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RESUMO

A retina da tartaruga € um modelo extensamente utilizado no estudo dos
mecanismos neurais de processamento cromatico. Oponéncia de cor foi estudada inicialmente
com trés estimulos (luzes vermelha, verde e azul). Contudo, estudos comportamentais
mostraram que a tartaruga tem um sistema tetracromata com a adi¢do de um fotorreceptor na
faixa do ultravioleta (UV). Recentemente nosso laboratorio descreveu dados relacionados as
propriedades de resposta de células horizontais, bipolares, amécrinas e ganglionares para
estimulos na faixa do UV. No presente estudo registramos células améacrinas e ganglionares
com oponéncia cromatica a estimulacdo na faixa do UV ao vermelho do espectro e ampliamos
os dados anteriores demonstrando que a codificacdo de cor envolvendo o UV esta presente no
nivel da retina interna. Foram registrados um total de 181 neur6nios na retina da tartaruga, 36
dos quais foram oponentes. Entre esses neuronios dez foram células amacrinas (= 5 %) ¢ 26
foram células ganglionares (= 15 %). Identificagdo morfologica de neurdnios cromaticamente
oponentes foi obtida em duas células amécrinas (A23b e A19) e 4 células ganglionares (G20,
G21, G17 e G24). As respostas de varias células registradas na retina interna mostraram um
perfil complexo e um potencial para processamento complexo do estimulo cromético, com
componentes de respostas dependentes dos comprimentos de onda e da intensidade do
estimulo. Onze tipos de oponéncia cromatica foram encontrados nas células ganglionares no
presente trabalho. Considerando resultados prévios do proprio laboratorio, um total de doze
diferentes tipos de oponéncia cromatica ja foram encontrados em células ganglionares. A
maioria das células ganglionares registradas teve oponéncia cromatica do tipo R+UVBG- e
RG+UVB. Outros tipos de oponéncia foram menos freqlentes. Os resultados do presente
estudo confirmaram e ampliaram dados anteriores sobre a participacdo do canal UV no

processamento de cor na retina interna da tartaruga. Esse estudo mostra ainda que a tartaruga
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tem um mecanismo fisioldgico para reproduzir quase todas as combinacGes cromaticas de um

sistema tetracromata.
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ABSTRACT

The turtle retina has been used extensively as a model for the study of the neural
mechanisms of chromatic processing. Color opponency has been studied previously with 3
stimuli (red, green and blue light). However, behavioral studies showed that the turtle has a
tetrachromatic visual system with the addition of the UV channel. Recently our laboratory
reported data concerning the response properties of horizontal, bipolar, amacrine and ganglion
cells to stimuli in the UV-visible range. In the present investigation we recorded color
opponent responses from amacrine and ganglion cells to stimuli in the UV and visible ranges
and extended our previous demonstration that UV color-coding is present at the level of the
inner nuclear layer. We recorded from a total of 181 neurons of the turtle inner retina, 36 of
which were spectrally opponent. Among these there were ten amacrine (= 5 %) and 26
ganglion cells (= 15 %). Morphological identification of the chromatically opponent neurons
was obtained in 2 amacrine (A23b and A19) and 4 ganglion cells (G20, G21, G17 e G24).
Many cells showed a very intricate picture, with a variety of response types and a potential for
complex processing of chromatic stimuli, with intensity- and wavelength-dependent response
components. Eleven types of chromatic opponency were found in ganglion cells, and adding
previous results from the laboratory, a total of 12 types of opponent responses have been
found. The majority of the ganglion cell recordings showed R+UVBG- and RG+UVB-
chromatic opponency. Other types of chromatic opponency were less frequent. The results of
the present study confirm the participation of a UV channel in the processing of color
opponency in the inner retina of the turtle. This study shows that the turtle has the

physiological mechanisms for reproducing almost all of the possible chromatic combinations.



1. INTRODUCAO
“ To suppose that the eye, with all its inimitable contrivances for
adjusting the focus to different distances, for admitting different
amounts of light, and for the correction of spherical and chromatic
aberration, could have been formed by natural selection, seems, |

freely confess, absurd in the highest possible degree.”

Esta frase foi escrita por Charles Darwin em sua fantastica obra intitulada “A
Origem das Espécies por Selecdo Natural” (The Origin of Species by Natural Selection,
(DARWIN, 1859), demonstrando todo o seu fascinio quando este se deparou com a enorme
diversidade de tamanhos, formatos e principios opticos desenvolvidos por diferentes animais
para a captacdo do estimulo visual. Desafortunadamente, Charles Darwin ndo pode ter acesso
a arquitetura da retina, como Santiago Ramon y Cajal, o qual ndo apenas observou, mas
descreveu de maneira singular a grande diversidade de tipos neuronais presentes na retina de
diferentes espécies de vertebrados.

Ao estudarmos a arquitetura funcional do sistema visual de vertebrados,
notamos que a diversidade de tipos neuronais descrita por Ramon y Cajal (1892) € refletida
nas diferentes propriedades fisioldgicas destes neurdnios. A complexidade funcional de
células retinianas varia significativamente na medida em que observamos diferentes ramos da
arvore filogenética dos vertebrados (Figura 1). Como a percepc¢do do ambiente é limitada por
estruturas que recebem e processam a informacdo sensorial, fica evidente que entre o0s
vertebrados encontraremos diferentes maneiras de perceber o ambiente circundante.

A capacidade de um animal perceber o colorido do ambiente estad baseada no
fato de seu sistema visual ser dotado de pelo menos dois tipos de celulas fotorreceptoras,

sensiveis a diferentes regides do espectro de luz, e uma circuitaria neural associada que



decodifica a mensagem de cor do ambiente. Assim, podemos entdo conjeturar que gquanto
maior a variedade de fotorreceptores disponiveis, maior é a riqueza na experiéncia e
discriminacdo cromatica do animal.

Animais como aves, peixes teledsteos e répteis sdo em geral animais
tetracromatas (EBREY & KOUTALOS, 2001; HART, 2001) os quais tém quatro tipos de
cones e uma sensibilidade a radiacdo visivel que abrange do ultravioleta ao vermelho. Entre
os mamiferos a grande maioria tem visdo dicromata (JACOBS, 1993; YOKOYAMA, 2002) a
tricromacia é apenas observada em alguns marsupiais (ARRESE et al., 2002; ARRESE et al.,
2005) e alguns primatas (NATHANS et al., 1986; SILVEIRA et al., 1999; LEE et al., 2000;
ROWE, 2002; SILVEIRA et al., 2003).

No texto acima foi utilizado o termo percepcdo de cor para que tenhamos uma
reflexdo sobre dois aspectos: o primeiro, é que o sistema visual pode representar 0 ambiente
de diferentes maneiras; o segundo - que estd intimamente ligada ao primeiro - é que essa
representacdo do ambiente depende de um suporte neural para a sua realizagéo.

Talvez mais do que em qualquer outra classe dos vertebrados, o
desenvolvimento da visdo atingiu a sua maior complexidade em répteis (WALLS, 1942).
Com excecdo das aves, com as quais os répteis estdo préximos filogeneticamente, a visdo e
suas estruturas acessorias sdo menos complexas em outros animais. Os répteis foram os
primeiros vertebrados a transferir completamente suas vidas para o ambiente terrestre. Para
eles, o ar ofereceu um meio claro para a visdo, com grandes vantagens asseguradas pela
passagem retilinea da luz. A vida na terra requer altos padrdes de visdo alcancados através de
uma nova anatomia e novas funcgdes, como a viséo tetracromata (GRANDA & DVORAK,
1977). Um exemplo do que estamos nos referindo € evidenciado na variedade morfologica
dos tipos de cones que encontramos na retina de répteis e aves em comparagdo com 0s tipos

de cones encontrados na retina de mamiferos (Figura 1).
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Figura 1. Evolucéo de répteis, aves e mamiferos a partir dos ancestrais sauropsides. (A) Arvore filogenética simplificada mostrando a radiacéo
mutua de mamiferos e dinossauros durante o periodo Mesozdéico. Micrografia: cones de tartaruga (esquerda) com uma variedade de goticulas de
6leo, caracteristica de retinas fotopticas que foi provavelmente presente em dinossauros diurnos e ancestrais pré-mamiferos. (centro) Cones de
um representante dos marsupiais (gamba), cones duplos e com goticula de éleo foram identificados nestes animais. Mamiferos placentarios
(direita) ttm em geral apenas dois tipos de cones e sem goticula de dleo. (B) Arvore filogenética semelhante & descrita em (A) com detalhamento

dos tipos de fotorreceptores encontrados nas diferentes classes de vertebrados (AHNELT & KOLB, 2000).



Entre os representantes da classe Reptilia, trés espécies de tartarugas sao as mais
utilizadas para estudos da retina e estruturas visuais acessorias: Pseudemys scripta elegans,
Mauremys caspica, e Geoclemys reevesii. Contudo, a maior parte da literatura disponivel esta
apoiada sobre estudos na primeira especie.

A tartaruga Pseudemys scripta elegans tem sido um dos alvos preferenciais de
investigacdo na neurociéncia visual (para reviséo ver AMMERMULLER & KOLB, 1996). O
facil acesso ao tecido retiniano e a estabilidade deste material por um longo periodo de tempo
em um sistema experimental, somado a um tamanho maior de neurénios em relacdo a outros
vertebrados, o que torna mais facil o acesso a registros intracelulares, tornou esse animal um
bom modelo experimental para investiga¢fes do funcionamento do sistema visual.

