo.

Os valores daVl, e My ajustados foram convertidos de volta para valdees

amplitude e fase através das seguintes equacdes:

_ 2 2
Mo =M, +M,", (12)

, (13)

ondeM, e My sao, respectivamente, a amplitude (imp/s) e a(fagseis) do modelo ajustado.
A constanted é a correcdo de fase que foi aplicada em casagien angulo retornado teve
valores acima de 36@u abaixo de -360
A contribuicdo ou peso relativi\f de cada um dos fotorreceptores para a
resposta foi quantificada a partir da seguinte e@jora
f

R GEr) s
ondef, eg,, S0, respectivamente, a resposta do fotorreceptaresposta do fotorreceptpr
W é um valor adimensional entre 0 e 1. quanto maisimo de 1, maior foi a contribuicdo do
fotorreceptorf para a resposta; quanto mais proximo de 0, a s&spa@cebeu uma

contribuicdo maior do fotorreceptgi(LEE et al, 2000).
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2.5.6 Protocolo de fase

Esse estimulo foi originalmente usado em experiosenpsicofisicos
(LINDSEY et al, 1986) para estudar a percepcéao da diferencasdedtativa de um estimulo
e, posteriormente, adaptado para registro extiacgsMITH et al, 1992; LEEet al, 2000).
Consistiu na modulacao senoidal dos LEDs com unmdanga gradativa na diferenca da fase
relativa destas luzes. Nao houve diferenca de astetentre os LEDs. Foram 16 condi¢des de
estimulacao diferentes para cada uma das 6 freg%éteamporais possiveis: 1,22 Hz, 2,44
Hz, 4,88 Hz, 9,76 Hz, 19,53 Hz e 39,06 Hz (Figura3Bcontraste de Michelson (Formula 2)
foi geralmente mantido em 100%, exceto se a céptaesentasse saturagcdo de amplitude.
Nesse caso, o contraste era diminuido para 50%emwsnPara todas as condi¢fes, a fase do
LED vermelho Ry foi mantida constante, enquanto houve um aumgradativo da fase do
LED verde g em passos discretos de 22Jhicialmente o estimulo consistiu dos LEDs em
oposicado de fase. Nessa condi¢do, o estimulo apoesentre os LEDs um contraste de
luminancia minimo e um de cor maximo (Figura 8An Beguida, a fase do LED verde foi
monotonicamente adiantada de 22éumentando a diferenca da fase relativa enttEDs.
Na nona condicao (Figura 8l), o estimulo apresentowcontraste de luminancia maximo e de
cor minimo entre os LEDs, pois a diferenca de fataiva foi de 6. Na ultima condicdo a
diferenca de fase entre os LEDs foi de 18{Figura 8P).
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PROTOCOLO DE FASE

A R -G =-180° B Rg-G=-167,% C R -G =145 D RgGy=-112,8

Figura 8. Estimulacdo pelo protocolo de fase. Consistiu madulacdo senoidal dos LEDs,
equiluminantes, variando a fase do LED verde, emgugque a fase do LED vermelho foi mantida
constante. As diferentes condi¢des de estimulagi@io @umeradas em ordem alfabética e organizadas
como elas foram apresentadas. O eixo das ordengul@senta o contraste de Michelson do estimulo
e o0 das abscissas o tempo para dois ciclos deudsgiio. A linha verde tracejada e a linha vermelha
cheia representam, respectivamente, o perfil denumsia do LED verde e do LED vermelho em cada
condicdo. A diferenca da fase relativa do LED véhnmeR, menos a fase relativa do LED ver@sg,

em graus, esta mostrada no topo de cada graficonttaste de Michelson representado é de 100%.

De modo semelhante ao procedimento descrito antezitde para a fotometria
com flicker heterocromético, foram estimadas a amplitude esa tta resposta de cada

fotorreceptor ao protocolo, através das seguirgjeages:

_ 2 2 Re _Ga
a= \/5554 +Ssss T2085554 [Bige EO{ 180 H‘} ) (15)
S, Be R -G, Bc}
g = arcta 180 (16)
R, —G, ,
S638 + S'554 [¢o W Ht}

ondea é a amplitude (normalizada)®¢ a fase da resposta esperada do fotorrecepsus{gr

Ss54 € a sensibilidade do fotorreceptor ao LED ve8ig,€ a sensibilidade do fotorreceptor ao
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LED vermelho,Gy € a fase do LED verdeRy, a do LED vermelho (LEEt al, 2000). Em
cada uma das 16 condi¢Oes de estimulacdo do plotdedase, foram calculados os valores
de amplitude e de fase para cada um dos fotor@esptA Figura 9 mostra a resposta
esperada dos fotorreceptores Aleuatta caraya Cebus apellae Aotus infulatusobtidas a
partir das equacdes acima. De acordo com o picabdercdo de cada fotorreceptor, a
amplitude e a fase da resposta esperada mudam reg@ofula diferenca de fase entre os
LEDs. Entdo, ndAlouatta ambos os cones M e L apresentam uma amplitudénmradote
resposta quando os dois LEDs estdo em fase (Fgi)rdPor outro lado, o cone L apresenta a
fase da resposta mais horizontal, pois a fase dbudtmelho, para o qual ele € mais sensivel
(Tabela 3), € mantida constante nesse protocotpyagro que o cone M apresenta uma fase
da resposta mais diagonal, acompanhando a difelieega de fase do LED verde em relag&o
ao vermelho nas diferentes condicbes de estimulat@mbém de modo semelhante ao
protocolo anterior, para estudar a contribuicdo do®rreceptores para a resposta
eletrofisiologica, a amplituddRf) e a faseRy) do primeiro harmdnico dos histogramas foram
extraidos e posteriormente convertidos para o ptantplexo R,, R)) usando as Equacdes 8
e 9. Os valores dBy e R, foram obtidos em cada uma das condi¢cdes de eatamil Foi
usado um modelo matematico para interpolar os damlogertidos no sistema de coordenadas
complexas. Esse modelo considera a resposta da gélglionar como sendo o resultado de

uma soma vetorial das respostas dos fotorrecegdteiggaos LEDs verde e vermelho:

f,+6 g, t+6,
M =k, [dog —&—<[& |[+kOL-W [¢og ~2—F [ |,
. . { T80 j f1-w)re, { 80 j 17)
f,+6 g, +06
M, =k, Sen 2 —S |+kl-W $en =¢—F[x |,

ondeM, e My é a coordenada do modelo no plano complex®.a amplitude & € a fase da
resposta do fotorreceptdr g, € a amplitude @y € a fase da resposta do fotorrecepgtor
(Equacdes 15 e 16). Nesse modelo para o protoediase existem 4 parametros livriesjue

€ um fator escalar para a amplitudégue é razao de contribuicdo entre os fotorrecepta

0, & e 6, que séo a fase de ativacdo do centro e da periler campo receptivo,
respectivamente. Com esses paramelip® My foram convertidos em amplitude e fase para
cada condicdo de estimulacdo com as Equacdes d.22erazaoW, encontrada a partir de um
das Formulas 17 ou 18, € um valor adimensionaédhe 1; quanto mais proximo de 0, mais
a resposta eletrofisiologica foi determinada peadasiilidade do fotorreceptay;, se for

proximo de 1, a resposta foi mais dominada pelarfeteptor.
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RESPOSTA ESPERADA DOS FOTORRECEPTORES
PARA O PROTOCOLO DE FASE
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Figura 9. Amplitude e fase da resposta esperada dos foepteres d@é\louatta carayaCebus apella
e Aotus infulatugpara o protocolo de fas@y € a fase do LED verdeRy é a fase do LED vermelho.
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3 RESULTADOS

Foram registradas as células ganglionares de ssteaye primatas destinados
a este estudo. Dois animais, #touatta macho e unCebusmacho, ndo foram estudados
apos confirmacdo de que a otica de seus olhosaestamprometida, fato que inviabiliza o
experimento. Para os outros animais, o experimerntuma duracao variavel, minimo de 1 e
méaximo de 3 dias.

A retina esquerda de cada animal foi a iniciaimensada em todos os
experimentos e, em dois primatas, @ebuse umAotus as células ganglionares retinianas
do olho direito também puderam ser registradasségedois Ultimos casos, apds um a dois
dias de experimentos, 0s animais mostravam pardsnésiologicos dentro dos padrdes de
normalidade adotados para esse estudo, estawgigierse para a realizacdo do experimento
no olho direito. Como esperado, ndo encontramesati€as nas propriedades fisioldgicas das
células ganglionares registradas entre os olhastalie esquerdo, para individuos de uma
mesma espécie. Portanto, esses resultados forapeags.

As células registradas nesse estudo totalizar@ntéBulas ganglionares de
Alouattg 41 células ganglionares deebuse 38 células ganglionares detus Para o
Alouattg foram analisados os registros de 20 células $86,80 total de células registradas).
As respostas de 27 células (65,85% das célulastradms) foram analisadas par&€ebus
Por fim, para oAotus 33 células (86,8% das células registradas) timesaas respostas
analisadas.

Algumas células registradas nado tiveram suasostap analisadas pelas
seguintes razdes: perda da resposta celular duaarsi&ries de registro; captura da resposta de
uma célula adicional durante o registro, dificutano isolamento da resposta unitéria;
ocorréncia de problemas no sistema de aquisicatades e/ou de problemas no sistema de
estimulacao visual durante os experimentos.

A Tabela 4 detalha a ordem em que os experimdatam realizados, a espécie, 0
codigo do animal com o0 seu sexo, cédigo esse ergpoego longo da apresentacdo dos
resultados e da discusséo, o numero aproximad@dede durou o experimento e 0 numero

de células registradas e analisadas em cada retina.
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Tabela 5 Sumério dos resultados experimentais.

Ordem . Ndmero de células
L - Duracéo
dos Espécie Cadigo Retina
(dias) Reqi .
testes egistradas Analisadas
Esquerda - -
01 Cebus apella Ca01% -
Direita - —
Esquerda 15 6
02 Cebus apella Ca02% 2
Direita - -
Esquerda 5 5
03 Aotus infulatus  Ai019 2
Direita - -
Esquerda 21 17
04 Cebus apella Ca03 3
Direita 5 4
Esquerda 5 5
05 Aotus infulatus  Ai02& 1
Direita - -
Esquerda 21 17
06 Aotus infulatus  Ai03% 2
Direita 7 6
Esquerda 16 11
07 Alouatta caraya Ac013 2
Direita - —
Esquerda - -
08 Alouatta caraya Ac023 -
Direita - —
Esquerda 20 9

09 Alouatta caraya Ac033 2
Direita - —
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Para a apresentacéo desses resultados, inictelserdio mostrados exemplos
de como foi realizada a distingdo entre as célgdanglionares fasicas das tonicas, a partir de
suas responsividades aos pulsos temporais de Inoené de cor. Em seguida, os resultados
obtidos serdo apresentados na seguinte ordem:cplotda Funcdo de Transferéncia de
Modulagdo Temporal de luminancia e de cor, protwcdd Fotometria comnlicker
Heterocromatico, e protocolo de fase. Em cada ussede protocolos, serdo mostradas
respostas individuais, porém representativas, ddslas ganglionares fasicas e tonicas

registradas nas retinas Atouattg doCebuse doAotus

3.1 CLASSIFICAQAO FISIOLOGICA DAS CELULAS GANGLIONRES

Foram encontradas duas principais populacdes d@elas ganglionares
retinianas em todos os antropodides estudados, as fjuam classificadas como fasicas ou
tbnicas de acordo, respectivamente, com a variagdsiente ou sustentada da resposta
provocada pela apresentacdo dos estimulos. Asasétdicas foram subdivididas em ou
off e se caracterizaram por apresentarem uma altdbiidagle de luminancia, mas uma baixa
responsividade para estimulos cromaticos. Todaslaséltbnicas mostraram uma baixa
sensibilidade de luminancia e aquelas com opon&wizores foram subdivididas de acordo
com a sua sensibilidade cromatica para os pulsopamis cromaticos (Ver secdo 1.3. da
Introducao). Os resultados apresentados abaixonfoldidos com uma iluminéancia retiniana
de 2000 Td.

3.1.1 Alouatta caraya
As respostas das células ganglionaref\ldoatta carayaforam semelhantes

aquelas descritas para pulsosQebustricromata (Leeet al, 2000).