Atualmente existe uma vasta literatura dedicada ao sistema visual da tartaruga.
Nitidamente nota-se a grande complexidade existente na retina deste animal, funcdes apenas
observadas no cortex visual de muitos vertebrados sdo realizadas na retina da tartaruga por
células amacrinas e ganglionares. Registros eletrofisiolégicos de células ganglionares tém
mostrado que muitas dessas células sdo complexas na organizacdo do campo receptivo
(GRANDA & FULBROOK, 1989; SERNAGOR & GRZYWACZ, 1995; GRANDA et al.,
1999; DEARWORTH, & GRANDA, 2002). Muitos neurdnios na retina interna respondem
preferencialmente a estimulos como cor, orientacdo, movimento e direcionalidade
(MARCHIAFAVA, 1979; BOWLING, 1980; MARCHIAFAVA & WAGNER, 1981,
JENSEN & DEVOE, 1982; JENSEN & DEVOE, 1983; MARCHIAFAVA, 1983; WEILER
& AMMERMULLER, 1986; AMMERMULLER & WEILER, 1988; GRANDA &
FULBROOK, 1989; AMMERMULLER et al., 1995; AMMERMULLER & KOLB, 1995;
BORG-GRAHAM, 2001). Além disso, as redes de células horizontais e amacrinas fazem um
importante papel nesse processamento, e sdo mais diversas morfologicamente e complexas

fisiologicamente do que as de outros vertebrados.



Neste momento da exposi¢do é oportuno delinearmos um esboco da anatomia
funcional da retina da tartaruga. Assim passaremos para 0 que atualmente se conhece sobre a

retina da tartaruga.

1.1. O SISTEMA VISUAL DA TARTARUGA

A estrutura da retina da tartaruga segue o padrdo basico da retina de vertebrados
(RAMON Y CAJAL, 1982). Na figura 2, apresentamos uma visdo radial da retina da tartaruga
corada histologicamente com Hematoxilina-Eosina, onde apenas corpos celulares estdo
marcados nas trés camadas nucleares, as quais sdo intercaladas pelas camadas plexiformes

(&reas claras).
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Figura 2. Corte radial da retina da tartaruga corado com Hematoxilina-Eosina, mostrando
disposicdo de todas as camadas celulares e intercelulares. (Figura gentilmente cedida por

Sonia Grotzner). Escala = 10 um.



1.1.1. Neuronios de Primeira Ordem

A retina da tartaruga tem sete tipos de cones e apenas um tipo de bastonete. H&
quatro tipos de cones R, um cone G, um cone B e um cone UV. Entre os cones R, dois sd0
cones simples, um tem uma goticula de 6leo vermelha localizada entre o segmento interno e o
segmento externo do proprio cone, e 0 outro tem uma goticula laranja; as goticulas de 6leo
funcionam como “filtros” para restringir o espectro de luz que alcangara o fotopigmento
(KOLB et al, 2001). Ambos estes cones tém picos de sensibilidade espectral S(A) entre 620 e
644nm (GRANDA & DVORAK, 1977; LIPETZ, 1984; OHTSUKA, 1985; LOEW &
GOVARDOVSKII, 2001). Os outros dois tipos de cones R juntos constituem um cone duplo,
e 0 membro principal deste cone tem uma goticula de 6leo laranja; no membro acessorio nao
existe goticula, e sim granulos de pigmento dispersos na regido correspondente a goticula
(KOLB & JONES, 1987). Os picos de S(A) do membro principal e acessorio estdo em torno
de 620 a 630nm (LIPETZ, 1984; OHTSUKA, 1985). No cone G h& uma goticula amarela e o
pico de sensibilidade S(1) é em 540nm (OHTSUKA, 1985). Os cones B e UV tém picos de
S(A) em 460 e 372nm, respectivamente (KOLB & JONES, 1987; LOEW &
GOVARDOVSKII, 2001; VENTURA et al., 2001). Ambos os cones tém goticula incolor,
porém a goticula encontrada no cone B fluoresce sob luz ultravioleta (OHTSUKA, 1985), o
que facilita a distin¢do entre os dois. Na figura 3, mostramos uma imagem de uma retina de
tartaruga montada a fresco com os fotorreceptores voltados para cima. A primeira fileira
mostra imagens de diferentes regides da retina central da tartaruga iluminada com luz branca
notamos na imagem que existem goticulas vermelhas (cones L), laranjas (cones M) e

incolores (cones B ou UV). Na fileira seguinte a mesma regido € novamente mostrada,

! Os cones com sensibilidade maxima para luz ultravioleta, azul, verde e vermelha serdo denominados cones UV,
B, G e R, respectivamente. As abrevia¢des em inglés foram escolhidas por serem mais usadas normalmente
pelos pesquisadores brasileiros.



contudo sob iluminacdo UV. Na imagem notamos que algumas goticulas incolores ficam
fluorescentes (cones B) sob essa iluminacdo e outras ficam palidas (cones UV). As fileiras
seguintes sdo de imagens da regido periférica da retina onde podemos observar um aumento
no diametro das goticulas de 6leo dos fotorreceptores. Um esquema ilustrativo da morfologia
das celulas fotorreceptoras da tartaruga também € apresentado na figura 4, abaixo mostramos

também uma tabela com a sensibilidade espectral de cada fotorreceptor.

(4)

Figura 3. Pares de fotomicrografias da retina da tartaruga visualizadas sob luz transmitida
(fileiras 1 e 3) e sob radiacdo UV (fileiras 2 e 4). Note que algumas goticulas transparentes
tém fluorescéncia sob iluminagdo UV (cones B) e outras goticulas transparentes ndo tem
fluorescéncia (cones UV). (escala = 10 um). (Imagens cedidas gentilmente por Nascimento e

Ventura).




Figura 4. Diagrama esquematico da morfologia das células fotorreceptoras da tartaruga. Os
cones UV (ultravioleta), B (azul), G (verde) e R (vermelho) sdo cones simples, todos com
presenca de goticula; no cone duplo (DC) existe goticula de 6leo apenas no membro principal,
no bastonete ndo ha goticula. gc (goticula clara), gf (goticula fluorescente), gl (goticula

laranja), ga (goticula amarela), gv (goticula vermelha). (modificado de GOEDE & KOLB,

1994). Escala = 10 um.

Tabela 1. Picos de Sensibilidade espectral das opsinas e das goticulas de 6leo da Trachemys
scripta elegans

FOTORRECEPTORES
Bastonete Cone duplo Cones simples Estudos
Principal |[Acessério | R1 | R2 | G B | UV

Opsina 518 617 617 617 | 617 | 515 | 458 | 372 (1)
. \Y L A F Microspectro-
Goticula | - | L852 | -~ | 595 | 548 | 533 |413 | | | fotometria.
(2) Método de

S I IR (PO resposta
constante
dindmica

L = goticula laranja; V = goticula vermelha; A = goticula amarela; F = goticula fluorescente;
T = goticula transparente. 1 - LOEW & GOVARDOVSKII, 2001; 2 - VENTURA et al.,
2001.
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1.1.2. Neurdnios de Segunda Ordem

a) Células bipolares

Na retina da tartaruga, atualmente sdo descritos 13 diferentes tipos morfol6gicos
de células bipolares (AMMERMULLER & KOLB, 1995; AMMERMULLER & KOLB,
1996), as quais sdo neurdnios de segunda ordem envolvidos na comunicagao vertical entre 0s
fotorreceptores e as células ganglionares. As células bipolares foram classificadas quanto ao
padrdo de estratificacdo do terminal axonal nos 5 estratos da camada plexiforme interna
(CPI), conforme ilustrado na figura 5. As células B1, B2, B5 e B11, tém o terminal axonal
ramificando em apenas um estrato (monoestratificadas). As células B4, B6, B8, B9 e B10 sdo
biestratificadas, ou seja, com ramificacdo em dois estratos, as células bipolares B3, B7, NB e
PKC sdo triestratificadas e aparecem em menor quantidade em relacdo as outras células
bipolares na retina de tartaruga. Todas as células bipolares parecem ter um antagonismo
centro-periferia na organizagdo do campo receptivo (AMMERMULLER & KOLB, 1995;
AMMERMULLER & KOLB, 1996). Analises em dois tipos de células bipolares (B4 e B6)
indicam que estes seguem as mesmas “regras” morfofisiologicas para a arquitetura de vias
centro ON-OFF da retina de vertebrados (KOLB, 1994). Uma caracteristica comum a todos 0s
tipos de células bipolares ¢ a presenga de “landolt clubs” surgindo de seus dendritos na CPI e
passando dentro da CNE. Glutamato parece ser 0 neurotransmissor utilizado por estes tipos
celulares (EHINGER et al., 1988), contudo, serotonina ja foi identificada em células B9
(WEILER & SCHUTTE, 1985; SCHUTTE & WEILER, 1988; TAUCHI, 1989; HURD &
ELDRED, 1993). Entre as células bipolares apenas dois tipos tém respostas cromaticas: B10 e
B11. Na figura 6 mostramos o desenho esquematico da célula bipolar do tipo B10 e os

registros intracelular (HAVERKAMP et al., 1999).
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Figura 5. Diagrama esquematico da morfologia dos tipos de células bipolares da retina da
tartaruga. Nas células desenhadas em uma visdo vertical, podem ser observados o corpo
celular, os dendritos celulares e os “landolt clubs” (seta) na camada plexiforme externa (CPE)
da retina e a estratificacdo dos terminais axonais nos cinco estratos (S1-S5) da camada
plexiforme interna (CPI). Notem os corpos celulares das células B10 e B11 tipicamente
deslocados para a camada nuclear externa. NB: célula bipolar identificada com neurobiotina;
PKC: célula bipolar imunorreativa para anticorpos PCK-o (Figura modificada de

AMMERMULLER & KOLB, 1996).
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Figura 6. Morfologia e respostas de uma célula bipolar B10. (A) Desenho esquemaético da
célula bipolar B10 estratificando nas sublaminas s2 e s4. (B) Respostas a estimulos circulares
(800 um de didmetro) nos comprimentos de onda de 649 nm, 525 nm, e 455 nm mostram que
a célula biopolar tem oponéncia cromatica do tipo vermelho-ON, azul/verde-OFF. (Figura

modificada de HAVERKAMP et al., 1999).

b) Células horizontais

As células horizontais também sdo neurbnios de segunda ordem, porém
interligadas lateralmente com os fotorreceptores, de maneira a modular a via vertical entre
fotorreceptores e células bipolares. Estudos que utilizaram a técnica de Golgi ou que
combinavam o registro e a marcacdo intracelular de células horizontais revelaram quatro
diferentes tipos morfoldgicos na retina da tartaruga, chamados de H1, H2, H3 e H4 (MILLER
et al., 1973; LEEPER, 1978a; LEEPER, 1978b; LEEPER & COPENHAGEN, 1982; KOLB
et al., 1988; AMMERMULLER et al., 1995; AMMERMULLER & KOLB, 1995), ilustrados
na figura 6.

A celula H1 consiste em duas estruturas morfologicamente diferentes: o corpo
celular (H1CC) e o terminal axonal (H1TA). O terminal axonal é a estrutura mais

freqientemente registrada por eletrofisiologia; responde de maneira monofasica



13

(hiperpolarizante) a todos os comprimentos de onda do espectro visivel da tartaruga, o que
caracteriza uma célula de luminosidade, e assim chamada de unidade L1. Esta unidade recebe
conexdes de cones L simples, membro principal de cones duplos e de bastonetes (FUORTES
& SIMON, 1974). O corpo celular (unidade L2), também responde de maneira monofésica a
luminosidade, e recebe contatos sinapticos com dois tipos de cones, cones L e M simples e
ambos os membros do cone duplo (LEEPER, 1978b; OHTSUKA & KOUYAMA, 1986).

As células H2 e H3, ao contrario da célula H1, s&o células de cromaticidade
(Tipo C), pois tém respostas oponentes (contrarias) a diferentes comprimentos de onda. A
célula H2 é o tipo mais frequente registrada eletrofisiologicamente. Esta célula ¢é
despolarizada por estimulos na faixa do vermelho e hiperpolarizada pelo azul e verde esse
tipo de resposta é conhecido como resposta bifasica. A célula H3, por outro lado é
despolarizada pelo verde e hiperpolarizada pelo azul e vermelho (resposta trifasica). Na figura
7 mostramos a morfologia e o espectro de acéo das células horizontais H1 (H1CC e H1TA),

H2 e H3.
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Figura 7. Morfologia e respostas eletrofisiologicas das células horizontais da retina de Trachemys s. elegans. (A) célula horizontal do tipo H1-
CC, (B) tipo H1-TA, (C) tipo H2 e (D) tipo H3. Abaixo de cada célula estdo as respostas eletrofisioldgicas a série de pulsos de luz

monocromatica. (imagens cedidas gentilmente por Sonia R. Grétzner). Escalas = 25 um.
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1.1.3. Neurdénios de Terceira Ordem

Células amécrinas e ganglionares formam a Ultima estacdo de processamento da
informacdo visual na retina. Baseado em estudos que utilizaram a técnica de Golgi (KOLB,
1982) e técnicas que combinavam o registro e a marcacdo intracelular (AMMERMULLER et
al., 1995; AMMERMULLER & KOLB, 1995), foi possivel identificar 37 tipos de células
amacrinas e 24 tipos de células ganglionares na retina da tartaruga. Essa grande quantidade de
diferentes tipos neurais, juntamente com os 13 tipos de células bipolares da camada nuclear
interna, contribui para um processamento de grande complexidade na CPI.

Critérios como o padrdo de ramificacdo e caracteristicas da estratificacdo
dendritica nos cinco estratos da CPI, morfologia dendritica, tamanho do corpo celular e
dimensdo do campo dendritico foram os principais parametros de classificacdo das células
amacrinas e ganglionares. Durante o curso dos estudos morfoldgicos e eletrofisioldgicos
(KOLB, 1982; KOLB et al., 1988; AMMERMULLER et al., 1995, AMMERMULLER &
KOLB, 1995), foram adotados siglas alfanuméricas numéricas para identificar células
amacrinas e ganglionares, tais como A1-A37 e G1-G24.

Funcionalmente, células améacrinas e ganglionares tém quatro tipos basicos de
respostas: despolarizacdo sustentada; hiperpolarizacdo sustentada; despolarizacao transiente e
hiperpolarizacgdo transiente.

Algumas células amacrinas e uma grande proporcao de células ganglionares sao
seletivas a direcdo de movimento do estimulo na retina da tartaruga i.e. A9, A20 e A22, e
G19, G20 e G24 (MARCHIAFAVA, 1979; BOWLING, 1980; JENSEN & DEVOE, 1982;
JENSEN & DEVOE, 1983; GRANDA & FULBROOK, 1989; KITTILA & GRANDA, 1994;

AMMERMULLER et al., 1995; BORG-GRAHAM, 2001).
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1.2. PROCESSAMENTO CROMATICO

No tdpico anterior pudemos notar que a oponéncia cromatica no sistema visual
da tartaruga tem inicio logo nas primeiras sinapses da retina. Células horizontais H2 e H3 sdo
tipos cromaticos que tém respostas oponentes dependentes do comprimento de onda em que
sdo estimuladas (FUORTES & SIMON, 1974; AMMERMULLER et al., 1995; VENTURA et
al., 1999; ZANA et al., 2001; VENTURA et al., 2001; TWIG & PERLMAN, 2004). Dois
tipos de células bipolares (B10 e B11) também tém propriedades de respostas oponentes
(YAZULLA, 1976; AMMERMULLER et al., 1995). Na camada nuclear interna (INL) os
estudos demonstraram oponéncia de cor em cinco tipos de células ganglionares: G14 e G24
com codificagdo de cor no centro do campo receptivo; G3 e G18 com codificagdo de cor na
periferia do campo receptivo; e uma célula ganglionar do tipo G6 com dupla-oponéncia de cor
(vermelho-OFF/verde-ON no centro e vermelho-ON/verde-OFF na periferia do campo
receptivo). Entre as células amécrinas cinco tipos tambem tém oponéncia cromética: A1, A3 e
A23b com oponéncia do tipo vermelho-OFF/azul-ON no centro do campo receptivo; A32
com oponéncia do tipo red-OFF/verde-ON no centro do campo receptivo; e a A33 com dupla-
oponéncia vermelho-ON/azul-OFF no centro e verde-OFF/azul-ON na periferia
(AMMERMULLER et al., 1995).

Entretanto, essas configuracdes de cromaticidade foram estudadas inicialmente
com trés estimulos (luz vermelha, verde e azul) por Ammermudller e colaboradores (1995).
Embora nessa época ja tivessem sido descritos dados comportamentais que demonstravam
que a tartaruga poderia ser um animal tetracromata, com uma sensibilidade ao UV (ARNOLD
& NEUMEYER, 1987), e a prépria Kolb (KOLB & JONES, 1987) considerou a existéncia de
um candidato a receptor do UV em estudos morfologicos da retina de tartaruga, 0s
experimentos fisioldégicos ndo incorporaram esse conhecimento. O conjunto de estudos

indicando a existéncia de sensibilidade adicional na faixa do ultravioleta abriu uma discussao
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sobre a participacdo do canal de UV no processo de cor no sistema visual de tartaruga e sua
demonstracdo fisioldgica foi obtida em diversos tipos celulares (AMMERMULLER et al.,
1998; VENTURA et al., 1999; ZANA et al., 2001; VENTURA et al., 2001).

Visto que o nimero de combinacdes de excitacdo e inibicdo que sdo possiveis
com trés canais de cor (azul, verde e vermelho) sdo teoricamente oito (2%), esse niimero sobe
para 16 (2*) com a adicdo de mais um canal (UV). Excluindo-se as combinagdes que séo de
excitacdes ou inibicbes em relacdo a todos os comprimentos de onda, o nimero possivel de
combinacg6es de oponéncia é seis para trés cones e 14 para quatro cones.

A confirmacdo sobre a existéncia do cone UV mostrou que a literatura sobre o
processamento cromatico em neurdnios de tartaruga precisava ser revisada. E necessario
determinar quantos e quais canais oponentes existem nessa retina.

Recentemente, alguns trabalhos foram publicados sobre a investigacdo das
propriedades de respostas cromaticas de células horizontais, bipolares, amacrinas e
ganglionares envolvendo estimulacdo dos quatro tipos de fotorreceptores da tartaruga
(AMMERMULLER et al., 1998; VENTURA et al., 1999; ZANA et al., 2001; VENTURA et
al., 2001). Nestes estudos, observou-se que em ambas as células horizontais crométicas (H2 e
H3) existe participacdo do canal UV na oponéncia cromatica. Além disso, foi observada
também a participagdo do canal UV no processamento cromatico de células amacrinas e
ganglionares (VENTURA et al., 1999; ZANA et al., 2001; VENTURA et al., 2001). Um total
de oito tipos diferentes de combinag¢fes cromaticas em células ganglionares foi encontrado

nestes estudos.
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1.3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Investigar o processamento cromatico em um sistema de visdo de cor

tetracromata na retina da tartaruga (Trachemys scripta elegan).