3.1.1.1 Células ganglionares fasicas

A Figura 10 mostra uma célula ganglionar do ahift@l?, fasica, pois sua
responsividade mudou de modo transiente com aapegsio do estimulo. Essa célula foi
subclassificada comon, pois foi excitada durante as apresentacdes doenmentos de
luminancia (Figuras 10A — 10D) e inibida durante agsesentacbes dos decrementos de
luminéncia (Figuras 10E — 10H). Foram encontradash&m na retina dalouatta células
fasicasoff, semelhantes a célula exemplificada na Figuraaldual foi obtida também no
animalAc014. Essas células foram inibidas durante as apregmEsalos contrastes positivos

de luminancia (Figuras 11A — 11D) e excitadas deraas apresentacfes dos contrastes
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negativos de luminancia (Figuras 11E — 11H). Awleél fasicas foram marcadamente
sensiveis para o pulso de luminancia pois respamdeos menores niveis de contrastes
positivos e negativos de Webamn{( Figuras 10Eoff. Figuras 11A, 11E). Nos contrastes
maximos de 100% e -100%, algumas células apresemtaertas nao-linearidades, como
respostasn e off simultaneamente, em seus registros (Figuras 108). 1

Quando estimuladas com pulsos de cor, as cétaksas mostraram uma
diminuicdo em sua responsividade: por exemplo, lalacdasica off da Figura 11 nao
apresentou respostas visiveis para ambas as direigdeor e na maioria dos contrastes
cromaticos testados nesse protocolo (Figura 12pn Esponsividade diminuida aos estimulos
cromaticos foi encontrada com grande frequénciaélagas fasicas dalouatta

Célula ganglionar fasicaon da retina do Alouatta

INCREMENTO DE LUMINANCIA

A C=12,5% B C=25% C C=50% D C=100%

DECREMENTO DE LUMINANCIA

E C=-12,5% F C=-25% G C=-50% H C=-100%

Figura 10. Respostas de uma célula ganglionar fasitdo Alouatta para o protocolo de pulso de
luminancia. O aumento do contraste positivo proupate modo transiente, uma maior atividade
celular, enquanto que o aumento do contraste wegattovocou uma inibicao transiente. Esta célula

foi classificada qualitativamente como fasica. Rémdo pulso: 400 ms. Ordenada do histograma:
300 imp/s.
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Célula ganglionar fasicaoff da retina do Alouatta

INCREMENTO DE LUMINANCIA

A C=12,5% B C=25% C C=50% D C=100%

| e S 1 A

DECREMENTO DE LUMINANCIA

E C=-12,5% F C=-25% G C=-50% H C=-100%

Figura 11. Célula ganglionar fasicaff do Alouatta Respostas para o protocolo de pulso de
luminancia. De modo contrario a célua, 0 aumento do contraste positivo provocou umagéad

transiente da atividade celular, enquanto que oeatondo contraste negativo excitou de modo
transiente a célula. Ordenada do histograma: 3pGsim
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Célula ganglionar fasicaoff da retina do Alouatta

CONTRASTE DE COR EM DIRECAO AO VERMELHO

A C=12,5% B C=25% C C=50% D C=100%

RS S 1 N

CONTRASTE DE COR EM DIRECAO AO VERDE

E C=12,5% = C=25% G C=50% H C=100%

Figura 12. Célula ganglionar fasiaaff do Alouattae sua responsividade para o protocolo de pulso de
cor. Essa célula, a mesma da Figura 11, mostr@ogeo responsiva para os estimulos cromaticos.
Ordenada do histograma: 300 imp/s.

3.1.1.2 Células ganglionares ténicas

Uma célula representativa da outra classe ddaséfjanglionares encontrada
na retina dAlouattaesta mostrada na Figura 13. Essa célula, registradnimalc013, foi
classificada como ténica por apresentar uma basponsividade ao estimulo acromaético (se
comparada as células fasicas) e a sua respostajajpeesente, foi sustentada com a duracéo
do estimulo. Mais especificamente, ocorreu umaigad sustentada da resposta com o
contraste positivo de luminancia (Figural3D) e wreitacdo sustentada da resposta com o
contraste negativo de luminancia (Figura 13G). BEwsaontrastes de luminancia, também
foram encontradas nao-linearidades na responsiidigdalgumas células ténicas (Figura
13H).
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Célula ganglionar tonicaM +L - da retina do Alouatta

INCREMENTO DE LUMINANCIA

A C=12,5%

B C=25%

I H S

e ddad i

C C=50%

[

D C=100%

(R

| ablratbitht o ibakad

_m—ﬁdh

[NV TR

DECREMENTO DE LUMINANCIA
E C=-12,5% F C=-25% G C=-50% H C=-100%
| [T

|

[T

Figura 13. Célula ganglionar, classificada como tonida,Alouatta Estimulacdo pelo protocolo de
pulso de lumindncia. Essas células apresentaramresponsividade sustentada, assim como uma

menor sensibilidade para os estimulos acromati@atenada do histograma: 300 imp/s.

Essa mesma célula respondeu de modo sustentégioreso aos pulsos de cor
(Figura 14) o que corrobora a sua classificacacoco@tula tbnica. Como a resposta da célula
foi inibida por contrastes em direcdo ao vermelhexeitada por contrastes em direcdo ao

verde, essa célula poderia ser classificada ddrlo- (Ver secao 1.3. da Introducéo). Todas

as variedades de células ganglionares tonicas #adas na retina dalouatta (M+L-, M-

L+, L+M-, L-M+), apresentaram uma maior sensibilidade para aogwromaticos do que

0S acromaticos.
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Célula ganglionar tonicaM +L - da retina do Alouatta

CONTRASTE DE COR EM DIRECAO AO VERMELHO

A C=12,5% B C=25% C C=50% D C=100%

RS S 1 N

CONTRASTE DE COR EM DIRECAO AO VERDE

E C=12,5% = C=25% G C=50% H C=100%

Figura 14. Célula ganglionar, classificada como ténida,Alouatta Respostas para o protocolo de

pulso de cor. As células tdnicas apresentaram uaiar mesponsividade sustentada para os estimulos
cromaticos do que para os de luminancia. Ordenadiéstbgrama: 300 imp/s.

3.1.2 Cebus apella

Na retina daCebusdicromata também foram encontradas células garayks
fasicas e tbnicas, cujas respostas aos pulsosntedncia foram similares aos resultados
previamente descrito por Lee e colaboradores emithbs tricromatas dessa mesma espécie
(Lee et al, 2000). De modo caracteristico, as células gangies tbnicas ndo responderam
aos pulsos de cor, propriedade esta também conelizem a literatura (Leet al, 2000).
Todos os resultados apresentados abaixo foramogbtidm uma iluminancia retiniana de
2000 Td.
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3.1.2.1 Células ganglionares fasicas

A Figura 15 mostra uma células fasaa obtida no animal Ca@3 Para os
contrastes positivos acromaticos (Figuras 15A —)l1%Dresponsividade dessa célula foi
transiente e positiva, enquanto que para os coesraggativos acromaticos (Figuras 15E —
15H), a célula foi inibida de modo transiente. Caraperado, as células fasicéfsmostraram
uma responsividade inversa a esse protocolo dewdatjdo, isto €, foram inibidas pelo
contraste positivo e excitadas pelo contraste negghdo mostrado). Assim como no
Alouattg de modo geral, todas as células fasicas apreaentama alta sensibilidade de
luminancia, com respostas visiveis até mesmo n@mdrel de contraste empregado (Figura
15A, 15E). Nos contrastes de 100% e de -100%, aguo€élulas apresentaram nao-
linearidades na sua responsividade (Figuras 15B3a Enesma célula fasica também foi
registrada sob estimulacdo com o protocolo de putemporais cromaticos (Figura 16).
Nesse caso, a célula ndo respondeu aos contrastas dbaixos de 50%, similar a célula
fasica doAlouatta(Figura 12).



Célula ganglionar fasicaon da retina do Cebus dicromata

INCREMENTO DE LUMINANCIA
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Figura 15. Respostas, para o protocolo de pulso de lumiaadei uma célula ganglionar classificada
como fasica ®n do Cebusdicromata. O aumento do contraste positivo proupde modo transiente,
uma maior atividade celular, enquanto que o aumeatoontraste negativo provocou uma inibicéao,
também transiente. Ordenada do histograma: 30&Gimp/



58

Célula ganglionar fasicaon da retina do Cebus dicromata
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Figura 16. Célula ganglionar d€ebusdicromata classificada como fasicaan. Respostapara o
protocolo de pulso de cor. Mesmo sob contrastesodenédios, a célula fasica mostrou-se pouco
responsiva. Ordenada do histograma: 300 imp/s.

3.1.2.2 Células ganglionares ténicas

As células ganglionares que mostraram uma repostgntada para os pulsos
de luminancia e de cor foram classificadas comolagltonicas. Um exemplo representativo
dessa classe para a amostra obtida no presentl® éstaostrada na Figura 17. Essa célula,
registrada no animal Ca@2 se caracterizou por uma atividade mais sustergguila baixa
sensibilidade aos estimulos de luminancia, poisosdecou a responder a partir de contrastes
médios tanto positivos quanto negativos (Figura,1I7/&G). A Figura 18 mostra uma outra
célula ténica, nesse mesmo animal, registrada stirhwdacéo pelo protocolo cromatico. Nao
houve resposta celular evidente em qualquer umalutes direcbes de cores e para todos os

contrastes cromaticos testados.
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Figura 17. Célula ganglionar, classificada como tonaCebusdicromata e sua responsividade para
o protocolo de pulso de luminancia. Além de umaaneensibilidade, quando comparadas as fasicas,
essas células apresentaram também uma responsivide@ e tonica para os estimulos acromaticos.
Ordenada do histograma: 300 imp/s.
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Célula ganglionar tonica da retina doCebus dicromata
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Figura 18. Célula ganglionar ddCebus dicromata classificada como tbnica. Respostas para

protocolo de pulso temporal de cor. Essas cél@l@sds ndo apresentaram uma responsividade visivel
para os estimulos crométicos. Ordenada do hist@grad® imp/s.

3.1.3 Aotus infulatus

Para o0 Aotus as células também puderam ser classificadas
eletrofisiologicamente em fasicas e tonicas, ap#gsder sido mais dificil dintingui-las com o
critério que tinha sido aplicado com relativa faeitle para cAlouatta e para oCebus
dicromata. Como esperado para um animal monocroraatep as células fasicas quanto as
tbnicas ndo mostraram responsividade com contraspesaticos (ndo ilustrado). Todos os

resultados apresentados abaixo foram obtidos comiluminéancia retiniana de 2000 Td.

3.1.3.1 Células ganglionares fasicas
Foram encontradas células ganglionares fasarase off. As primeiras

responderam transientemente aos pulsos temporaisnitgdncia: foram excitadas e inibidas,
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respectivamente, para os contrastes positivos a&imeg de luminancia. A Figura 19 mostra
um exemplo dessa classe celular registrada no baigia’. Por outro lado, as células fasicas
off mostraram uma responsividade inversa para essecplotde estimulacdo: como
esperado, foram inibidas pelo contraste positivexeitadas pelo contraste negativo de
luminéncia (ndo mostrado). De modo geral, todaséadas fasicas apresentaram uma alta
sensibilidade para contrastes de luminancia, capostas visiveis a partir de niveis baixos e

médios de contraste em ambas as polaridades vassitinegativas (Figura 19).

Célula ganglionar fasicaon da retina do Aotus
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Figura 19. Respostas de uma célula ganglionar Adius classificada como fasican, para o
protocolo de pulso temporal de luminancia. Os estd#s positivos e negativos provocaram, de modo

transiente, um maior e um menor disparo de potsnde acdo, respectivamente. Ordenada do
histograma: 300 imp/s.
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3.1.3.2 Células ganglionares ténicas

Algumas células ganglionares registradag\otusapresentaram uma resposta
sustentada para os pulsos temporais de lumin&eiaelhante a célula mostrada na Figura
20, e foram classificadas como tonicas. Essa ¢éktgstrada no animalio39, mostrou uma
baixa sensibilidade aos estimulos acromaticos:cedr&ram respostas aparentes a partir de
contrastes médios para altos.

Célula ganglionar tdnica da retina doAotus
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Figura 20. Respostas de uma célula ganglionaAdtuspara pulsos temporais de luminancia. Essa

célula foi classificada qualitativamente como ténipois respondeu de modo mais sustentado aos
estimulos acromaticos do que as células fasicgar@il9). Ordenada do histograma: 300 imp/s.
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3.2 GANHOS DE CONTRASTE DE LUMINANCIA E DE COR

Com o auxilio da classificagdo supracitada dalsilag ganglionares, a
sensibilidade temporal das classes fasicas e ®tarabém foi estudada com o emprego de
oscilacbes senoidais de luminancia, ou de cor, deredtes niveis de contraste e em
diferentes freqiéncias temporais. Inicialmented@@nostrados alguns resultados obtidos em
uma célula fasica ddAlouatta para exemplificar a andlise aplicada e a subseglien
apresentacdo dos demais resultados nas trés espsdtigladas de platirrineos. Todos os
resultados apresentados abaixo foram obtidos comiluminéancia retiniana de 2000 Td.

A Figura 21 mostra um exemplo das respostas @seidacoes temporais de
lumindncia de uma célula fasic#f do Alouatta AcO1?. Essas oscilagbes variaram em
contraste na frequéncia de 19,53 Hz. A medida queormraste dos LEDs aumentou
gradativamente de 3,1% para 100%, a amplitude sl@osta da célula aumentou também,
porém saturando em médios e altos contrastes (3.2B8ta saturacdo da amplitude foi
acompanhada por um avanco na fase da respostal, pousua vez, indica que a resposta foi
mais rapida em médios e altos contrastes do qusaeqos contrastes, apos a apresentacao do
estimulo.

Tanto a saturacao da amplitude quanto o avanfasdepodem ser observadas
também na Figura 22 que mostra a amplitude e adagarimeiro harménico da resposta,
extraidas dos histogramas da Figura 21, em fungdoodtraste. A amplitude da resposta
(Figura 22A, circulos vermelhos) aumentou com o entm do contraste de luminancia e
sofreu uma saturacdo em contrastes altos. A liehaelha é a funcdo de Michaelis-Menten
(Formula 3) ajustada aos dados amostrais com asnseg) parametro$na,=69,29 imp/s e
C50=29,62%. O ganho de contraste da célula (Férmuteedda freqiiéncia foi de 2,34 imp/s-%
e quantifica o0 aumento esperado da resposta eradudegguma variagao unitaria do contraste:
guanto maior esse valor, mais responsiva (ou selh€i\a célula para o contraste temporal. A
fase da resposta (Figura 22B) sofreu um avanco pessou de 16 graus para um valor
maximo de 78 graus, decrescendo levemente nosastedracima de 25%.