Obijetivos especificos:

Investigar quais os tipos de oponéncias cromaticas existem em células

amacrinas e ganglionares na retina da tartaruga;

Classificar morfologicamente as células envolvidas no processamento de cor;
Correlacionar os dados morfoldgicos e fisiolégicos com a classificacdo proposta

na literatura.
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2. METODOS

2.1. O ANIMAL

Os experimentos foram realizados com tartarugas da espécie, Pseudemys scripta
elegans, com comprimento de carapaga entre 17—25 cm. Os animais foram obtidos a partir de
doacdo do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente). As tartarugas foram guardadas
em tanques com plataformas sobre as quais os animais poderiam permanecer fora da 4gua. Os
procedimentos de manuseio dos animais foram aprovados pela Comissdo de Bioética da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootécnica da Universidade de Séo Paulo (ANEXO I).

2.2. PROCEDIMENTOS ELETROFISIOLOGICOS

As respostas cromaticas das células ganglionares foram obtidas a partir registros
eletrofisiologicos intracelulares. Estes registros foram realizados no Laboratério de

Psicofisiologia Sensorial (USP).

2.2.1. Preparacdo do Material Biol6gico para o Registro Eletrofisioldgico

O animal era inicialmente sacrificado por decapitacdo, com auxilio de uma
guilhotina e um dos olhos era imediatamente enucleado ap6s o espinalamento. A cabeca com
o0 outro olho foi mantida a 4°C para uso no dia seguinte.

ApoOs a retirada do globo ocular, executou-se a separacdo da calota anterior
(contendo a cdrnea e cristalino) da calota posterior por disseccdo na altura do limbo
esclerocorneano, sendo a calota anterior entdo desprezada. O passo seguinte era retirar ao

maximo o humor vitreo com tiras de papel.
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A calota posterior, contendo a retina e os tecidos orbitais remanescentes, foi
entdo colocada em uma placa de petri, onde foram feitos quatro cortes radiais na retina a fim
de se manter um padrdo de orientacdo espacial da retina. Para tanto, primeiramente localizou-
se a faixa visual’ com auxilio de um estereoscépio (Carl Zeiss), fazendo abaixo desta um
corte em cada uma das extremidades nasal e temporal; em seguida foram realizados mais dois
cortes, um na extremidade superior e outro na inferior da retina. Toda a disseccdo foi
realizada apenas sob iluminacdo ambiente ténue na sala de dissec¢do. A cuia Optica foi entéo
evertida sobre um suporte de madeira balsa. Alfinetes entomologicos foram utilizados para
prender a retina no suporte. O suporte foi colocado dentro de uma camara de perfusao que é
apoiada num pedestal plastico que era apoiado em um suporte que permite a movimentacao
micrométrica da preparacdo nos eixos X e Y. A preparacdo juntamente com um
micromanipulador e outros acessorios foram mantidos dentro de uma gaiola de Faraday para
evitar a intrusdo de correntes eletromagnéticas externas. A retina foi irrigada durante todo o
procedimento por um fluxo de solucédo fisioldgica de tartaruga (CaCl, 4,8 mM, NaCl 96,5
mM, KCI 2,6 mM, MgCl, 2 mM, NaHCO; 31,5 mM e Glicose 20 mM) oxigenada
continuamente (95% oxigénio e 5% didxido de carbono) e mantida em pH 7,4.

Este tipo de preparagdo normalmente tem um tempo médio de duragdo de seis
horas. A vantagem da preparacdo in vitro, na qual o conjunto formado pela retina, o epitélio
pigmentar e as camadas coroidais € mantido intacto e montado em uma camara de perfusdo, é
que a relacdo anatdbmica entre fotorreceptores e a camada epitélio pigmentar (CEP) é mantida;
visto que as reacdes do ciclo visual que retorna retinol da forma all do fotopigmento para a
configuracdo 11-cis ocorrem na CEP, o conjunto retina-epitélio pigmentar-coroide pode
manter-se até em altos niveis de iluminagdo e manter a regeneracdo dos fotopigmentos in

vitro (DACEY & LEE, 1999). Além disso, esse tipo de preparacdo permite a estimulagédo

Faixa visual — um tipo de especializagdo retiniana encontrada em alguns vertebrados.
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luminosa do mosaico de fotorreceptores, o registro elétrico de células retinianas e a marcagéo

neuronal intracelular.

2.3. EQUIPAMENTO DE REGISTRO

Para os registros eletrofisiologicos intracelulares foram usados eletrodos confeccionados com
tubos microcapilares de silicato de boro de didmetros externo e interno de 1 mm e 0,75 mm
(Modelo TW100-6, World Precision Instruments). As pontas foram formadas utilizando-se
um estirador de microeletrodos a laser (Modelo P-2000, Sutter Instruments). Os eletrodos
foram preenchidos com uma solucdo condutora de KCI (0,5 M). Apenas quando se pretendia
marcar as células registradas, as pontas foram preenchidas com Neurobiotina a 4%. Os
eletrodos foram colocados em um porta eletrodo, cujo avanco (geralmente em passos de 2,5
pum) é controlado por um microposicionador hidraulico (Modelo 2670, David Kopf), com

controle remoto.

As respostas elétricas das células foram captadas com um amplificador (Modelo
Intra 767, World Precision Instruments), monitoradas com um osciloscépio digital (Modelo
TDS 210, Tektronix), e continuamente digitalizadas a uma taxa de 1 KHz por um computador

equipado com uma placa de aquisic¢do de dados (National Instruments, Austin, TX).

2.4, ESTIMULACAO OPTICA

Baseado em um sistema 6ptico Maxwelliano, o sistema de estimulacdo foi
constituido de dois canais. O primeiro canal consiste em uma lampada de xenénio de 75W
acoplada a um monocromador Bausch and Lomb de luz UV-visivel com um fluxo maximo de
fotons de 4.6 x 10 g/s/cm®> em 472 nm. A luz da lampada passa inicialmente pelo
monocromador, que divide a luz em faixas estreitas de comprimentos de onda. A largura da

faixa pode ser ajustada pela regulagem das fendas de entrada e saida de luz. A saida do
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monocromador € dirigida a entrada de uma fibra Optica. A saida da fibra dptica passa
sucessivamente por um obturador eletromagnético, um filtro de densidade neutra, uma lente
colimadora, uma iris de fechamento total, um divisor de feixes de quartzo e uma lente
fotografica Nikkor UV de quartzo (Nikon). A imagem formada pelo canal € um circulo de luz
com um didmetro maximo de 2 mm. Este sistema permite também que ao invés de um circulo
seja projetada um anel de luz usando-se placas de quartzo, cuja area central € vedada. Para
experimentos que envolvem algum tipo de adaptacéo da retina a luz, um segundo canal éptico
pode ser usado, com um LED? como fonte de luz, cujo fluxo maximo de fétons é de 1.2 x 10*
g/s/cm? de luz. O comprimento de onda para a adaptacéo pode ser modificado pela troca do
LED. A luz do LED passa por uma fibra oOptica e sucessivamente por um obturador
eletromagnético, uma lente colimadora, e uma iris de fechamento total. O feixe do canal 2 é
combinado concentricamente com o feixe do canal 1 pelo divisor de feixes, ambos assim
sendo projetados sobre a lente fotografica.

Todos os pardmetros dos estimulos foram controlados e documentados por um
computador. A saida espectral do sistema dptico do canal 1 foi calibrada periodicamente com
um radidmetro (International Light Radiometer, modelo 1700, com fotodetector modelo
SEDO033) em todas as combinacgdes possiveis de comprimento de onda e posic¢des do filtro de
densidade. Esta calibracdo foi automatizada por um programa de computador, desenvolvido

no préprio laboratério, e sua execucao tem uma duracdo média de quatro horas.

% Diodo emissor de luz (light emitting diode)
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2.5. PROCEDIMENTO GERAL

Antes de iniciar os registros o elétrodo foi cuidadosamente posicionado na
retina, procurando-se fazer com que sua ponta coincida com o centro do estimulo produzido
na retina. Este posicionamento foi realizado com auxilio de uma lupa (Leitz). O local da retina
utilizado para esse ajuste ndo foi usado para registro por ter ficado exposto a luz relativamente
intensa. Com o elétrodo ja alinhado com a imagem projetada na retina, pode-se mover a
preparacdo mantendo o alinhamento. O passo seguinte foi penetrar outra regido da retina
utilizando um estimulo de busca até encontrar uma célula de interesse e nela realizar os
experimentos programados. Finalizados os testes espectrais na célula encontrada injetdvamos
(quando possivel) neurobiotina na mesma para posterior revelagdo de sua morfologia. O
elétrodo era entdo removido do tecido e levado a outro ponto da retina, onde se repetia a

estimulagé&o.

2.6. PARADIGMA DE ESTIMULACAO

A preparagéo foi colocada na gaiola de Faraday com luz de fundo de intensidade
muita baixa (ca. 2.4 x 10" g/s/lcm?). Para encontrar uma célula foi usado um estimulo de
busca, que foi uma luz pulsante de 540 nm (luz verde) com intensidade média (-2 log de
atenuacdo) com 600 pum de diametro por 100 ms, com intervalos entre os pulsos de um
periodo de escuro de 200 ms. Concomitantemente, avancavamos o microeletrodo com o
controle remoto do microposicionador hidraulico (passos de 2,5 um) ao longo das camadas da
retina.

Apos a penetragdo de uma célula e o restabelecimento de seu potencial de

repouso o0s seguintes testes foram realizados: (1) iris, este teste é indicado para se estimar o
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tamanho do campo receptivo da célula registrada e ocorre com a execucdo de uma seqiiéncia
de estimulos de diametro crescente em um determinado comprimento de onda (Figura 8A).
(2) V-log I, este teste consiste na apresentacdo de uma série de estimulos centrais com
aproximadamente igual namero de fétons em quatro comprimentos de onda (360, 440, 540 e
640 nm) em intensidade baixa, média e alta, que corresponde respectivamente a 3, 2 e 1 log
de atenuacdo da intensidade méaxima do sistema oOptico. Este teste tem a finalidade de avaliar a
dindmica da resposta da célula em funcdo da intensidade do estimulo. O teste pode ser
repetido com estimulos anulares para testes na periferia do campo receptivo da célula. (3)

Série espectral, este teste consiste em apresentar uma serie de estimulos variando do UV (360

nm) ao vermelho (660 nm) com passos de 20 nm para cada estimulo, todos com 0 mesmo
numero de fotons na intensidade maxima. Este teste € realizado para avaliar a resposta da
célula ao longo do espectro, contudo de uma maneira mais detalhada e em uma Unica

intensidade.