A ocorréncia simultanea desses dois eventos, sami@da amplitude e avanco
de fase da resposta, sugere a presenca de umleatdgrganho de contraste na célula: uma
nao-linearidade na resposta que é encontrada etasésicas dMacacg especialmente em
freqUéncias temporais médias (Benardeteal, 1992). Células tbnicas dielacaca nao
mostram esse controle de ganho de contraste, spdo de forma linear aos contrastes de

luminancia e de cor (Benardedtal, 1992).
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Célula ganglionar fasicaoff do Alouatta
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Figura 21. Histogramas das respostas para oscilacbes senaldaluminadncia de uma célula
ganglionar fasicaff do Alouatta S&o mostradas a estimulacdo senoidal de lumimesi cima) e a
respectiva resposta celular (em baixo) para cadalesncontrastes desse protocd®. e R. séo,

respectivamente, o contraste de Michelson do LE@eve do vermelho. Freqiéncia temporal de
19,53 Hz. Dois ciclos de estimulacdo. Abscissa€0® R Ordenada do histograma: 160 imp/s.
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O ganho de contraste para as outras frequénemmpotais testadas foi
calculado de modo similar e a variacdo desse ganhduncéo da frequéncia temporal foi
adotada como a Funcdo de Transferéncia de Moduldgamoral (FTMT) de luminancia
(Figura 22C, circulos azuis) ou de cor (ndo mosfradonforme o estimulo empregado. A
forma da FTMT de luminancia mostra que essa cdtilenais sensivel para as freqiiéncias
médias do que para baixas ou altas frequénciasré~&PC). Porém, houve respostas tanto na

menor (0,61 Hz) quanto na maior (78,12 Hz) fregiggteanporal testada.
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Célula ganglionar fasicaoff do Alouatta
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Figura 22. Amplitude @) e fase B) da resposta de uma célula fasiéado Alouattg mostrada na
Figura 21, para a freqiéncia temporal de 19,53AHinha vermelha € o modelo de Michaelis-Menten
(Férmula 3) ajustada aos dados amostrais e usadapeontrar o ganho de contraste da célula (2,34
imp/s-%). EmC, a FTMT de luminancia da célula obtida com os neode ganho de contraste
(circulos azuis) nas frequéncias temporais testagsse protocolo. A seta mostra o ganho de coatrast
na freqtiéncia de 19,53 Hz.
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Os resultados obtidos sdo consistentes com m@tlita e sugerem que as
classes fasicas e tbnicas apresentam uma dicofonmienal quanto a linearidade do ganho
de contraste: para estimulos de luminancia, adaséfasicas foram nao-lineares em funcéao
do contraste e apresentaram um controle de ganhmmeaste, enquanto que as células
fasicas, mais lineares, ndo apresentaram ess@leomitém disso, as FTMTs dessas classes
celulares mostram que as células fasicas sdo mRé$veis para estimulos de luminéncia do
que as tonicas. NAlouattg as células tbnicas foram mais sensiveis paranasts
cromaticos do que as fasicas. Seguem abaixo, egendpk resultados para células fasicas e

tonicas dAlouatta doCebusdicromata e dé\otuscom esses protocolos de estimulagéo.

3.2.1 Alouatta caraya

As respostas das células ganglionaresAtluatta carayapara oscilacdes
temporais de luminancia e de cor foram semelhaatg®las previamente descritas para
antropdides com trés tipos de fotorreceptores coaegetina, como dlacaca(Lee et al,
1989a, b) e &€ebustricromata (Leeet al, 2000). As células fasicas ndo foram testadasacom
FTMT de cor.

3.2.1.1 Células ganglionares fasicas

A Figura 23 mostra uma outra célula fasica donahiAc013 para o protocolo
de FTMT de luminancia. Essa célula também apreseeto freqliéncias temporais médias,
uma maior responsividade e uma saturacdo da ampl{teigura 23A, circulos vermelhos) e
foi menos responsiva para frequéncias temporaiaba altas (Figura 23A, circulos pretos e
cinzas, respectivamente). Quando ndo houve ameldadesposta visivel nos contrastes mais
baixos testados, a resposta foi descartada. N&@é&netp temporal de 19,53 Hz, houve um
avanco na fase da resposta (Figura 23B, circulomelBos); nas outras duas frequéncias
temporais mostradas (Figura 23B, circulos pretosmzas), a fase sofreu pouca variagdo. Os
parametros livres das fungdes ajustadas as amgsit(leigura 23A, linhas com o mesmo
codigo de cor usado para a amplitude) for&p:,=50,08 imp/s ecs=100% (0,61 Hz);
Rmax=140,86 imp/s €50=44,89% (19,53 Hz); Bnax=57,9 imp/s &5,=71,92% (66,66 Hz) e os
ganhos de contraste: 0,50 imp/s-% (0,61 Hz); 3vib1s-% (19,53 Hz); e 0,81 imp/s-% (66,66
Hz). A Figura 23C mostra a FTMT de luminancia, dgjana foi bastante semelhante aquela
apresentada anteriormente (Figura 22C), e mostahquve respostas ao longo de todo o
intervalo de frequéncia temporal usado, inclusigefreqiéncia maxima de 72 Hz. Essa

frequiencia foi adotada como a Frequéncia CriticAudgio (FCF) da célula.
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Figura 23. Amplitude @) e fase B) das respostas de uma célula fasitfado Alouatta para trés
freqléncias temporais do protocolo de FTMT de l@maia. EmC, a FTMT de luminancia da célula.
Mais detalhes no texto.
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3.2.1.2 Células ganglionares ténicas

A célula ténica mostrada acima, nas Figuras 18, @ambeém foi registrada em
ambos os protocolos de FTMT de luminancia (Figuae2de cor (Figura 25). Os resultados
para estimulos acromaticos mostram que as céldiaisas doAlouatta foram menos
responsivas do que as células fasicas: a amplidadeesposta em todas as frequéncias
temporais testadas foi menor que 20 imp/s e ausanteontrastes abaixo de 25%. De um
modo geral, a relacéo sinal-ruido do registro #kb, o que explica uma maior dispersao da
amplitude (Figura 24A). Por sua vez, a fase sofilgumas variacfes porém sem indicios da
ocorréncia de um avanco de fase (Figura 24B). @&wpetros livres dos modelos ajustados as
respostas (Figura 24A, linhas com o mesmo codigoodaisado para a amplitude) foram:
Rmax=21,09 imp/s ecs0=100% (2,44 Hz);Rnax=15,72 imp/s ecsc=100% (19,53 Hz); e
Rna=13,89 imp/s es50=71,92% (48,07 Hz). De posse desses valores, dogate contraste
calculados foram: 0,21 imp/s-% (2,44 Hz); 0,16 sy (19,53 Hz); e 0,14 imp/s-% (48,07
Hz). A FTMT de luminancia (Figura 24C) mostra queghula tbnica teve um menor ganho de
contraste em todo o intervalo de freqiéncia tempsstudado, quando comparada com a
célula fasica d#\louatta A FCF dessa célula foi 48,07 Hz, pois, de fam houve resposta
para frequéncias temporais superiores; a respostaGl Hz foi desprezivel (Figura 24C).

Por outro lado, sob estimulacdo cromatica, a laéldnica respondeu
vigorosamente, com amplitudes superiores a 100sima/frequéncia temporal de 9,76 Hz
(Figura 25A). Apesar do decaimento da amplitude feequéncias temporais menores e
maiores que 9,76 Hz, mesmo nessas condicfes agewvalbtidos para estimulos crométicos
de alto contraste foram superiores do que aqudlddos com estimulos de luminéancia.
Houve indicios de saturacdo na amplitude para gistres obtidos em 9,76 Hz, porém néo
houve um avanco de fase correspondente (Figura. Z38parametros livres das equacdes
ajustadas as respostas (Figura 25A, linhas com smmecodigo de cor usado para a
amplitude) foram: Ryn2=99,60 imp/s ecs50=32,40% (1,22 Hz);Rn=189,79 imp/s e
C50=58,27% (9,76 Hz); &n2=40,18 imp/s &5=71,70% (39,06 Hz). Os ganhos de contraste
calculados foram: 3,07 imp/s-% (1,22 Hz); 3,26 s (9,76 Hz); e 0,56 imp/s-% (39,06
Hz). A célula tonica apresentou uma FTMT de cogyFa 25C) com ganhos de contraste
superiores que a FTMT de luminancia (Figura 25Ba@agrande maioria das freqiiéncias
temporais, exceto em oscilagbes cromaticas de 480#FCF), a partir da qual ndo houve
resposta mensuravel. Por outro lado, a célula nespoaos estimulos cromaticos na menor

frequiéncia temporal testada, 0,61 Hz (Figura 25C).
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Figura 24. Amplitude @A) e fase B) das respostas de uma célula tbnicaAdlouatta para trés
freqléncias temporais do protocolo de FTMT de l@maia. EmC, a FTMT de luminancia da célula.
Mais detalhes no texto.



70

Célula ganglionar ténicaM +L - do Alouatta

=
D [(e] N
o o o
1 1 1

Amplitude da resposta (imp/s)
w
o

0 20 40 60 80 100

Contraste de cor (%)

®1,22 Hz®9,76 HzO 39,06 HZ|

180+ B

n
35
o
S 90
o]
a °
o e e [ ) [ J
o
[
©
2
g -90-
° o o ° ™
18000 @ @ : : : .

0 20 40 60 80 100

Contraste de cor (%)

®1,22 Hz®9,76 Hz0O 39,06 HZ|

104 C
] o ©
@ ]
g ]
£ 1 ° °
F__,) 4
@ °
] °
3 ] °
o 4
e
< |
[
1) |
0.1 ———— T ——
0.1 1 10 100

Freqiiéncia temporal (Hz)

Figura 25. Amplitude @) e fase B) das respostas de uma célula tdnicaAlbmatta para o protocolo
de FTMT de cor. Trés freqiéncias temporais sadrdddas. EnC, a FTMT de cor da célula. Mais
detalhes no texto.
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3.2.2 Cebus apella

As respostas das classes de células gangliofémiess e tbnicas dGebus
apelladicromata foram estudadas para oscilacées tenspdeauminancia e responderam de
modo similar aos resultados publicados na litegafueeet al, 2000). Como esperado para
um animal dicromata, as FTMTs de cor para ambagaases celulares foram despreziveis
(n&o ilustrado).

3.2.2.1 Células ganglionares fasicas

A Figura 26 mostra a resposta de uma céluladas€ebusdicromata Ca02
para o protocolo da FTMT de luminancia. Em freqign¢emporais médias (19,53 Hz), a
célula respondeu com uma maior amplitude, saturardoaltos contrastes (Figura 26A,
circulos vermelhos) e nas frequéncias temporaisabai altas a sua resposta diminuiu (Figura
26A, circulos pretos e cinzas, respectivamentegdmAdia saturacdo na amplitude da resposta,
na frequiéncia temporal de 19,53 Hz também houvepalio simultdneo, um avanco na fase
da resposta (Figura 26B, circulos vermelhos); pirodado, a fase ficou quase constante em
funcdo do contraste nas outras duas frequéncigsotarm mostradas (Figura 26B, circulos
pretos e cinzas).

As funcgbes de Michaelis-Menten (Figura 26A, limltam o mesmo codigo de
cor usado para a amplitude) foram ajustadas aawegalde amplitude com os seguintes
parametrosRna=87,26 imp/s ec50=83,59% (0,61 Hz)Rna=101,20 imp/s e50=22,82%
(19,53 Hz); eRna=93,82 imp/s &50=100% (57,47 Hz). Os respectivos ganhos de coatrast
foram: 1,04 imp/s-% (0,61 Hz); 4,34 imp/s-% (19H8); e 0,94 imp/s-% (57,47 Hz). A
FTMT de luminancia dessa célula (Figura 26C) fonikir aquela observada nas células
fasicas doAloutta com uma maior responsividade em frequéncias tergpmeédias, e um
posterior decaimento de sensibilidade a medidaadueqiéncia temporal de estimulacéo foi
diminuida ou aumentada. Essa célula respondeu alagdeés de luminancia até a FCF de
66,66 Hz (n&o ilustrado).
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Figura 26. Amplitude @) e fase B) das respostas de uma célula fasifalo Cebusdicromata. Trés
freqléncias temporais do protocolo de FTMT de lémaia sdo mostradas. EGy a FTMT de
luminancia da célula. Mais detalhes no texto.
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3.2.2.2 Células ganglionares ténicas

Células tbnicas desse mes@ebustambém foram registradas para o protocolo
de FTMT de luminancia e uma célula representatessa amostra é apresentada na Figura
27. NoCebus as células tonicas foram menos responsivas dasgwlulas fasicas para a
estimulagdo de luminéncia, sem respostas visives aontrastes mais baixos testados,
resultado semelhante ao Atuatta (Figura 27A). Nao houve grandes mudancas na fase d
resposta em funcdo do contraste em nenhuma freqlémoporal testada, como aquelas
presentes nas células fasicas (Figura 27B). Tamb@nfrigura 24A estdo mostradas as
funcBes ajustadas aos valores de amplitude (liobaso mesmo codigo de cor usado para a
amplitude), cujos parametros livres foramy=45,20 imp/s ecs=100% (2,44 Hz);
Rmax=100,11 imp/s &50=100% (19,53 Hz); &nma=50,00 imp/s &s0=100% (48,07 Hz). Os
ganhos de contraste obtidos nessas trés frequéamasrais foram: 0,45 imp/s-% (2,44 Hz);
1,00 imp/s-% (19,53 Hz); e 0,50 imp/s-% (48,07 Hx)Figura 27C mostra a FTMT de
luminancia da célula. E visivel que a célula tori@se uma menor sensibilidae ao longo das
freqUéncias temporais quando comparada com a dakia. Além disso, a maior frequéncia
temporal na qual a célula respondeu (FCF=57,47dizhenor do que aquela observada nas

células fasicas, tanto d@ebusquanto ddAlouatta



74

Célula ganglionar ténica doCebus

2]
o
|

A

Amplitude da resposta (imp/s)
w
o

0 20 40 60 80 100

Contraste de luminancia (%)

® 2,44 Hz® 19,53 HzO 48,07 HZ|

180+ B

5
>S5
o
(=)] 90_
2 °
8 e ©
8 L] ° )
&
g 07
[
©
P 0
g 94 °©° 5 o © o o
[T
°
180, % @ © € O e .
0 20 40 60 80 100

Contraste de luminancia (%)

® 2,44 Hz® 19,53 HzO 48,07 HZ|

Ganho de contraste (imp/s.
=
[}
°
[}
[ ]

0.1 — — T ——TTTm
0.1 1 10 100

Freqiiéncia temporal (Hz)

Figura 27. Amplitude @) e fase B) das respostas a estimulos acromaticos de umia ¢éhica do
Cebusdicromata. Trés frequiéncias temporais séo ilustr@dra o protocolo de FTMT de luminancia.
EmC, a FTMT de luminancia obtida. Mais detalhes ndaaex



75

3.2.3 Aotus infulatus

De modo similar as células ganglionaresAdtiuattae doCebus as respostas
das classes fasicas e tOnicas Alotus também apresentaram uma dicotomia quanto as
propriedades temporais estudadas com a FTMT denéuoia: as células fasicas foram mais
sensiveis do que as tdnicas para esse protocadstiseulacdo. Como Aotusé um animal

monocromata, suas células nao foram submetida$/d i€ cor.