A __ — B

300 700 1000 1500 1‘5;66/1/(')/(’)0
C
O L L]

360 380 400 420 440 460 480 500 520 520 540 560 580 600 620 640 660 nm

Figura 8. Representacdo esquematica do protocolo de estimulacdo utilizado no registro
intracelular. (A) Iris, aumento gradual no tamanho do estimulo em um determinado
comprimento de onda. (B) Representacdo da estimulacdo na forma de anel. (C) Representacéo
esquematica da série especral, 0 momento de cada estimulo estd representado pela linha

branca, os nUmeros representam os comprimentos de onda em nanémetros.
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Finda a caracterizacao fisiologica, uma corrente pulsante positiva de 2 mA era
passada durante um periodo de aproximadamente 5 minutos para a injecdo de neurobiotina
(ver 1.4. PROCEDIMENTO GERAL). Em seguida o eletrodo era removido do tecido e
avancado para outro local da retina onde os procedimentos descritos acima foram repetidos.
As posicOes das penetracdes foram identificadas com o auxilio de uma base com ajuste
micromeétrico de posicdo XY, sobre o qual foi assentado o pedestal da preparacdo. Os pontos
de referéncia para a localizacdo das células foram a posi¢cdo do nervo Optico e, quando

possivel, a faixa visual.

2.7. HISTOLOGIA

Quando houve injecdo de Neurobiotina, a retina foi dissecada em solucdo
fisiologica e aplanada sobre papel de filtro (Millipore) com o lado vitreal para cima. Em
seguida a retina passou por um processo de fixagdo por uma hora em solucdo de
paraformaldeido 4% em tampdo fosfato 0,1 M e incubada em uma solu¢do de tampéo fosfato
0,1 M, Triton, é&zida sbdica e CY3 conjugado a streptavidina (994,4:0,5:0,1:5,
respectivamente, solucéo final 1 mL) por 8 h a 4°C. Ap6s lavagem em tampéo fosfato 0.1 M,
a retina foi montada com uma mistura de glicerol e tampéo fosfato 0,1 M (1:1) com 0,1% de
parafenilenidiamina, estando entdo pronta para obtencdo de imagens em microscopia confocal

(Zeiss Axiovert100 LSM)
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2.8. CLASSIFICACAO ELETROFISIOLOGICA DAS CELULAS

GANGLIONARES

As células ganglionares foram classificadas de acordo com a resposta
predominante para o acender e apagar do estimulo. Uma resposta foi classificada como sendo
do tipo ON ou OFF quando a célula despolarizar ou aumentar a freqiiéncia dos potenciais de
acdo em relacdo ao estado de repouso com o acender ou com o apagar do estimulo,
respectivamente.

Uma célula foi considerada codificadora de cor quando uma oponéncia espectral
foi registrada em pelo menos em um dos niveis de intensidade dos estimulos, no campo
receptivo central ou periférico. A codificagdo de cor foi marcada com os caracteres “-“ e “+” e
a letra que representa a regido espectral. Por exemplo, a codificacdo de cor de uma célula
despolarizada por luz UV e azul e hiperpolarizada por luz verde e vermelha foi atribuida o

seguinte codigo UVB+ GR-.

2.9. CLASSIFICACAO MORFOLOGICA DAS CELULAS GANGLIONARES

A identificacdo morfoldgica das células marcadas foi baseada no tamanho e
forma do campo dendritico, tamanho do corpo celular, e niveis de estratificacdo da camada
plexiforme interna. Essas caracteristicas morfoldgicas foram comparadas com os neurdnios
descritos em trabalhos anteriores (KOLB, 1982; AMMERMULLER & KOLB, 1995;
AMMERMULLER et al., 1995). A marcacdo dos neur6nios registrados também resolve o
problema da discriminacdo entre células ganglionares e células amacrinas: as respostas de
células ganglionares, quando estas nao apresentam potenciais de acdo, ndo podem as vezes ser
diferenciadas das de células améacrinas. Neste trabalho, células ganglionares foram definidas
como aquelas que sua marcacdo revelou uma morfologia correspondente e/ou que

apresentaram potenciais de a¢éo no inicio do registro.
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3. RESULTADOS

3.1. OPONENCIA CROMATICA EM CELULAS GANGLIONARES

De uma maneira geral as respostas das células ganglionares tiveram
componentes de respostas dependentes dos comprimentos de onda e da intensidade do
estimulo, isto é, componentes que estiveram presentes em determinados parametros do
estimulo e ausentes quando os parametros foram alterados. As respostas de varias células
registradas na retina interna mostraram um perfil complexo e um potencial para
processamento complexo do estimulo cromatico. A consequéncia para a andlise dos
resultados foi dificultar a tarefa de classificacdo do tipo de configuracdo cromatica de uma
determinada célula ganglionar em alguns casos que serdo detalhados adiante, e que serdo
devidamente discutidos no momento adequado do texto. Por ora apresentaremos uma sintese
dos principais resultados obtidos.

Na retina interna oponéncia cromética € vista em registros intracelulares nas
células ganglionares pela mudanca no padrdo de disparo de potenciais de acdo em resposta ao
aparecimento de um estimulo, o que resulta em aumento (excitacdo) ou diminui¢édo (inibicéo)
na taxa de disparo da célula. Estas duas manifestacGes correspondem a despolarizacdo
(excitacdo) ou hiperpolarizacdo (inibicdo) do potencial gerador, que pode ser detectado no
soma da célula. Se o eletrodo estiver nessa regido o potencial gerador é captado; caso esteja
no axonio da célula apenas os potenciais de acdo sdo detectaveis. Nas células amacrinas ndo
existem potenciais de acdo em repouso: existem respostas ao acender da luz (ON), ao apagar
(OFF) ou a ambas as transicdes (ON-OFF).

Nesse estudo as respostas de um total de 181 neurénios, entre células amacrinas
e ganglionares, foram registrados nas camadas nuclear interna e de células ganglionares, em

diferentes regibes da retina. Contudo, a maioria das células registradas (~80 %) nédo
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apresentou qualquer tipo de oponéncia cromatica, sendo classificada apenas como ON, OFF,
ON-OFF, ou OFF-ON.

Nas células ganglionares encontramos onze diferentes tipos de oponéncias
cromaticas; em alguns casos a oponéncia foi encontrada apenas no centro ou apenas na
periferia do campo receptivo, mas também encontramos células com dupla oponéncia
cromatica, ou seja, respostas cromaticas diferentes entre o centro e a periferia do campo
receptivo.

Os neurdnios registrados neste estudo tiveram um ou mais dos quatro
componentes basicos de resposta: (1) despolarizacdo sustentada; (2) hiperpolarizacdo
sustentada; (3) despolarizacdes transientes; (4) hiperpolarizacBes transientes. As respostas
transientes podem ser subdivididas em rapidas e lentas. Como veremos na apresentacdo dos
resultados o perfil das respostas variou muito entre as células registradas.

Um resumo dos tipos de oponéncias cromaticas encontradas nas células

ganglionares esta apresentado na Tabela 3.
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Tabela 2. Tipos de Codificacao de Cor.

Periferia do Campo

Centro do Campo receptivo Tipos de Respostas .
receptivo

Tipos

Morfoldgicos Registradas

Registradas

G19RC2
G25RC2?
4 G21 G33RC1 2 s
G35RC1 %~
G47RC4 %~
G14LC6 -
G49RC1 %"
G04RC6 ™
G14LC2 !
5 | G17; G22 <321R<:2'21"1 - -+ ¢ G23RC3 !
G23LC3 -
G27RC8 !
G52RC1 * + o+ - - G40RC1 *
-+ - - G41RC3

uv B G R

Ll

+ o+ o+ - G49RC5 1

GO5RC4 *
G42RC2 3
G27Cc5“ + - - - G10RC1 ™
G15RC3
G42LC2 %~
G47LC2 7t + - -+
G50RC6 ™ + -+ -

G24

P RN NN RN

Cadigo das células: G - Célula ganglionar; primeiro nimero - identifica a tartaruga; L ou R — olho esquerdo (L)
ou direito (R); C e nimero corresponde ao nimero da célula. Os nimeros acima do codigo das células indicam
nivel de intensidade da luz relativo a intensidade maxima possivel no sistema oOptico. Os caracteres (-) e (+)

indicam resposta inibitéria e excitatoria, respectivamente.
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3.1.1. Celulas Ganglionares com Oponéncia Cromatica R+ UVBG-

Oponéncia cromética do tipo R+UVBG- foi registrada em cinco células
ganglionares, os perfis das respostas de trés células diferentes estéo ilustrados nas figuras 9,
10 e 11.