3.2.3.1 Células ganglionares fasicas

O resultado de uma célula fasicaAlmtus Ai023' para o protocolo da FTMT
de luminancia € mostrado na Figura 28. A célulpardeu com uma maior amplitude a
medida que o contraste aumentou, porém houve ummagd@o da amplitude em altos
contrastes nas frequéncias temporais médias (Fi@&®, circulos vermelhos). Nas
freqUéncias temporais baixas e altas houve umadiedda resposta (Figura 26A, circulos
pretos e cinzas, respectivamente) sem a presengatdeacdo. Também houve, de modo
simultaneo a saturacdo da amplitude, um avanc@se da resposta (Figura 26B, circulos
vermelhos) na freqiiéncia temporal de 9,76 Hz. E28 Hz a fase sofreu também um avanco
(Figura 26B, circulos pretos) enquanto que em 3B06sse fendbmeno néo foi observado.

Na Figura 28A, também sdo mostradas as funcBeMidbaelis-Menten
ajustadas para a amplitude da resposta (linhas @onesmo cédigo de cor usado para a
amplitude), as quais tiveram 0s seguintes parasid®@,=24,88 imp/s e5,=16,23% (1,22
Hz); Rna=148,15 imp/s @€50=21,71% (9,76 Hz); &na=16,45 imp/s &5=100% (39,06 Hz).
Os ganhos de contraste nessas frequéncias tempanans. 1,53 imp/s-% (1,22 Hz); 6,83
imp/s-% (9,76 Hz); e 0,16 imp/s-% (39,06 Hz). AuFeg28C mostra a FTMT de luminancia
dessa célula; houve uma maior responsividade egiiéreias temporais médias, com uma
subsequente queda em freqiéncias menores e maonesior frequéncia temporal testada

em que houve resposta visivel dessa célula foi3® @6 Hz (FCF).
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3.2.3.2 Células ganglionares ténicas

O resultado de uma célula tdnica desse mesotasé mostrado na Figura 29
para o protocolo de FTMT de luminancia. De modoilaimaos resultados reportados nos
outros platirrineos, ndotusas células tdnicas foram menos responsivas paes estimulos
acrométicos (Figura 29A), sem presenca de respuasacontrastes mais baixos testados.
Além disso, a fase da resposta ndo mudou de foomgistente com o contraste (Figura 29B).
Os parametros livres das funcdes ajustadas aosesale amplitude (Figura 29A, linhas com
0 mesmo codigo de cor usado para a amplitude) fdrRa=26,98 imp/s &s50=100% (0,61
Hz); Rna=112,86 imp/s &5,=100% (4,88 Hz); &nax=49,43 imp/s e5=100% (19,53 Hz).
Os ganhos de contraste, nessas trés frequénciasregs foram: 0,27 imp/s-% (0,61 Hz);
1,13 imp/s-% (4,88 Hz); e 0,49 imp/s-% (19,53 HEsEI0 mostrados na Figura 27C, junto
com os outros valores obtidos, em funcdo da fregji@@emporal. A célula tbnica déotus
teve um menor ganho de contraste, quando compa@daa célula fasica, em todas as
freqUéncias. Essa célula tdnica mostrou um baiar vla FCC (30,3 Hz) quando comparada

tanto com as células fasicas quanto as ténicasutoss platirrineos.
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Figura 29. Amplitude @) e fase B) das respostas a estimulos acromaticos de umia ¢éhica do
Aotus Protocolo de FTMT de luminancia. Trés frequéntémsporais sdo mostradas. Ema FTMT
de luminancia obtida. Mais detalhes no texto.
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3.3 RESPONSIVIDADE PARA A FOTOMETRIA COM FLICKER
HETEROCROMATICO
3.3.1 Alouatta caraya

Consistentemente com os achados eletrorretinogsafeitos por Jacobs e
colaboradores (Jacoket al, 1996a), os registros unitarios das células gamales do
Alouatta corroboraram a hipétese de que os individuos nsadkesa espécie de platirrineo
diurno possuem uma viséo tricromatica semelhantelagpresente em catarrineos. Mais
especificamente, foram encontradas células témjuasresponderam as condi¢cdes de maior
oponéncia de cor do protocolo de fotometria dticker heterocromatico. Por outro lado, as
células fasicas dd\louatta mostraram uma sensibilidade principalmente patémabks

acromaticos.

3.3.1.1 Células ganglionares fasicas

As respostas de uma célula fasicaAtlattacarayaAc012 para a fotometria
com flicker heterocromatico sdo mostradas na Figura 30. Qastatmaximo de Michelson
dos LEDs foi 100%, e a modulacéo foi feita em unegiiéncia temporal de 19,53 Hz. As
células fasicas responderam com uma alta amplésgecialmente nas condic¢des iniciais de
estimulacdo, nas quais contraste do LED ve@@i¢ foi predominante no estimulo sobre o
contraste do LED vermelh&{) (Figura 30A-D). A partir da condi¢cao 30E, comragressiva
diminuicdo do contraste do LED verde, a resposteétizsla decresceu até alcancar um valor
minimo, na condicdo em que o contraste do LED vioni®i cerca de 2,5 maior do que o
LED verde (Figura 30P). Nas quatro condi¢cfes réssara célula voltou a apresentar uma
pequena resposta, porém nao mais provocada peloveEle e sim pelo LED vermelho.

Para cada um dos histogramas da Figura 30, atadglem imp/s, e a fase,
em graus, do primeiro harmdnico das respostas faaoulados e colocados em funcdo da
razao entre os contrastes dos LEDs, em cada umguda® freqliéncias temporais testadas.
Os resultados estdo mostrados na Figura 31. Okagala esquerda sdo a amplitude e os
graficos da direita sdo a fase da resposta para det&minada frequéncia temporal de
estimulacdo (de cima para baixo: 4,88 Hz, 9,76 ¥53 Hz e 39,06 Hz). Os pontos
vermelhos em cada grafico sdo os valores de amdpliu de fase da resposta.

A amplitude da resposta aumentou com o aumenfeedééncia temporal até
19,53 Hz. Em 39,06 Hz, houve uma ligeira quedamplitude da resposta, mostrando uma
perda de sensibilidade desta célula em frequétemagorais altas (> 30 Hz). Na razéo entre

os LEDs de aproximadamente 2,5 para todas as fieig$&temporais, a resposta da célula foi
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minima. Também houve uma mudanca abrupta de apadaimente 180° na fase da resposta,
consistente com a mudanca de sensibilidade deacflg, a partir dessa razéo entre os LEDs,
comecou a ser mais estimulada pelo LED vermelhgueopelo LED verde.

O modelo matematico (Equacbes 10 e 11) ajustadadados amostrais esta
representado nos graficos da Figura 31 pela limhf superposto aos valores de amplitude e
de fase, em cada frequéncia temporal. Esse mod®té pma contribuicéo linear e ponderada
de dois diferentes fotorreceptores para a respulastlula ganglionar. No caso Atouatta
foi considerado que as células recebem uma maidrilsoicdo dos cones M, CoAax de
530 nm (o fotorreceptdrdas equacoes), e dos cones L, aaxxde 562 nm (o fotorreceptor
g das equac0bes). Os valores dos parametros liviekslpara esse modelo estdo localizados
nas tabelas da Figura 31. A amplitude e a faseodtilouicdo do fotorreceptor M para a
resposta sao, respectivamente, os parameipse G4 para o fotorreceptor L s&o,
respectivamenteR, e Re. De um modo geral, a resposta celular foi sabstnente
modelada, desde que fosse usado ambos os fotdoexe e L, e que fosse ignorada
possiveis contribuicbes dos bastonetes na respddtemente quando essas duas
pressuposicoes foram adotadas, o modelo ajustaeselados com um menor er®QD
soma dos quadrados das diferencas entre 0 mode$odados amostrais). Entdo, para o
Alouattg W € uma variavel adimensional que quantifica a dauntgdo dos fotorreceptores M
e L para a resposta da célula; quanto mais proxient, maior a contribuicdo do cone M e
quanto mais préximo de 0, maior a contribuicdo alwed..

Essa célula foi mais dominada pelo cone M emstata frequiéncias. Para
39,06 Hz houve uma leve queda de amplitude em an#sasconstribuicbes dos
fotorreceptores. Nao houve uma tendéncia claragaedor deW aumentar ou diminuir com

0 aumento da frequéncia temporal.
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Figura 30. Histogramas das respostas de uma célula gangliasiaaoff de Alouatta Protocolo de
fotometria comflicker heterocromatico. Essa célula foi dominada pelceddnao longo da maioria
das proporcdes entre os contrastes dos LEDs. Freiqiée estimulagdo: 19,53 Hz. Abscissa: 102,4
ms. Ordenada do histograma: 250 imp/s. lluminaratiniana: 2000 Td.
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3.3.1.2 Células ganglionares ténicas

A Figura 32 mostra os registros de uma célulac&uo Alouatta Ac013
obtidos com a fotometria cofticker heterocromatico. O contraste maximo de Michels® do
LEDs foi 100%, e a modulacéo foi feita em uma féugiia temporal de 9,76 Hz. De modo
diferente das células fasicas, as células tdniegigonderam com uma maior amplitude nas
condi¢cdes em que os contrastes dos LEDs estavatmuo® (Figura 32G-K) enquanto foram
menos responsivas para os estimulos iniciais ésfihesse protocolo. Como os LEDs séao
modulados em oposicao de fase, quando os contdmtanesmos estdo proximos existe um
maior contraste de cor do que de luminancia, e-edgersa. Entdo as células tdnicas do
Alouattg como a ilustrada na Figura 32, foram mais respaagara estimulos cromaticos do
que os de luminancia.

A amplitude e a fase das respostas foram exga@d#o mostradas em funcao
da raz&o entre os contrastes dos LEDs, para cadalamfrequéncias temporais testadas, na
Figura 33. As células tdnicas apresentaram umarraaiplitude de resposta nas frequéncias
temporais abaixo de 19,53 Hz; mas quando compar@mtasas células fasicas, os valores
maximos de amplitude dessas ultimas foram mai@metio, a partir da freqiéncia de 19,53
Hz a resposta diminuiu de amplitude e foi praticaif®e@usente em 39,06 Hz. Nao houve uma
razdo entre os contrastes dos LEDs na qual a tesmas célula foi minima. Como
previamente reportado em outros trabalhos, asashidinicas apresentaram uma resposta
maxima perto de da razdo 1, o maior contraste ddesse protocolo. Finalmente, ndo houve
mudancas na fase da resposta, indicando que dséa &sponde similarmente aos LEDs
verde e vermelho.

Na figura 33, o modelo matematico que foi ajustpdra as amplitudes e as
fases da resposta é mostrado como uma linha azelsposta foi modelada somente com as
sensibilidades esperadas dos fotorreceptores Npagd o estimulo. Os bastonetes ndo foram
usados nesse modelo para as respostédodatta A diferenca em relagdo ao modelamento
de uma célula fasica estad nos parametros livresioglados as fases dos fotorreceptore. Na
célula fasica acima, o modelo retorna as fasedadoseceptores M e L com o0 mesmo sinal;
isto € um indicativo de uma resposta somada dos thidrreceptores para a célula
ganglionar. Em uma célula tonica, as fases enaarpossuem sinais opostos, 0 que sugere
uma oponéncia entre os fotorreceptores M e L: ertquam responde, o outro é inibido, e
vice-e-versa. O valor d¢/ para as frequiéncias temporais em que houve resfeogiroximo
de 0,5, o que indica uma equivaléncia na contrémugs cones M e L para a responsividade

cromatica da célula.
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Figura 32. Histogramas das respostas de uma célula gangltbnaca M+L- do Alouatta para o
protocolo de fotometria corflicker heterocromético. Diferente da célula fasica, allaétdnica
respondeu com maior amplitude nos estimulos conoremicontrastes cromaticos. Frequéncia de
estimulacdo: 19,53 Hz. Abscissa: 102,4 ms. Orderdmlahistograma: 250 imp/s. lluminancia
retiniana: 2000 Td.
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Figura 33. Célula tonicaM+L- do Alouatta. Amplitude (& esquerda) e fase (@itdy das respostas
para o protocolo de fotometria cdiitker heterocromatico. Quatro frequéncias temporaigeatites
foram empregadas. A linha azul € o modelo matematicistado a resposta celular em cada
frequéncia, cujos parametros livres estdo mostradokdo dos graficos de fase. As respostas na

maior frequéncia temporal foram muito baixas e aeadas.
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3.3.2 Cebus apella

As respostas do€ebusdicromatas para o protocolo de estimulagdo foram
coerentes com a literatura (Leé al, 2000). Nao houve diferencas significativas e tse
células fasicas e tdnicas, como ocorreu Alouatta pois, por se tratar de um animal
dicromata, as células tdnicas foram pouco senspas as variagcdes cromaticas do estimulo
apesar de terem respondido as variacdes de lunindaecnodo semelhante como as células
fasicas o fizeram. Esse protocolo péde ser usanpstmesso na inferéncia sobre o fendétipo
de visdo de cores do primata, isto é, qual dosctvées M/L estava presente na retina desses
platirrineos. Para os doBebusestudados, Cad2e Ca0®, foram encontrados cones M/L

COMAnmaxde 535 nm e de de 563 nm, respectivamente.

3.3.21 Fenotipo de 535 nm

A Figura 34 mostra a resposta de uma célulad@sialo animal Ca02 para
cada uma das condic¢des de estimulacao do protddesses registros, o contraste maximo de
Michelson usado foi de 100% enquanto a frequéramaporal foi de 19,53 Hz. A célula
respondeu vigorosamente nas condi¢des iniciais stiendacdo acompanhando a maior
proporcdo do LED verde na mistura (Figura 34A-Jnédida que esta proporcio comegou a
ser diminuida, a célula comecou a ficar menos gehsisua resposta diminuiu de amplitude
(Figuras 34K-Q), atingiu um valor minimo (FiguraR34e, em seguida, voltou a responder
desta vez acompanhando a proporcdo de luz vermelhdtima condicdo de estimulacao
(Figura 34S). Estas respostas indicam a presengandsone M/L com alta sensibilidade ao
LED verde e uma baixa sensibilidade ao LED vermelho

Para cada um dos histogramas desta célula, tigiiéx a amplitude e a fase da
resposta; estes valores foram colocados em funedcazfio entre o contraste do LED
vermelho pelo contraste do LED verde em cada céoddp estimulo. Os resultados sao
mostrados na Figura 35 para cada frequéncia tempstada. A amplitude da resposta
aumentou com o aumento da frequéncia temporal @83 Hz. Em 39,06 Hz, houve uma
ligeira queda na amplitude da resposta, mostramdoperda de sensibilidade desta célula em
freqUiéncias temporais altas (> 30 Hz). Esta cépl@sentou um valor minimo de resposta
quando a razao entre os LEDs foi aproximadamental&r valido para todas as frequéncias
temporais estudadas. De modo similaAsmuattg na condicdo em que a resposta foi minima
houve uma mudanga na fase do estimulo relacionaadanca de sensibilidade da célula,

cuja resposta comecou a ser modulada pelo LED W#eom® valor da proporcdo entre os
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LEDs que provocou a menor resposta, bem como afdorgrafico de amplitude da resposta
foram interpretados como indicativo da presencandeone M/L com\maxde 535 nm.

O modelo matematico ajustado aos dados amossads representado nos
graficos de amplitude e de fase pela linha azuuia 35) em cada freqiéncia temporal.
Como oCebusdicromata s6 possui um cone M/L na sua retina @lmtado que o outro
possivel fotorreceptor que estava contribuindo paesposta era o bastonete. Entdo, de modo
diferente doAlouatta o modelo matematico das Equacdes 10 e 11 foulealc como
composto pelos cones M/L colpnax de 535 nm (o fotorreceptdy e pelos bastonetes (o
fotorreceptoig). Somente com o uso o fotorreceptor M/L corretoireclusdo do bastonete na
resposta, 0 modelo péde ser ajustado aos dadoaroamenoISQD

Com o aumento da frequencia temporal, houve umeato em conjunto da
contribuicdo dos cones e dos bastonetes parala géloglionar até a frequéncia temporal de
19,53 Hz, como pode ser observado pelos valoré€s, @B,. Para 39,06 Hz houve uma leve
gueda em ambas as constribui¢cdes dos fotorreceptdoeive uma tendéncia para o valor de
W aumentar com o aumento da frequéncia temporal. d&tila foi dominada mais por cones

em todas as condi¢des estudadas.
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Figura 34. Histogramas das respostas de uma célula gangfiésiaaon de Cebusdicromata para o
protocolo de fotometria cofflicker heterocromatico. Frequéncia de estimulacéo: 19A53Abscissa:
102,4 ms. Ordenada do histograma: 300 imp/s. llangma retiniana: 2000 Td.
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Figura 35. Amplitude (a esquerda) e fase (a direita) dagostas de uma célula fasica de Cebus.

Valores obtidos dos histogramas da figura antesolb, estimulacdo com o protocolo de fotometria
com flicker heterocromatico em quatro freqténcias tempordeyetites. A linha azul € o modelo

matematico interpolado considerando uma contrilauigd cones M/L dé\.x = 535 nm e dos

bastonetes para a resposta celular. Os parametes dos modelos estao discriminados a direita dos

graficos de fase.
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3.3.2.2 Fenotipo de 563 nm

A resposta de uma célula fasioca do animal Ca0O3 para o protocolo de
fotometria conflicker heterocromatico esta mostrada na Figura 36. Hestogs obtidos com
um contraste maximo de Michelson de 100%, na frecja&emporal de 19,53 Hz. A célula
respondeu para as condi¢des iniciais de estimulagiiém com uma amplitude menor que a
do outroCebusestudado. A resposta foi decrescendo com o deawrste e na condi¢do da
Figura 35H, apresentou um valor minimo. Nas coradic8eguintes, a célula voltou a
responder, inicialmente com uma baixa amplitude)(3Bovocada pela modulacédo do LED
vermelho. Houve uma maior sensibilidade ao LED dnm do que ao LED verde, pois a
amplitude de resposta na ultima condicdo (Figur8)3&ou maior do que no inicio do
protocolo de estimulacao visual (Figura 36A). Estapostas sugerem a presenca de um cone
M/L com Anax de 563 nm, o qual possui uma sensibilidade meoadtED verde do que ao
LED vermelho (Figura 7B, Tabela 3).

A Figura 37 mostra os graficos de amplitude dade da resposta para cada
uma das frequiéncias temporais em que a céluladtzida. A amplitude da resposta aumentou
com a frequéncia temporal em todas as condi¢cOedrdgé@éncia temporal mais baixa, a
resposta minima da célula ocorreu em uma razde esttEDs variando entre 0,8 e 0,9; com
o0 aumento da frequéncia temporal, a resposta mifioma entre 0,7 e 0,8. Em todas essas
freqUéncias temporais também houve uma mudanceaade d80° na fase da resposta. Com o
aumento da frequencia temporal, houve um aument@omdribuicdo dos cones e dos
bastonetes para a célula ganglionar. Houve um aondencontribuicdo dos cones em relacéo
aos bastonetes com o incremento da frequéncia teimptsta célula foi dominada pelos

cones em todas as condi¢des de teste.
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Figura 36. Histogramas das respostas de uma célula gangfiésiaaon de Cebuspara o protocolo
de fotometria conflicker heterocromatico. O fotorreceptor M/L do animal dtassificado como o de
Amax = 563 nm, pois a reposta minima da célula ocaneegondicdo H. Frequiéncia de estimulacao:
19,53 Hz. Abscissa do histograma: 102,4 ms. Orderdm histograma: 300 imp/s. lluminancia
retiniana: 2000 Td.
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Figura 37. Amplitude e fase das respostas da célula f@siao Cebuspara a fotometria corfticker

heterocromatico nas quatro freqiéncias temporaisstimulacdo desse protocolo. A linha azul é o

modelo matematico interpolado considerando umaiboigao de cones M/L dig,.x= 563 nm e dos

bastonetes para a resposta celular. Os parametes dos modelos estao discriminados a direita dos

gréaficos de fase. Os parametros estdo discriminaa®sabelas a direita dos gréficos.
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3.3.3 Aotusinfulatus

Assim como previamente mostrado pak@ebusdicromatas, as células fasicas
e tonicas doAotustambém nao tiveram diferencas visiveis entre sa pafotometria. De
modo consistente com as respostas apresentadascpkitas tonicas noutros protocolos de
estimulacdo, as células tdnicas dmtus foram pouco responsivas para as variacoes
cromaticas do estimulo; e foram mais sensiveiscaosrastes de luminancia. Por ser um
animal monocromata, sem a presenca de polimorfsenaal para visdo de cores e possuir
uma alta densidade de bastonetes na sua retines@sstas das células ganglionares foram
consideradas como um produto da contribuicdo tdosofotorreceptores cones cam,=543
nm quanto dos bastonetes.

A Figura 38 mostra a resposta de uma céluanMegistrada em um da@sotus
(Ai019Q), com um contraste maximo de Michelson de 100%h eima freqiéncia temporal de
19,53 Hz. Esta célula respondeu em quase todasndg;des de estimulacdo e foi modulada
pelo LED verde até a condi¢do da Figura 38N, opdesantou a menor resposta e, a partir de
entdo comecou a ser modulada pelo LED vermelha(@&g380-S). A amplitude da resposta
foi maior para o LED verde do que para o LED vehuoetondizente com a sensibilidade
calculada para o fotorreceptor cAmaxde 543 nm encontrado na retina deste primatal§daco
et al, 1993; Jacobst al, 1996). A Figura 39 mostra a amplitude e a faseedposta em
todas as frequéncias temporais em que a célutadt@sda. A amplitude da resposta aumentou
com o0 aumento da frequéncia temporal, exceto pa@63Hz. Para todas as frequéncias
temporais, a resposta minima da célula ocorreurepo;0es entre os LEDs variando entre 1
e 3, proximos do valor da resposta esperada (2) gese cone (Figura 8B). Neste ponto de
minimo, houve uma mudanca na fase do estimulojstenge com a mudanca na resposta da
célula que, a partir deste valor, comecou a sénekstda pelo LED vermelho. Esta mudanca
nao foi muito abrupta, o que sugere interacdeseemdr cones e 0s bastonetes, os quais
possuem diferentes caracteristicas temporais, gpaeaposta celular (Weis$ al, 1998). O
modelo matematico que foi interpolado a respogtarepresentado nos graficos de amplitude
e de fase pela linha azul (Figura 39). Houve uma ¢mrelagcdo em todas as frequéncias
temporais, exceto em parte da amplitude obtidanm&sores frequiéncias temporais. Com o
aumento da frequencia temporal, houve um aumentcoajunto da contribuicdo dos cones e
dos bastonetes para resposta da célula ganglionaior deW aumentou ligeiramente com o
aumento da frequiéncia temporal. Esta célula foiam@ominada por cones do que as células
deCebus
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Figura 38. Histogramas das respostas de uma célula gangfisiaaon de Aotuspara o protocolo de
fotometria com flicker heterocromatico. Frequéncia de estimulacdo: 1%B3 Abscissa do
histograma: 102,4 ms. Ordenada do histograma:r@pGi lluminancia retiniana: 2000 Td.
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figura anterior. A linha azul é o modelo matemétioterpolado aos dados. Os parametros estdo
discriminados nas tabelas a direita dos gréficos.
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3.4. RESPONSIVIDADE AO PROTOCOLO DE FASE
34.1 Alouatta caraya

Os registros unitarios das células ganglionares Adouatta também
corroboraram a hipotese de que os esse platirev@geu uma visao tricromatica semelhante
aguela presente em catarrineos. As células tdrnaentradas responderam com maior
amplitude nas condi¢cbes de contraste de cor doquimt de fase, enquanto que as células

fasicas mostraram uma alta sensibilidade para elstsracromaticos.

34.1.1 Células ganglionares fasicas

As respostas de uma célula fasicaAttmuattacarayaAc013 para a protocolo
de fase sdo mostradas na Figura 40. O contrasiiaelson dos LEDs foi 100%, e a
modulacao foi feita em uma freqiéncia temporal @€ $1z. As células fasicas responderam
com uma baixa amplitude nas condi¢des iniciaisstienalacdo, nas quais o LED verde e o
LED vermelho estdo em oposicao de fase e o estipugsui um alto contraste de cor (Figura
30A-P). A medida que a fase do LED verde se apraxdm fase do LED vermelho (Figuras
B-H), a resposta da célula aumentou progressivamendlcancou os maiores valores de
amplitude nas condi¢des de alto contraste de lumniagéem que a diferenca de fase entre os
LEDs era zero ou proximo de zero. Nas condi¢Oesnmtss, a célula voltou a diminuir de
responsividade com o aumento da fase entre os eEDsubsequiente aumento do contraste
de cor no estimulo.

Para cada um dos histogramas da Figura 40, atadglem imp/s, e a fase,
em graus, do primeiro harmonico das respostas faaoulados e colocados em fungcao da
diferenca de fase entre os LEDRy (- Gy, em cada uma das seis freqiéncias temporais
testadas. Os resultados estdo mostrados na Fiu@s4raficos da esquerda sdo a amplitude
e os graficos da direita sdo a fase da respostaymaa determinada freqiiéncia temporal de
estimulacao (de cima para baixo: 1,22 Hz, 2,44488 Hz, 9,76 Hz, 19,53 Hz e 39,06 Hz).
Os pontos vermelhos em cada gréafico sdo os valerasplitude ou de fase da resposta.