Na figura 9A, sdo mostradas as respostas da célula ganglionar (T19RC2) a
estimulos circulares com didmetro de 700 um em duas intensidades de teste (média e alta);
podemos observar que na intensidade média (-2 log) a célula foi excitada apenas quando luz
vermelha foi ligada, para os outros estimulos (UV, azul e verde) a célula respondeu com
discreta hiperpolarizacdo no potencial de repouso, caracterizando a resposta cromatica do tipo
R+ UVBG-, na intensidade alta novamente a luz vermelha provocou excitacdo da célula com
uma despolarizacdo transiente; contudo, observamos também um discreto componente
excitatorio no acender dos estimulos UV azul e verde seguido de disparo no apagar dos
estimulos azul e verde. Na figura 9B mostramos estimulos anulares de luz para a estimulagédo
da regido periférica do campo receptivo da mesma célula ganglionar descrita acima. Na
intensidade média ndo foi observada oponéncia cromatica; contudo, na intensidade mais alta a
codificacdo de cor da célula com estimulos anulares foi diferente da observada no centro do
campo receptivo (ver Figura 9A): houve neste caso uma resposta despolarizante na regido do
verde e do vermelho, enquanto que luz UV e azul promoveram respostas hiperpolarizantes no
potencial de repouso da célula.

Testes com diferentes didametros para os estimulos UV, azul e vermelho com a
mesma intensidade (-1 log) também foram realizados nesta célula (Figura 9C). Em nenhuma

condic&o foi observada oponéncia entre o centro e a periferia do campo receptivo.
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10 mV

Figura 9. Registros de duas células ganglionares aos estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e
640 nm (R). (A) Registro da célula T19RC2 obtido a partir da estimulacdo da central do campo
receptivo com estimulos circulares (& = 700 um de diametro) no nivel maximo de intensidade
(-1 log) (B) Registros da célula TI9RC2 obtidos a partir da estimulagdo da central do campo
receptivo com estimulos circulares (& = 700 um de didmetro) em dois diferentes niveis de

intensidade (-2 e —1 log). Apenas na intensidade média a resposta cromatica é observada.
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Na figura 10 mostramos registros de mais duas células ganglionares. Oponéncia
cromética do tipo R+ UVBG- foi observada apenas na intensidade maxima (-1 log) testada na
célula ganglionar G-T25C2 com estimulos circulares de 700 um (Figura 10A). Uma outra célula
ganglionar (G - T16C7 ) teve o mesmo tipo de resposta oponente quando estimulada com
estimulos circulares (700 um) de intensidade média (-2 log); contudo, com o0 aumento na
intensidade a célula comporta-se como uma célula ON, ou seja, despolariza em todos 0s
comprimentos de onda testados (Figura 10B). N&o foram realizados testes com estimulos
anulares nestas duas celulas.

Uma célula ganglionar com oponencia do tipo R+UVBG-, foi injetada com
sucesso e sua morfologia pode ser analisada (Figura 11). E uma célula de grande porte, mono-
estratificada com ramificacéo entre as sublaminas s4/5. A célula tem um grande corpo celular
(24 pum de didmetro) e ampla arvore dendritica (790 um de didmetro). As caracteristicas
morfologicas desta célula indicam uma semelhanca com o tipo G21 segundo a literatura

(AMMERMULLER & KOLB, 1995).
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Figura 10. Registros de duas células ganglionares aos estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e

w

640 nm (R). (A) Registro da célula T25RC2 obtido a partir da estimulacdo da central do campo
receptivo com estimulos circulares (& = 700 um de diametro) no nivel maximo de intensidade
(-1 log) (B) Registros da célula TI6RC7 obtidos a partir da estimulagdo da central do campo
receptivo com estimulos circulares (@ = 700 um de didmetro) em dois diferentes niveis de

intensidade (-2 e —1 log). Apenas na intensidade média a resposta cromatica é observada.
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Figura 11. Registro intracelular e morfologia da célula ganglionar (T35RC1) identificada como
G21. (A) Registros obtidos a partir da estimulacao da central do campo receptivo com estimulos
circulares (@ = 700 um de diametro) nas intensidades de —2 e —1 log. Estimulos: 370 (UV), 450
(B), 540 (G) e 640 nm (R). (B) Desenho esquematico da célula, com estratificagdo na camada s5
(escala = 100 um). (C) Reconstrugédo bidimensional da célula ganglionar, onde nota-se apenas

um nivel de estratificagdo da célula baseado na escala de cor.
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3.1.2. Celulas Ganglionares com Oponéncia Cromatica UVBG+ R-

Oponéncia cromatica antagbnica a descrita nas células acima, foi registrada em
uma célula ganglionar (T14L C2). Nesta célula foi realizado o paradigma de estimulagéo V-log |
com estimulos circulares de 700 um de didmetro (Figura 12). Na menor intensidade (-3 log)
nota-se uma nitida oponéncia das entradas verde (excitatoria) e vermelha (inibitoria), os
estimulos UV e azul ndo alteraram o padrdo de disparo da célula nesta intensidade. Na
intensidade intermediaria luz vermelha promove vigorosa hiperpolarizacdo sustentada na célula,
enguanto que os estimulos UV azul e verde despolarizam a célula. Na intensidade mais alta de

teste a oponéncia cromatica UVBG+ R- é nitidamente observada no registro.

10 mvV

- - - - - - - - - - - - s

uv B G R uv B G R uv B G R
-3 -2 -1

Figura 12. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T14LC6) aos estimulos 370 (UV),
450 (B), 540 (G) e 640 nm (R), em trés niveis de intensidade e didmetro de 700 um. A

oponéncia UVBG+L- ocorre nas intensidades média e alta no centro do campo receptivo.
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Mais duas celulas com oponéncia UVBG+R- sdo mostradas na figura 13. A célula
T49RC1 respondeu com oponéncia quando estimulada com estimulos circulares (300 um) nas
intensidades baixa e média (Figura 13A). Outra célula de mesma oponéncia espectral é mostrada
na figura 13B, a oponéncia cromética apenas foi observada quando estimulos anulares foram

realizados.
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Figura 13. Registros intracelulares de duas células ganglionares aos estimulos 370 (UV), 450
(B), 540 (G) e 640 nm (R), em diferentes niveis de intensidade e formas do estimulo. (A)
registros obtidos na célula (T49RC1) no centro do campo receptivo com estimulos circulares
(= 300 um) nas intensidades baixa (-3 log) e média (-2 log). (B) Registros obtidos da célula
(T49RC5) a partir da estimulacao da periferia do campo receptivo com estimulos anulares (&=

1500/1050 pm) na maior intensidade (-1 log).



38

3.1.3. Celulas Ganglionares com Oponéncia Cromatica UV+ BGR-

No resultado anterior observamos células que tinham oponéncia cromatica entre
um extremo do espectro, no caso luz vermelha, contra o restante do espectro de luz (UV, azul e
verde). Uma situacdo semelhante, porém envolvendo agora a outra extremidade do espectro, foi
encontrada em duas células ganglionares registradas. O perfil das respostas & mostrado na figura
14, onde temos uma célula com oponéncia espectral do tipo UV+ BGR-.

A estimulacdo de baixa intensidade (-3 log) nos quatro comprimentos de onda nao
produziu mudanca na taxa de disparo da célula em relacdo ao repouso. Sob intensidade média
uma nitida oponéncia é observada entre as duas regiGes extremas do espectro de luz (UV e
vermelho), as quais produziram respostas despolarizantes e hiperpolarizantes, respectivamente.
Na intensidade mais alta a oponéncia cromatica entre o estimulo UV, o qual novamente altera o
padrdo de disparo da célula ganglionar com um aumento sustentado na frequencia de disparo, e
o0 restante do espectro: luz azul, verde e vermelha, estimulos que produziram hiperpolarizac6es
sustentadas.

Na figura 15, temos a segunda célula ganglionar com oponencia cromatica do tipo
UV+BGR-. Na figura apresentamos inicialmente as respostas ao teste Vlog com didmetro do
estimulo de 700 um (Figura 15A), e 0 mesmo teste com anulos para estimulacdo da periferia do
campo receptivo (Figura 15B). Na primeira situacdo de teste (15A), na intensidade baixa o0s
estimulos ndo alteram significativamente o comportamento da célula; contudo na intensidade
média observa-se sob estimulacdo no UV uma resposta despolarizante sustendada na célula
durante o estimulo seguido de um componente também sustentado hiperpolarizante no apagar da
luz. Situacdo inversa é observada para os estimulos azul verde e vermelho, ou seja
hiperpolarizacdo sustentada na presenca do estimulo e despolarizacdo na retirada dos estimulos.
O comportamento da célula foi diferente no campo receptivo periférico: a apresentacdo de um

anel de luz UV azul de baixa intensidade (-3 log) produziu resposta excitatoria, seguida de um
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componente hiperpolarizante sustentado na retirada dos estimulos, enquanto anéis de luz verde e
vermelho resultaram em resposta inibitoria (UVB+ GR-). Na intensidade média (-2 log) a
codificacdo cromatica da célula € mantida, contudo podemos notar um aumento na atividade da
célula nos estimulos azul e vermelho. Na intensidade mais alta a resposta cromatica da célula foi

perdida.