A amplitude da resposta aumentou com o aumenfeedééncia temporal até
19,53 Hz. Em 39,06 Hz, houve uma ligeira quedamplitude da resposta, mostrando uma
perda de sensibilidade desta célula em frequétemgorais altas (> 30 Hz). A resposta da
célula foi méxima em todas as frequéncias tempama&édo a diferenca de fase entre os
LEDs foi proxima de zero. Nas condi¢des iniciaisNv®uma mudanca de aproximadamente
180° na fase da resposta, provavelmento devidomiiiéocia de ndo-linearidades na resposta

dessa célula fasica para altos contraste de cores.
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O modelo matematico (Equacbes 17 e 18) ajustadodados amostrais em
cada freqUéncia temporal estd representado nogkagafla Figura 41 (linha azul). Esse
modelo prevé uma contribuicdo linear e ponderadatofial) de dois diferentes
fotorreceptores para a resposta da célula ganglibia caso doAlouatta o mesmo modo
adotado para a fotometria cdhicker heterocromatico foi usado: foi estipulado que dslag
recebem uma maior contribuicdo dos cones M, agm de 530 nm (o fotorreceptdrdas
equacodes), e dos cones L, camx de 562 nm (o fotorreceptgrdas equacdes). Os valores
dos parametros livres obtidos para esse modelo kxtdlizados nas tabelas da Figura 41. De
um modo geral, a resposta celular foi satisfatogiaien modelada, desde que fosse usado
ambos os fotorreceptores M e L, e que fosse igaopadsiveis contribuicdes dos bastonetes
na resposta. Somente quando essas duas pressapdeigin adotadas, 0 modelo ajustou-se
aos dados com um menor erBQD, soma dos quadrados das diferencas entre o meadelo
dados amostrais). Entdo, pardlmuattg W é uma variavel adimensional que quantifica a
contribuicdo dos fotorreceptores M e L para a refgpda célula; quanto mais proximo de 1,
maior a contribuicdo do cone M e quanto mais préxila 0, maior a contribuicdo do cone L.

Essa célula foi mais dominada pelo cone M emst@afreqiiéncias, exceto
para a frequéncia de 9,76 Hz. Nao houve uma teradélara para o valor d&/ aumentar ou

diminuir com o aumento da frequéncia temporal.
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Figura 40. Histogramas das respostas de uma célula gangliésiaaoff de Alouatta Estimulacéo
pelo protocolo de fase. Frequéncia de estimula®ats Hz. Abscissa: 204,8 ms. Ordenada do
histograma: 200 imp/s. lluminancia retiniana: 2000
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Figura 41. Amplitude e fase das respostas de uma célulaaféfii de Alouatta. Estimulacéo pelo
protocolo de fase. Valores obtidos dos histogramesfigura anterior, sob estimulagdo em seis
frequéncias temporais diferentes. A linha azulrdaglelo matematico ajustado a resposta celular em
cada frequéncia. Os parametros livres dos modstése discriminados a direita dos graficos de fase.
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3.4.1.2 Células ganglionares ténicas

Os registros de uma célula tonidaL- do Alouatta Ac01Z para o protocolo
de fase sdo mostrados na Figura 42. O contrasidiceelson dos LEDs foi 50%, pois a
célula foi pouco responsiva no contraste de 100%mo8lulacéo foi feita em uma freqiéncia
temporal de 9,76 Hz. De modo diferente das célidlsisas, as células tbnicas responderam
com uma maior amplitude nas condicdes em que ossL&dbavam em oposicido de fase
(Figura 42A e 42P) enquanto foram menos respongiaes 0s estimulos com alto contraste
de luminancia (Figura 421I).

A amplitude e a fase das respostas foram exgra&d#@o mostradas em fungéo
da diferenca de fase entre os LEDs, para cada amadils frequéncias temporais testadas, na
Figura 43. As células tdnicas apresentaram umarraaiplitude de resposta nas frequéncias
temporais abaixo de 19,53 Hz; mas quando compar@mtasas células fasicas, os valores
maximos de amplitude dessas ultimas foram mai@etio, a partir da freqtiéncia de 19,53
Hz a resposta diminuiu de amplitude e foi praticaif®eausente em 39,06 Hz. Como
previamente reportado em outros trabalhos, asasthdinicas apresentaram uma resposta
maxima quando os LEDs estavam em total oponéndiasee(-180° ou +180°), condi¢cdes em
que o contraste de cor € maximo nesse protocolo.

Na figura 43, o modelo matematico que foi ajustpdra as amplitudes e as
fases da resposta é mostrado como uma linha azekpdsta foi modelada adequadamente a
somente com a sensibilidade esperada dos fototogespM e L para o estimulo, sem
nenhuma contribuicdo por parte dos bastonetes.l@® daW para as frequéncias temporais
em que houve resposta foi préximo de 0,5, o quieangma equivaléncia na contribuicdo dos
cones M e L para a responsividade cromatica ddacélu
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Figura 42. Histogramas das respostas de uma célula gangltbnaca M+L- do Alouatta para o
protocolo de fase. Diferente da célula fasica, lal@&ébnica respondeu com maior amplitude nos
estimulos com maiores contrastes cromaticos. Fneipi@le estimulacdo: 9,76 Hz. Abscissa: 204,8
ms. Ordenada do histograma: 100 imp/s. lluminaratiaiana: 2000 Td.
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Figura 43. Célula tbnicavi+L- do Alouatta. Amplitude (a esquerda) e fase (@itdiy das respostas
para o protocolo de fase. Seis freqiiéncias tengpdif@rentes foram testadas. A linha azul € o nwdel
matematico ajustado a resposta celular em cadaéinetp, cujos pardmetros livres estdo mostrados ao
lado dos graficos de fase. As respostas na maeguéncia temporal foram muito baixas e
descartadas.
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3.4.2 Cebus apella

Assim como na fotometria cofticker heterocromatico, esse protocolo pode
ser usado para inferir qual dos trés cones M/Lvastaesente na retina d&ebus Os
resultados dessa inferéncia, foram consistentes @ofanétipo encontrado pela analise
fotométrica: os doi€ebusestudados, CaG2e Ca0®, provavelmente possuem cones M/L
comAmaxde 535 nm e de de 563 nm, respectivamente. Nageldiferencas visiveis entre as

respostas das células ganglionares fasicas e $guéca esse protocolo.

3.4.2.1 Fendtipo de 535 nm

A Figura 44 mostra uma célula fasaamedida sob uma iluminancia retiniana
de 2000 Td e com uma freqiiencia temporal de 1958dCebusCa02?. Apesar da baixa
amplitude € possivel visualizar que em todas aglicdes de estimulacdo, a célula foi
modulada pelo LED verde; a fase da resposta acdmpanfase do LED verde. A amplitude
e a fase da resposta extraidas do primeiro harmalaicesposta em todas as seis frequéncias
temporais em que a célula foi testada sdao mostnaaldsgura 45. A amplitude da resposta
aumentou com o incremento da frequéncia tempomdimenuiu em 39,06 Hz. A fase da
resposta manteve-se com um perfil diagonal, o gigers: i) uma forte contribuicdo dos
bastonetes para a resposta em frequéncias tempangs; ii) uma contribuicdo do cone com
Amax=535 nm (Figura 9D). Ambos os fotorreceptores sads reensiveis para o LED verde do
qgue para o LED vermelho (Figura 5B). Este resuliestd de acordo com aquele obtido pela
fotometria conflicker heterocromatico.

O modelo matematico que foi interpolado a regpesta mostrado nos graficos
pela linha azul (Figura 45). Os parametros do nwddo:k é um fator escalar para a
amplitude;W é o indice de contribuicdo dos cones com=535 nm (fotorreceptof nas
equacles 17, 18 e 19) e dos bastonetes (fotoroecepas equacdes 17, 18 e 19) na resposta;
6 e 6, séo a fase de ativacdo do centro e da perifer@athpo receptivo; respectivamente.
Em todas as frequiéncias temporais, a fase da tasfppdem modelada. Para a amplitude
houve uma maior variacdo, porém o modelo ajustodesenaneira adequada. Estudos em
células ganglionares da retina (Let al, 2000) e do LGN (Yehlet al, 1995) também
mostraram uma maior estabilidade da fase da respasa esse protocolo. Entdo, mesmo se a
amplitude for baixa, a fase pode ser usada commentificador do fenotipo do animal. Com
0 aumento da frequiencia temporal, o valo\l@umentou, indicando uma maior contribuicéo

dos cones para a resposta da célula.
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Figura 44. Histogramas das respostas de uma célula gangliésiaaon de Cebusdicromata para o
protocolo de fase. O fotorreceptor M/L do animal étassificado como o0 d@.,=535 nm em
concordancia com os resultados da fotometria dtioker heterocromatico. Frequéncia de
estimulacdo: 19,53 Hz. Abscissa do histograma: 4102s. Ordenada do histograma: 100 imp/s.
llumin&ncia retiniana: 2000 Td.
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Figura 45. Amplitude e fase das respostas da célula fasicde Cebusdicromata para as seis
frequéncias temporais de estimulacdo do protoceldade. A linha azul € o modelo matematico
ajustado para bastonetes e um fotorreceptor M/L @ggF535 nm. A amplitude da resposta
aumentou com a frequiencia temporal até 19,53 HfasA ficou diagonal em todas as frequencias
temporais consistente com uma maior sensibilidadeétlla ao LED verde; porém houve uma leve
curvatura em freqliencias temporais altas, gragasaamaior contribuicdo do cone M/L na resposta.
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3.4.2.2 Fenotipo de 563 nm

Para o outr@Cebusdicromata, Ca03, a Figura 46 mostra as respostas de uma célula
fasicaon para o protocolo de fase, sob uma iluminancianieete de 2000 Td e em uma
frequencia temporal de 19,53 Hz. A amplitude fonorenas condi¢cdes de contraste de cor
méximo (Figuras 46A e 46P) e maior em uma condigégima ao contraste de luminancia
méximo (Figura 46J). A amplitude da resposta deékda foi maior quando comparada com
a célula fasica anteriormente mostrada patalousCa02? (Figura 44). Entretanto, enquanto
a fase da resposta da célula anterior variou derd@djonal com a diferenca de fase entre os
LEDs (Figura 45), a fase da resposta dessa céldaocompanhou a mudanca linear de fase
sofrida pelo LED verde. A figura 46 mostra a vad@acla amplitude e da fase da resposta em
funcdo da diferenca de fase entre os LEDs medidass&s freqiéncias temporais. A
amplitude da resposta aumentou com o0 aumento dgiéineia temporal, em todas as
condicOes. A fase da resposta apresentou um p&afd horizontal, 0 que sugere a presenca
de um fotorreceptor mais sensivel para o LED vdimeduja fase fica constante durante todo
o protocolo. A partir do perfil de variacdo da aityple e da fase da resposta para esse
protocolo, bem como o resultado anterior da fotoimgtara ess€ebus foi adotado que os
fotorreceptores presentes na retina eram conesAgmb63 nm, e bastonetes. Portanto, a
resposta das ceélulas ganglionares foi modeladaid@asdo esses fotorreceptores e a
contribuicdo de cada um deles, calculada. O madekematico resultante foi superposto aos
dados de amplitude e de fase da resposta, e em asdaequéncias temporais 0s resultados
foram bem aproximados pelo modelo matematico. @énde contribuicdo dos cones e dos
bastonetes\, ficou sempre acima de 0,8 e sofreu uma leve te@ara o aumento com a
freqUéncia temporal. Essa célula foi mais dominaatacones do que a célula previamente
estudada, nesse mesmo animal, com a fotometridlioker heterocromatico.
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Figura 46. Histogramas das respostas de uma célula gangfiédsiaaon de Cebuspara o protocolo
de fase. O fotorreceptor M/L desse animal dicronfiaiaclassificado como o d&,,,=563 nm em
concordancia com a fotometria cdticker heterocromatico. Frequéncia de estimulacdo: 18143
Abscissa do histograma: 102,4 ms. Ordenada dognést@: 300 imp/s. lluminancia retiniana: 2000
Td.
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Figura 47. Amplitude e fase das respostas da célula fasiake Cebusda Figura 46 para o protocolo
de fase nas frequéncias temporais de estimulagh@ sondi¢do de iluminancia retiniana de 2000 Td.
A linha azul é o modelo matemaético interpolado @®rando um fotorreceptor M/L cONyax = 563
nm. Os parametros estdo discriminados nas tabeti®ita dos gréaficos. A amplitude da resposta
aumentou com a freqiencia temporal em todas asigé@sd A fase ficou com um perfil mais
horizontal em todas as freqiencias temporais indicama maior sensibilidade ao LED vermelho.
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3.3.3 Aotusinfulatus

As respostas das células ganglionaresAdtus tanto as fasicas quanto as
tbnicas, responderam de modo similar ao protoceldade, assemelhando-se as respostas
observadas enCebusdicromatas. Para o modelamento das respostasn fadmtadas as
mesmas condi¢des daquelas empregadas na fotoowmtriicker heterocromatico. Entéo, a
resposta da célula ganglionar tanto tdnica quaasicd doAotus foi modelada como a
resultante das repostas dos fotorreceptores cones, =543 nme dos bastonetes.

A Figura 48 mostra as respostas de uma célulzafds, encontrada no animal
Ai024, para o protocolo de fase. A fregliencia temponapregada foi de 19,53 Hz e a
iluminéncia retiniana, 2000 Td. A amplitude soffguca variagdo com o decorrer do teste,
guando comparada com a fase; esta ultima acompanhmdanca linear de fase sofrida pelo
LED verde. Portanto, o fotorreceptor presente tina@leste primata € mais sensivel ao LED
verde do que ao vermelho, condizente com os resgtabtidos pela fotometria cofficker
heterocromético e aqueles obtidos por Jacobs éaraldores (Jacolet al, 1993; Jacobst
al., 1996). A figura 49 mostra a amplitude e a fasaedposta dessa célula em todas as
freqiéncias temporais do protocolo de fase. A duogsi da resposta aumentou com o
aumento da frequéncia temporal, em todas as cagliediceto em 39,06 Hz onde apresentou
uma grande queda. A fase da resposta manteve-serooperfil diagonal, similar a fase da
resposta esperada para os bastonetes (Figura 9rdd€lo matematico que foi interpolado a
resposta esta representado nos graficos de angphtute fase pela linha azul. Em todas as
freqUiéncias temporais, tanto a fase quanto a ardplitla resposta foram bem aproximadas
pelo modelo matematico, apesar dos valores de tplida resposta terem sido mais
dispersos. O indice de contribuicdo dos cones ebdetonetes para a resposfd, ficou
abaixo de 0,5 exceto para a ultima freqténcia teahple 39,06 Hz, onde alcangou o valor de
0,64. Essa célula foi mais dominada por bastortkigpie as células previamentes mostradas

para oAlouattae oCebus
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Figura 48. Histogramas das respostas de uma célula gangfésieaon do Aotuspara o protocolo de
fase. O fotorreceptor M/L do animal foi classifioadomo o deA., =543 nm. Frequéncia de
estimulacdo: 19,53 Hz. Abscissa do histograma: 4102s. Ordenada do histograma: 300 imp/s.
llumin&ncia retiniana: 2000 Td.
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Figura 49. Amplitude e fase das respostas da célula fasiado Aotus para o protocolo de fase. A
iluminancia retiniana usada foi de 2000 Td. A linhaul € o modelo matematico interpolado
considerando um fotorreceptor M/L @dg,=543 nm. A amplitude da resposta aumentou com a
freqliencia temporal em todas as condicdes, exeeto3®,06 Hz. A fase ficou com um perfil diagonal
em todas as frequencias temporais testadas, iivdici uma maior sensibilidade da célula ao LED
verde do que ao LED vermelho.
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4 DISCUSSAO

4.1 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO UNITARIO DE CELULAS
GANGLIONARES RETINIANAS COMO FERRAMENTA PARA O ESTDO DO
SISTEMA VISUAL

A técnica empregada no presente trabalho, otregixtracelular unitario de
células ganglionares na retiimavivo, € uma abordagem, dentre varias possiveis, pestido
da neurofisiologia do sistema visual. Em compara&géio a técnica de registros extracelulares
unitariosin vivo no LGN, bastante usada para o estudo das viaaivismn antropoides, 0
registro retinianoin vivo € desvantajoso quanto a classificacdo funcional c&ulas
estudadas, especialmente em platirrineos dicromatasquais a presenca do polimorfismo
sexual para a visado de cores dificulta essa deagio (e.g. YEHet al, 1995). No talamo, &
comumente realizada a marcacdo eletrolitica dalacépos o registro e, através da
visualizagaopost-mortemdo local de marcacdo nas camadas do LGN (com ag@lorde
Nissl, por exemplo), aliada a analise da resposttna para estimulos de luminéncia e
cromaticos, consegue-se classificar a célula emuMP @wom uma grande chance de acerto
(MARTIN, 2004). A grande desvantagem do registroll@N € a instabilidade mecéanica
inerente ao método.

Os registros na retina sdo mecanicamente maseistquando comparados
com aqueles realizados no LGN. Isso ocorre gragasise de agentes farmacoldgicos
inibidores dos movimentos oculares involuntariossts estudo, o uso de um aro metalico
preso ao redor do globo ocular e fixo no sistemaatgencdo craniana, diminuiu de modo
consideravel quaisquer vibracdes mecanicas que ripodedificultar e até mesmo
impossibilitar o registro extracelular. Esse proceshto tem sido usado extensivamente no
estudo das propriedades temporais, espaciais etespa&las células ganglionares de primatas
catarrineos (Veja LEE, 2004 para uma revisdo aei@gpe, mais recentemente, platirrineos
(LEE et al, 2000).

Uma outra abordagem € a técnica de registrooétidgico in vitro de
células retinianas. Nesse caso, 0 registro € efetua retina inteira, dissecada do globo
ocular, e mantida viva por meio de uma infusao taote de solucéo fisiologica modificada.
Com o emprego de micropipetas para registros efyaagoes intracelulares é possivel, além
de registrar a célula, injetd-la com corantes pasderior revelacdo de sua morfologia, o que
usualmente facilita a sua classificacéo fisiologEamportante ressaltar que essa técnica néo
fica limitada ao estudo das células ganglionaress por ser uma técnica de registro

intracelular, outras células da retina também podemestudadas, mesmo aquelas que nao
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disparem potencial de agdo. Varios tipos celulagesetina de humanos (e.g. DACEY &
PETERSEN, 1992) e antropdides ndo-humanos (e.g.HYA& LEE, 1994) e vertebrados
inferiores (e.g. AGUIAR et al, 2006) tém sido estudados morfologicamente e/ou
funcionalmente mediante o uso desse método e w@sian

Uma forma de facilitar a classificacdo eletrafi@gica das células
ganglionares retinianas com o método do registi@um extracelulain vivo é pela medigcédo
da laténcia da conducéo antidrémica, a qual canerstinserir com o auxilio de coordenadas
estereotaxicas, eletrodios de estimulacdo no qaiagtico. NoMacaca esse procedimento
constitui um meio confidvel de distinguir as céuld das P, e as laténcias antidrdmicas
formam uma distribuicdo bicaudal com picos separadolaténcia antidrbmica média das
células M é de aproximadamente 5 ms e das célulagi® 8-11 ms (Martiet al, 2001).
Como a anatomia retiniana dos catarrineos e daisripleos sdo bastante similares, pode-se
esperar que uma clara dicotomia possa ser obtida essas medidas antidrdmicas nos
platirrineos e, assim, permitir uma identificacdular inequivoca tanto em individuos
tricromatas quanto em dicromatas. Tal procedimergorém, ndo foi empregado
presentemente e estudos posteriores poderdo g&ersfe; de fato, essa dicotomia entre as

células M e P se mantém nos platirrineos.

4.2 CLASSIFICAQAO FISIOLOGICA DAS CELULAS GANGLIONRES

O trabalho pioneiro de Kuffler que analisou aatde disparos de potenciais de
acdo em células ganglionares na retina de coelf@ogstimulos luminosos, encontrou que 0s
campos receptivos das células exibiam um antagonéspacial centroperiferia. Para pulsos
temporais que incidiam somente no centro do carapeptivo, as células que respondiam
eram classificadas como células;, as ceélulas que eram inibidas pelos pulsos eram
classificadas como célula$f (KUFFLER, 1953).

Dezesseis anos depois, em 1968, Peter Gouradroegcélulas ganglionares
do Macacae as classificou em dois tipos de acordo com acéorda resposta ao estimulo
luminoso: fasica, para células que mostraram umalaaddescarga de potenciais de acao
mesmo para estimulos prolongados; e tdnica, pdutasé@ue apresentaram uma descarga de
potenciais de agdo que era mantida com a duracdestiimulo. Dacey e Lee, em 1994,
mostraram na retina ddlacacaque as células com resposta fasica e tdnica pomdsm,
respectivamente, as classes morfologicas de céjalaglionares M e P; mostraram também

que as células ganglionares com campos receptivesoff correspondem as células M e P
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que estratificam nas lamelas internas e externas camada plexiforme interna,
respectivamente (DACEY & LEE, 1994).

Essas classes celulares, M e P, tém sido endastra caracterizadas por
estudos morfolégicos na retina @ebus Aotus e do Alouattg apresentando uma grande
semelhanca com primatas do Velho Mundo, convaoaca no que concerne a presenca dos
mesmos tipos celulares na retina (Ver SILVEIRAal, 2003, para uma revisdo sobre o
assunto). Os resultados deste trabalho sdo sertedhamestudos anteriores na retin&dbus
dicromatas (LEEet al, 2000; SILVEIRAet al, 2000) e na retina (SILVEIRA&t al, 2000;
SAITO et al, 2001) e no LGN (USREY & REID, 2000; KILAVIKet al, 2001; XUet al,
2001) deAotus e estdo de acordo com os achados morfolégicospbmrando que a
classificacao fisioldgica das células ganglionatagetina enon ou off e fasicas ou tbnicas
proposta inicialmente para antropoides do Velho ddutambém pode ser extrapolada para

antropodides do Novo Mundo.

4.3 A PROVAVEL TRICROMACIA DOALOUATTA

O Alouatta possui um sistema visual com uma caracteristitagamte:
semelhante aAotus o Alouattando segue o padrao de polimorfismo sexual de de&amres
encontrado em outros platirrineos (JACOBS al, 1996). Porém, esse género nao €
monocromata e noturno, comoAmtus O Alouatta possui habitos diurnos e aparenta ser
tricromata. E um antropoide herbivoro, consumiralbas e frutos na copa das arvores.

Os resultados de experimentos eletrorretinografionduzidos nesses animais,
liderados por Gerald Jacobs, mostram que ndo kéedifas de sensibilidade espectral entre
os individuos machos e fémeas (JACOBSL, 1996). Esse estudo foi o primeiro a indicar a
presenca de dois fotorreceptores M e L na retisgadantropoide, resultado esse validado
posteriormente por um estudo genético (DUkAAL, 1999).

Os resultados do presente trabalho estdo de cacooth esses estudos
supracitados: as células ténicas Alouatta sdo responsivas a estimulos cromaticos e suas
respostas puderam ser modeladas como uma somasdetdaeceptores M e L, com picos
de absorcdo espectral em, respectivamente, 530 582 @m, valores adotados a partir do
trabalho de Jacoles al, 1996a.

4.4 DETERMINACAO DO FOTORRECEPTOR M/L PRESENTE NRETINA
DE CEBUSDICROMATAS
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Os protocolos de fase e de fotometria dtioker heterocromatico tém sido
usados para determinar o fotorreceptor M/L presenteantropdides do Novo Mundo, nas
células ganglionares da retina@ebus(LEE et al, 2000; SILVEIRAEet al, 2000) como nas
células do LGN deCallithrix jacchus(YEH et al, 1995). Em ambos os trabalhos, usando
macacos dicromatas e tricromatas, foi possivelnuleéi partir da resposta fisiolégica o
fotorreceptor M/L presente na retina desses prisnadando que o fendtipo encontrado
eletrofisiologicamente foi confirmadi posterioriatravés de genética molecular e/ou atravées
de microespectrofotometria (Leeal, 2000).

No presente estudo, usando essa mesma abordaieldgica, foi possivel
identificar qual o fotorreceptor M/L presente néin@ tanto do individuo macho quanto da
fémea deCebus Os valores dos picos de absorcao dos fotorreeeptue foram usados neste
trabalho foram os mesmos usados por Lee e colatr@sg@ara um estudo anterior das células
ganglionares deCebus dicromatas e tricromatas (LEEt al, 2000). O Cebus macho,
apresentou um fotorreceptor M/L cokpax de 535 nm. A fémea déebus que tinha uma
grande chance de ser tricromata (> 60%), apressotoente um fotorreceptor M/L cOkfax
de 563 nm. Este resultado pode ser verificado, ebamglo as respostas obtidas em ambos os
paradigmas, com 0os modelos matematicos das respesgiaradas pelos fotorreceptores com
0s picos de absorcao espectral descritos acima.aPfatometria corflicker heterocromatico,

a razao entre os LEDs que provoca uma respostaanita célula pode ser usada diretamente
para predizer o fotorreceptor para um animal diatamPara o paradigma de fase, o perfil da
amplitude e da fase da resposta sao indicadoregatoeceptor presente, com duas vantagens
sobre o método anterior: a fase da resposta € uadiddanmais robusta, mesmo quando a
amplitude da resposta esteja baixa; e a definigiéotbrreceptor é feita usando todos os
valores registrados ao invés de somente um valonideno da resposta, como no protocolo
da fotometria conflicker heterocromatico.

Como um teste adicional para a validacdo dosriteptores encontrados,
tentou-se usar modelos matematicos provenientéstaeeceptores M/L comax diferentes
daqueles originalmente aplicados. Por exemplo, pafanétipo de 563 nm foi tentada a
interpolacao da resposta com os modelos dos foapteres de 535 nm ou de 548 nm, ambos
fotorreceptores possiveis de estarem presentasiinalmente) na retina des@ebus Para
todas as células estudadas, o valor da soma ddsagoa das diferencas (SQD) obtido com
qualquer um dos fotorreceptores de 535 nm ou d eBa8foi maior do que o valor obtido

para o fotorreceptor originalmente proposto (563, para todas as condicdes de teste e para
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os dois protocolos de estimulacdo. Para o oG#bus o macho com fotorreceptor M/L de
Ama=535 nm, todas as células estudadas, para todamndg;des de teste e para ambos 0s
paradigmas, mostraram um aumento no SQD quandgpatdeas com o modelo para
fotorreceptor M/L deAma=563 nm; quando interpoladas com um fendtipo de BAB
algumas células apresentaram uma pequena dimind@g&QD, porém retornaram valores
invalidos para os parametros encontrados pelo métdadinterpolacéo. Isto foi observado
para alguns registros do paradigma de fotometrimn ¢acker heterocromatico e foi
interpretado como uma convergéncia errbnea do ialgor para fotorreceptores que
apresentem uma sensibilidade préxima ao fotorreceptl. Ambos os fotorreceptores M/L
COMAma=535 nm e\n,=563 nm possuem uma maior sensibilidade ao LEDeveodque ao
LED vermelho. Gragas a esta semelhanca qualitativeensibilidade, o perfil de amplitude
dos dois fotorreceptores para o paradigma de fat@awmflicker heterocromatico sdo mais

parecidos entre si, do que com o perfil do fotapeor de\ =563 nm.