10mV|
J = | — |

1s
uv B G R
Figura 14. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T27RC5) aos estimulos 370 (UV),

450 (B), 540 (G) e 640 nm (R), em trés niveis de intensidades (-3, -2, -1 log). Registros obtidos

a partir da estimulacao central do campo receptivo com estimulos circulares (&= 700 pum).
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Figura 15. Registros intracelulares de uma célula ganglionare aos estimulos 370 (UV), 450 (B),
540 (B) e 640 nm (R), em diferentes niveis de intensidade e formas do estimulo. (A) registros
obtidos a partir da estimulacdo central do campo receptivo com estimulos circulares (& = 700
um) nas intensidades baixa (-3 log) e media (-2 log). (B) Registros obtidos a partir da
estimulacdo da periferia do campo receptivo com estimulos anulares (& = 1500/1050 um) nas

intensidades baixa (-3 log) e media (-2 log).
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3.14. Celulas Ganglionares com Oponéncia Cromatica BGR+ UV-

Duas células ganglionares apresentaram oponéncia BGR+ UV- (antagbnica ao
coédigo das células anteriores). Comportamento dependente da intensidade do estimulo foi
observado na célula T42LC2 (Figura 16). Na intensidade mais baixa a célula comporta-se
com uma oponéncia do tipo UV+ BGR-. Curiosamente, com o0 aumento da intensidade (-2 e —
1 log) a célula tem um comportamento oponente inverso, ou seja, do tipo BGR+ UV-, com o
estimulo de 300 um. Aumentando o didmetro do estimulo para 700 pm notamos na
intensidade de —3 log uma oponéncia do tipo GR+UVB- a qual se mantém nas outras
intensidades testadas (-2 e -1). Quando esta célula foi estimulada na periferia do campo
receptivo ndo houve oponéncia cromatica: neste caso a célula respondeu com despolarizacfes
para todos os comprimentos de onda. Esta célula ao final dos registros foi injetada e sua
morfologia revelada. E uma célula ganglionar de porte pequeno, com cerca de 14 um de &rea
de corpo celular e 230 um de campo dendritico. Analisando a estratificacdo desta célula em
microscopia confocal, observamos uma estratificacdo nas sublaminas sl e s4/5. Esta célula foi
identificada com sendo do tipo G24.

Outra célula ganglionar (T15RC3) registrada apresentou oponéncia espectral do
tipo BGR+ UV- (Figura 17), em resposta a estimulos centrais (700 um) com intensidade
maxima. A célula respondeu com despolarizacdo transiente aos estimulos azul, verde e

vermelho.
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Figura 16. Desenho esquematico e registro de uma célula ganglionar (T42LC2) classificada
como BGR+UV- aos estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) Desenho
esquematico da célula identificada como G24, nessa célula identificamos estratificacdo nas
sublaminas s1 e s4/5 (escala = 25 pum). (B) Registros obtidos a partir da estimulagdo da
central do campo receptivo com estimulos circulares (& = 300 um) em trés diferentes niveis

de intensidade (-3, -2 e -1 log).
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Figura 17. Registro intracelular uma célula ganglionar (T15RC3) aos estimulos 370 (UV),
450 (azul), 540 (verde) e 640 nm (vermelho). Registros obtidos a partir da estimulacdo da
central do campo receptivo com estimulos circulares (& = 700 um) com intensidade maxima

de estimulacdo (-1 log).

3.1.5. Células Ganglionares com Oponéncia Cromética GR+ UVB-

O tipo de oponéncia espectral mais encontrado neste estudo foi GR+UVB,
observado em sete diferentes células ganglionares. Contudo, algumas destas células também
apresentaram respostas cromaticas complexas que variaram com a intensidade do estimulo.

Um exemplo de variag¢do do tipo da resposta com a intensidade esta ilustrado na
figura 18, onde mostramos o perfil das respostas de uma célula ganglionar oponente
(T21RC2). Na coluna da esquerda mostramos as respostas a estimulos circulares em trés
intensidades. Sob baixa e média intensidade a célula ganglionar tem caracteristicas de uma
célula OFF com respostas hiperpolarizantes sustentadas para todos 0os comprimentos de onda.
Na intensidade mais alta estimulos UV e azul novamente promovem uma resposta
hiperpolarizante da célula; contudo, a célula responde com despolariza¢do quando estimulos
verde e vermelho sdo apresentados, caracterizando a resposta GR+ UVB-. Quando o mesmo

tipo de teste é feito; contudo, com os estimulos na forma de anéis a célula tem uma resposta
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hiperpolarizante para 0 UV e azul, e rapidas respostas despolarizantes para a luz verde e
vermelha na mais baixa intensidade dos estimulos apresentados. Uma mudanca de oponéncia
cromatica na intensidade média, com uma resposta despolarizante sustentada para a luz UV, e
respostas hiperpolarizantes para os estimulos azul, verde e vermelho (UV+ BGR-).
Curiosamente, a célula volta a responder com oponéncia do tipo GR+ UVB-, quando 0s
estimulos sdo apresentados na intensidade méaxima. Esta célula foi injetada com neurobiotina
apos o registro intracelular; sua morfologia esta ilustrada na figura 18. Esta célula tem 22,5

um de didmetro de corpo celular e 600 um de didmetro de &rvore dendritica e com

estratificacOes em s4/5 e s2.
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Figura 18. Morfologia e registros intracelulares da célula ganglionar (T21RC2) aos estimulos
370 (UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) Reconstrucdo bidimensional da célula
ganglionar onde podemos observar os dendritos representados com cores diferentes, o que
indica indiretamente diferentes niveis de estratificacdo, neste caso s2 (azulado) e s4/5
(esverdeado) (escala = 25 um). (B) registros obtidos da estimulagdo central do campo

receptivo (& = 700 um). (C) Registros obtidos a partir da estimulacéo da periferia do campo

receptivo com estimulos anulares (& = 1500/1050 um) nas intensidades trés intensidades.
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Na figura 19 mostramos outro exemplo de uma célula com oponéncia do tipo
GR+ UVB-; na figura apresentamos apenas dois niveis de intensidade de estimulos na forma
de circulos (Figura 19A) e anéis (Figura 19B). Em ambos o0s casos notamos que na
intensidade média a célula é hiperpolarizada para os estimulos UV, azul e verde e excitada no
estimulo vermelho; enquanto que na intensidade mais alta luzes verde e vermelha passam a
excitar a célula no acender, e apagar dos estimulos; luz UV novamente promove uma
hiperpolarizacéo residual da célula enquanto que na retirada do estimulo azul um componente

despolarizante pode ser observado.
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Figura 19. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T23RC3) aos estimulos 370
(UV), 450 (azul), 540 (verde) e 640 nm (vermelho). (A) registros obtidos da estimulacdo
central do campo receptivo (& = 700 um) nas intensidades -2 e —1 log. (B) Registros obtidos
a partir da estimulacdo da periferia do campo receptivo com estimulos anulares (& =

1500/1050 pm) nas intensidades de —2 e —1 log.
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Outra célula com oponencia cromatica do tipo GR+UVB- foi injetada com sucesso e
sua morfologia pode ser analizada. Na figura 20 mostramos uma imagem de uma
reconstrucdo desta célula, produzida com um microscopio confocal. A célula tem densa
ramificacdo dendritica a qual estartifica em trés sublaminas identificadas como s1/2, 2/3 e 3/4
niveis de estratificacdo (triestratificada). A morfologia desta célula é correspondente com a
célula ganglionar classificada como G17 (AMMERMULLER AND KOLB, 1995). A

oponencia cromatica foi obtida sob estimulacdo de maxima intensidade.
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Figura 20. Morfologia e registros intracelulares de uma célula ganglionar (T27RC8) aos
estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) Reconstrucdo bidimensional da
celula ganglionar identificada como G17 (escala = 25 um). (B) registros obtidos da

estimulacéo central do campo receptivo (&= 700 um) nas intensidades -2 e -1 log.
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Figura 21. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T49RC3) aos estimulos 370
(UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). Registros obtidos da estimulagéo central do campo

receptivo (& = 300 um) nas intensidades -3 e -2 log.

3.1.6. Células Ganglionares com Oponéncia do Tipo UVB+ GR-

A célula T40RC1 (Figura 22) apresentou dupla oponéncia entre o centro e a
periferia do campo receptivo: com estimulos circulares de média e alta intensidade a célula
respondeu com aumento na freqiiéncia de disparo quando a luz vermelha foi ligada;
contrariamente luz verde aboliu o disparo da célula, estimulos UV e azul foram pouco
efetivos no comportamento nestes testes. Contudo, com estimulos anulares na intensidade
méaxima de teste estimulos UV e azul promoveram aumento sustentado no disparo da célula;

luz verde novamente inibiu de maneira transiente a resposta da célula e luz vermelha produziu
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resposta hiperpolarizante sustentada na célula, caracterizando a célula com oponéncia do tipo

UVB+ GR- na periferia do campo receptivo.
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Figura 22. Registro intracelular da célula ganglionar T40RC1 com dupla oponéncia
cromatica. (A) Estimulos centrais (& = 700 um) promovem respostas R+ UVBG- na maior
intensidade (-1 log). (B) Estimulos periféricos (& = 1500/1050 um) nas intensidade de —1 log

a célula respondeu com oponencia UVB+ GR-.

3.1.7. Células Ganglionares com Oponéncias Antagonicas (B+ UVGR- vs UVGR+
B-)

Duas das células ganglionares registradas tiveram combinagBes cromaticas
completamente antagbnicas, sendo elas do tipo B+ UVGR- e UVGR+ B-. O primeiro tipo de
oponéncia (B+ UVGR-) é mostrado na figura 23A encontrado na célula TO5LC4. Na figura,
notamos que estimulos verde e vermelho inibiram a descarga espontanea prévia, enquanto,

estimulos UV diminuiram a frequéncia dessa descarga e o estimulo azul aumentou a
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frequéncia de disparo da célula. O mesmo padrdo foi observado com as duas intensidades
testadas. Esta célula foi perdida antes da finalizacdo do teste e ndo foi possivel a realizacédo
dos testes na intensidade mais alta.