4.5 APLICAQAO DOS PARADIGMAS DE FOTOMETRIA COMFLICKER
HETEROCROMATICO E DO PARADIGMA DE FASE PARA ESTUDARS CELULAS
GANGLIONARES DOAOTUS

Estudos comportamentais, eletrofisiolégicos coratemciais de massa
(eletrorretinograma, ERG) e a analise genéticairoafam que cAotus o Unico antropodide
noturno vivo, € monocromata (JACOBSal, 1993; JACOBSt al, 1996) com somente um
fotorreceptor M/L funcional, cona,=543 nm. Mesmo 0s cones S, cujo gene é autossémico,
nao sao expressos por este primataAddus possui um gene para o fotorreceptor S que é
homologo ao encontrado em humanos mas esse gesei posa mutacdo genética que
impede a sua expressao (JACOBSal, 1996). Os presentes resultados mostram que a
resposta da célula ganglionar Aotuspara os paradigmas propostos pode ser modelada de
maneira analoga como foi realizada par&ebus considerando uma interacdo entre um
fotorreceptor cone M/L, com um pico de absorcdeesal em 543 nm, e um fotorreceptor
bastonete coma,=500 nm (SILVEIRAet al, 2000; SAITOet al, 2001).

Um estudo recente de Jacobs & Deegan Il, 20G8)desERG encontrou um
valor ligeiramente diferente (544,65 nm) par&.Qx do fotorreceptor M/L presente na retina
do Aotus(JACOBS & DEEGAN 11, 2003). Um modelo matematickando esse fotorreceptor
foi testado, mas de acordo com observactes prasawdo variacdes de poucos nanémetros
nos picos de absorcdo espectral dos fotorreceptaodieshouve mudancas significativas nos
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resultados pois os valores da sensibilidade dortaeptor aos LEDs verde e vermelho
sofrem pouca alteracao (Lee, comunicacao pessoal).

4.6 EFEITO DA FREQUENCIA TEMPORAL NA CONTRIBUICAODOS
CONES E BASTONETES PARA A RESPOSTA DA CELULA GANGDNAR

Estudos fisiolégicos anteriores mostraram a dauitgdo dos sinais de cones e
de bastonetes para a resposta de células gangkodarmretina de antropoides do Velho e do
Novo Mundo Macaca Gouras & Link, 1966; Leet al, 1997; Cebus Lee et al, 2000;
Silveiraet al, 2000;Aotus Silveiraet al, 2000; Saitcet al, 2001) e no LGN de antropdides
do Novo Mundo Callithrix jacchus Weisset al, 1998; Yehet al, 1995;Aotus Kilavik et
al., 2001). Na retina ddlacaca os resultados mostraram uma alta contribuicasirtis de
bastonetes somente para as células fasicas setadooesribuicdo mais visivel em baixas
condicOes de iluminancia retiniana, cerca de 2QLééet al, 1997).

As células do LGN d€allithrix, apresentaram respostas com alta contribuicdo
de bastonetes tanto para as células M, quantcagarélulas P (Yeht al, 1995). O trabalho
de Weisset al, em 1998, também apresentou células M e P do L&Satlithrix com uma
alta contribuicdes de bastonetes mesmo sob altaiifincias; em excentricidades superiores
a 20 graus, as células M recebem uma maior interdQ& bastonetes que as células P na
mesma excentricidade. As células registradas no ld&NAotus mostraram uma maior
dominacao por bastonetes do que por cones (Kiktwalk, 2001).

N&o foram encontradas evidéncias dessa forteilsoigo dos bastonetes no
Alouatta As respostas desse antropdide puderam ser eatudachodeladas como sendo o
produto unicamente de dois fotorreceptores conesLM

Na retina deCebus Lee e colaboradores encontraram células gangtend
com alta contribuicdo de bastonetes (baixo indeénteracdo cone-bastonete), mesmo sob
2000 Td. Apesar de néo ter sido possivel um estadwlhante para as células P da retina de
Cebus estas evidéncias da retina e do LGN de antrop@deNovo Mundo sdo contrastantes
com os achados na retina de primatas catarringb®ir® e colaboradores, em 2001,
mostraram que as células da retindAdtustambém séo fortemente dominadas por bastonetes
(Silveira et al, 2001) mesmo sob altas condicbes de iluminandiaiara e em altas
frequéncias temporais. Os resultados do preseabalito também concordam com uma
diferenca entre a contribuicdo dos cones e dogietsls nas células ganglionares retinianas
de antropoides platirrineos e catarrineos, os masi@presentando uma maior contribuicdo

dos bastonetes a reposta celular mesmo sob altedicGes de iluminéncia retiniana,
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especialmente @otus Com o aumento da frequéncia temporal, ocorre umeato dos
valores dos indices de interacdo cone-bastonetpjeopode ser atribuido a uma maior
contribuicdo dos cones para a resposta da célaagomcordancia com a maior resolucéo

temporal dos cones (MacLeod, 1972).

4.7 POR QUAL VIA PARALELA O SINAL DO BASTONETE CH&A NA
CELULA GANGLIONAR?

Estudos psicofisicos (Sharptal, 1989) e fisiologicos (Stockmaat al, 1995)
associaram a via de bastonetes através da bipplastonete e da amécrina All, como uma
via lenta de resposta, enquanto que a via de lsstatravés de jungdes comunicantes e as
bipolares de cones, como uma via rapida de resplesbastonete. A condicédo de qual via é
usada depende da iluminancia ambiente: um valoiueinancia abaixo de 1 Troland
escotodpico, ativa a via lenta e valores acima atigavia rdpida. Este valor limite esta muito
abaixo daqueles usados no presente estudo. Portenginais dos bastonetes devem ter se
propagado através da via rapida das bipolares dossc para entdo convergirem até as

células ganglionares.

4.8 A EVOLUGAO DA VISAO DE CORES NOS ANTROPOIDES
CATARRINEOS E PLATIRRINEOS

Postula-se que dois passos foram necessariosaparalucdo da tricromacia,
do modo como ela é encontrada nos catarrineos (NIDL,11991). O primeiro passo foi uma
duplicacao génica da opsina do cone, normalmerm@néiado no cromossomo X de todos 0s
mamiferos. Posteriormente, deve ter ocorrido umgagdon pontual para mudar a absorcéo
espectral das opsinas e, assim, gerar uma setadsliespectral diferente. De acordo com
Mollon (1991), existem trés possiveis cenarios paravolucdo da visdo de cores nos
platirrineos e nos catarrineos:

1) Os dois grupos evolveram a tricromacia se@enaate;

2) O padréao de visdo de cores dos platirrineasf@ma ancestral. Uma
mutacéo pontual na populacéo produziu multiplasnags e entdo o padrdo dos antropoides
do Velho Mundo evolveu por um processo de duplie@gnica, como nélouatta

3) Uma duplicagdo génica ocorreu, e entdo uma nj@as) mutagao
pontual gerou o modelo encontrado nos antropdidégetho Mundo. Esse é uma ocorréncia
evolucionaria comum. Nesse cenario, os platirrinredam perdido a tricromacia completa,

visto que essa perda de tricromacia é comum ergr@do-mamiferos, e é usualmente



119

associada com um periodo noturno em sua evolucA®RIMN, 1990). Os platirrineos teriam
adotado o seu padrao atual quando a tricromaciauese vantajosa hovamente.

Hunt e colaboradores (1998), baseados em umasanaladistica das
sequéncias genéticas das opsinas, sugeriram quewshado independente da tricromacia
nos catarrineos e nos platirrineos parece seray gasseja, alternativa nimero 1. Entretanto,
a anatomia e a fisiologia das retinas dos antr@sdib Velho Mundo e dos paltirrineos
mostram uma alta similaridade entre si. Algumasakesaracteristicas estdo associadas com a
tricromacia e acredita-se que uma evolucao pardkelais similaridades € improvavel (LEE
et al, 2000), i.e., uma das outras alternativas (2 Jopo8le ser a verdadeira. O argumento
acima foi corroborado por uma recente descobertpdaluas espécies de prosimios mostram
também polimorfismo sexual no fotopigmento M/L, aonos platirrineos, o que implica que
as caracteristicas retinianas associadas com rantacia originaram-se antes do que se
pensava na evolugéo dos primatas (TAN & LI, 1999).

A tricromacia e o polimorfismo de opsinas naaforencontrado em nenhum
outro mamifero. A razao para tal auséncia é incemntgss pode ser melhor estudada com a
delimitacdo do porqué a tricromacia é Unica nosn@ias. Se o0 desenvolvimento da
tricromacia somente necessita de uma mutacdo pgataoriginar o padrdo encontrado nos
antropodides do Novo Mundo, a presenca de tricrendeveria ser mais comum em outros
mamiferos. E possivel que o desenvolvimento (n@® primatas tenha exigido tanto o
desenvolvimento de multiplas opsinas quanto daepges de substratos anatdomicos e
fisiologicos para a utilizacdo da tricromacia.

Para que a presenca de duas opsinas M/L seijeaefente usada, € necessario
gue 0S mecanismos pos-receptorais sejam capazebfedenciar seus sinais. Wéassle e
Boycott (1991) sugeriram que uma via visual anekstte alta resolucdo pbde ter
posteriormente evolvido para processar sinais dioosa Nessa via hipotética, o tamanho dos
centros dos campos receptivos poderia subentendeog cones de modo que, por chance,
algumas células poderiam responder “dominadas’upoisimple cone; as células com uma
substancial convergéncia de cones nao poderiamedd@r o sinal de multiplas opsinas. As
vantagens fornecidas por esse sistema primitivoogtEnéncia verde-vermelho puderam,
entao, ter fornecido uma pressao seletiva paraefimamento posterior, como, por exemplo,
em direcd0 a campos receptivos com centros sulmimtda um simples cone, semelhante as
células P. Alguns autores (MARTIN, 1990) sugerene @ primatas ancestrais foram
noturnos. A adaptacdo para uma vida noturna lewvamadiminuicdo da densidade de cones
em relacdo aos bastonetes, comoAwmtus (WIKLER & RAKIC, 1990; YAMADA et al,
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2001) e ndGalago (WIKLER & RAKIC, 1990; YAMADA et al, 1998), e esse fato poderia
também ter favorecido uma baixa convergéncia despara células com um pequeno campo
receptivo. Em qualquer um desse eventos, algumébioagéio especial de circustancias
favoreceu um desenvolvimento da tricromacia someoseprimatas e ndo em qualquer outro
grupo de mamiferos. Entretanto, em um estudo recdatobs e colegas conseguiram que
camundongos expressassem, além do fotorreceptounM,fotorreceptor L, em cones
diferentes através de engenharia genética (Jaeblad, 2007). Os resultados de testes
comportamentais sugerem que o sistema visual deasasndongos € plastico o suficiente
para usar essa nova informacdo cromatica e queatoatauitaria neural necessaria para uma

visao tricromatica ja esta presente nesses mamiféacobgt al, 2007).
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5 CONCLUSAO

Foi possivel registram vivo, a atividade das células ganglionares retinianas d
Alouattg Cebuse Aotuse classifica-las eletrofisiologicamente como cé&désicas e tonicas,

a partir de suas respostas aos pulsos de luminand& cor, 0 que sugere que, apesar de
possuirem um modo de vida diferenteAlouatta e o Cebus(diurnos) juntamente com o
Aotus (noturno) compartilham uma microcircuitaria redima contendo elementos neurais
semelhantes, provavelmente originados em um prieratastral comum.

Em todos os platirrineos estudados, as célulaxaf apresentaram um
mecanismo de controle de ganho de contraste, etmjaarcélulas tbnicas, ndo. Além disso,
uma comparacéo entre a Funcdo de Transferénciaodelldtdo Temporal (FTMT) obtida
tanto nas células ganglionares fasicas quantoagntambém mostrou que para todos os
platirrineos estudados, existe uma dicotomia furadi@ntre essas duas classes: as células
fasicas foram mais sensiveis aos estimulos de &moia do que as tbnicas; Adouatta
essas Ultimas foram mais sensiveis aos estimwosticos do que aos de luminancia.

O Alouatta possui células ganglionares classificadas fisiolbgente como
fasicas (M) ou tonicas (P) na sua retina, e edtasas apresentam oponéncia cromatica em
seu campo receptivo. PortantoAtbuatta possui todo o substrato fisiol6gico em sua retina
para a transmitir informacgdes sobre contraste desquara areas superiores de processamento
cortical. Somente estudos psicofisicos em indivdddesse género podem esclarecer se esse
animal faz uso dessas informacdes (e.g. como adeskeito em Callithrix com uma
adaptacéo do Teste de Mollon-Reffin, Mancetal, 2006).

A variacao da contribuicdo dos cones e dos bessipara a reposta celular ao
longo das frequiéncias temporais encontrada naksdanglionares da retina detus bem
como a sua sensibilidade a iluminacdo ambientesreagque a retina deste primata evolveu
para trabalhar em um ambiente noturno, maximizandensibilidade a luminancia de suas
células, provavelmente as custas de uma precispacias menor, pois suas células
ganglionares sdo maiores do que as Qkbusem todas as excentricidades retinianas
(SILVEIRA et al, 2003). Um estudo morfolégico mostra que exista mmaior convergéncia
de bastonetes para as ceélulas ganglionaresoticssdo que para as células ganglionares do
Cebuse, por outro lado, a convergéncia de cones é bemtas para ambos os primatas
(YAMADA et al, 2001). Os resultados do presente trabalho, nmakira presenca de células
ganglionares com um baixo valor do indice de cbuitéo dos cones e dos bastonetes na
retina doAotus € um indicativo fisiologico de que a convergénde bastonetes para as

células ganglionares deste primata é maior do gagrimatas diurnoglouattae Cebus
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