Na figura 23B, uma combinacao oposta (UVGR+ B-) € mostrada. Nesta célula
(T15RC1) obtivemos resposta apenas na intensidade mais alta; nas outras intensidades
testadas ndo houve resposta. Contudo percebemos que estimulos UV, verde e vermelho
promovem uma despolarizacdo transiente rapida e um potencial de acdo na célula quando
apresentados. Por outro lado, uma pequena resposta hiperpolarizante transiente é observada

guando a luz azul é apresentada.
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Figura 23. Respostas de duas células ganglionares com oponéncias antagbnicas (B+ UVGR-
versus UVGR+ B-). (A) registros obtidos da estimulacdo central do campo receptivo (& =
700 pum) nas intensidades —2 e —1 log. (B) Registros obtidos a partir da estimulagéo da central

do campo receptivo com estimulos anulares (& = 700 um) nas intensidade de -1 log.
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3.1.8. Célula Ganglionar com Oponéncia BG+ UVR-

Uma nitida mudanc¢a no comportamento celular é observada na célula T41LC3.
Com estimulos de 700 mm de didmetro, no centro do campo receptivo a célula responde com
inibicdo aos dois extremos do espectro (UV e R, Figura 24A). Aumentando-se a intensidade
de luz a resposta inibitoria aparece mais claramente para os outros estimulos, e na intensidade
mais alta de teste um comportamento tipo de uma célula OFF é observado, com a célula sendo
inibida em todos os comprimentos de onda. Nesta célula oponéncia cromética foi observada
apenas na periferia do campo receptivo (Figura 24B). Nesta regido, quando a menor
intensidade foi utilizada para as luzes de teste a célula comportou-se como sendo uma célula
R+UVBG-; com o0 aumento da intensidade inibi¢do na resposta é observada nos extremos do
espectro (UV e R); na regido do azul nenhuma alteracdo significativa € observada, contudo
um aumento na atividade é observado no estimulo verde. A célula novamente muda o seu
comportamento com o aumento da intensidade. Na intensidade mais alta a célula é excitada na
presenca do estimulo azul e inibida no UV verde e vermelho. Nesta célula fizemos ainda
outro tipo de testagem na qual estimulos de mesma intensidade e mesmo comprimento de
onda sdo apresentados com a variacdo no tamanho do didametro do estimulo (Figura 24C). No
menor diametro de teste podemos observar respostas excitatérias na regido do UV, B e G, e
uma inibicdo na regido do vermelho, com o aumento gradativo do didmetro dos estimulos
respostas inibitdrias sdo observadas para o UV, G e R, contudo na regido do azul na presenca
do estimulo notamos a excitagdo transiente da célula seguida de um componente inibitdrio

sustentado.
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Figura 24. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T41LC3) aos estimulos 370
(UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) Registros obtidos da estimulacdo central do campo
receptivo (& = 700 um) nas trés intensidades. (B) Registros obtidos a partir da estimulacdo da
periferia do campo receptivo com estimulos anulares (& = 1500/1050 pm) nas trés

intensidades. (C) respostas a circulos de diferentes didmetros (Iris ver métodos).
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3.1.9. Célula Ganglionar com Oponéncia UVGR+ B-

Com estimulos no centro do campo receptivo e didmetro de 300 pum, na menor
intensidade de teste, a célula T42RC2 respondeu com oponéncia cromatica do tipo UVGR+
B- (Figura 25). Com o aumento da intensidade da luz de teste a célula perdeu a propriedade
de oponéncia, respondendo com hiperpolarizagdes para todos os comprimentos de onda nas
intensidades média e alta. No teste com um didmetro de 700 um nenhuma resposta foi
registrada; contudo, quando a periferia do campo receptivo foi estimulada oponéncia

cromatica do tipo GR+ UVB- foi observada na maior intensidade da luz de teste.
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Figura 25
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Figura 25. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T42RC2) com dupla oponéncia.
(A) Registros obtidos da estimulagdo central do campo receptivo (& = 700 pum) nas

intensidades trés intensidades. (B) Registros obtidos a partir da estimulacdo da periferia do

campo receptivo com estimulos anulares (@ = 1500/1050 um) na intensidades de —1 log.
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3.1.10. Célula Ganglionar com Oponéncia UVR+BG-

Oponéncia espectral do tipo UVR+BG- foi encontrado em uma célula
ganglionar. Na figura 26A, apresentamos a seqliéncia de estimulos nas trés intensidades de
teste. Na intensidade mais baixa, nenhuma alteracéo é observada no potencial de repouso da
célula. Na intensidade média um pequeno componente excitatdrio é observado na presenca da
luz UV e no apagar das luzes verde e vermelha a célula responde com uma atividade
despolarizante; na intensidade mais alta observamos uma resposta oponente do tipo
UVR+BG-, com componentes despolarizantes tanto no acender quanto no apagar dos
estimulos UV e R, o mesmo tipo de comportamento é observado apenas no apagar dos
estimulos azul e verde. Nesta célula foi feita uma série espectral (Figura 26B) para
observarmos o espectro de acdo na maior intensidade, com estimulos de 700 um de didmetro
com passos de 40 nm entre os estimulos. Nota-se resposta ao apagar do estimulo na faixa de
comprimentos de onda curtos e médios e resposta on-off nos comprimentos de onda longos, a

partir de 620 nm.
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Figura 26. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T47LC2). (A) Registros obtidos

da estimulacdo central do campo receptivo (& = 300 um) nas intensidades trés intensidades.
(B) Série espectral realizada com circulos de 1500 de diametro em passos de 40 nm entre 0s

estimulos na intensidade de -1 log.
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3.1.11. Célula Ganglionar com Oponéncia UVG+ BR-

Oponéncia do tipo UVG+ BR- foi observada em apenas uma célula ganglionar.
Com estimulos circulares de 300 um de didmetro em baixa intensidade (-3 log) a célula
apresenta inibicao nas regides do azul e vermelho com uma resposta sustentada na presenca
da luz verde, e pequena despolarizacdo na luz UV. Na intensidade média respostas
despolarizantes sustentadas sdo observadas na presenca dos estimulos UV e verde, estimulos
azul e vermelho, contudo inibem a célula. Na maior intensidade a célula perde a caracteristica

de uma célula cromatica respondendo como uma célula OFF (Figura 27).
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Figura 27. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T50RC). Registros obtidos da

estimulacdo central do campo receptivo (& = 300 um) nas intensidades trés intensidades.
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3.2. CELULAS AMACRINAS OPONENTES

O ndmero de células amécrinas oponentes encontradas foi muito inferior ao
numero de células ganglionares, = 5 % de células amécrinas contra = 15 % de células
ganglionares do total de neurénios registrados nesse estudo. Entre as células améacrinas foram
registradas quatro diferentes tipos de oponéncias cromaticas encontradas no centro do campo
receptivo e na periferia. Respostas com componentes transientes foram os tipos mais comuns
encontrados entre as células améacrinas registradas neste estudo. Contudo, foram também
muito varidveis no curso temporal da resposta. Um resumo das respostas encontrado nas

células améacrinas é apresentado na tabela 4.

Tabela 3. Tipos de Codificacdo de Cor.

Células Registradas Tipos de Resposta
Tipo Morfologico Registradas uv Azul Verde Vermelho
T5C5; T27C10; - - - +
T19RC6; T46LC3
T25C7; T43RC1 - - + +
T21C4; T21C3 - + + +
A23b T27C2; T32RC3 + + + -

Legenda:
+ = Despolarizagéo

— = Hiperpolarizagéo
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3.2.1. Ceélula Amacrina com Oponéncia Cromatica R+ UVBG-

O primeiro tipo de oponéncia cromatica encontrado em uma célula amécrina foi
obtido com circulos de luz com intensidade média e alta. Na figura 28, apresentamos
respostas de uma célula amécrina para duas intensidades testadas. Com intensidade média (-2
log de atenuacdo), podemos observar uma pequena resposta despolarizante transiente quando
a luz vermelha foi acesa; resposta despolarizante com amplitude maior é observada quando a
luz foi desligada. Para os outros comprimentos de onda testados, podemos observar apenas
uma pequena resposta hiperpolarizante no UV e no verde quando os estimulos estdo
presentes, e um componente despolarizante quando o estimulo é retirado. Na intensidade mais
alta (-1 log), podemos observar o componente despolarizante maior quando luz vermelha é
ligada, assim como na retirada do estimulo, para os outros estimulos testados novamente um
pequeno componente hiperpolarizante é observado com a presenca do estimulo. Respostas
despolarizantes com uma amplitude maior sdo observadas quando os estimulos séo retirados.
Assim esta célula foi classificada como R+UVBG-. Desafortunadamente, ndo foi possivel

fazer uma injecéo intracelular nesta célula para posterior classificacdo morfoldgica.
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Figura 28. Registros intracelulares de uma célula amécrina (TO5C5) aos estimulos 370 (UV),

450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). Registros obtidos da estimulacéo central do campo receptivo

(9 =700 um) nas intensidades de —2 e —1 log.

Uma segunda célula amécrina registrada (T27RC10) apresentou oponéncia
cromatica do tipo R+UVBG- (Figura 29), contudo, o perfil das respostas variou em relacdo a
mudanca na intensidade dos estimulos. Na menor intensidade testada (coluna da esquerda) os
estimulos UV e azul, provavelmente pela baixa intensidade dos estimulos, ndo produziram
uma mudanca significativa para uma classificacdo no potencial de repouso da célula, sob luz
verde um pequeno componente hiperpolarizante € percebido. Luz vermelha produziu resposta
despolarizante transiente quando acesa; 0 mesmo componente se repete ao apagar da luz. Sob
intensidade média (coluna do meio) é confirmada a resposta transiente despolarizante no
vermelho e também ha resposta do mesmo tipo no verde. Respostas hiperpolarizantes sdo
obtidas para os estimulos UV e azul. Estimulos na intensidade alta (coluna da direita) a célula

responde com despolarizagOes transientes para todos 0os comprimentos de onda.
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Figura 29. Registros intracelulares de uma célula amacrina (T27C10) aos estimulos 370

(UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). Registros obtidos da estimulacdo central do campo

receptivo (& = 700 um) nas intensidades de -2 e -1 log.
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3.2.2. Célula Amécrina com Oponéncia Cromética RG+ UVB
Um outro tipo de oponéncia cromatica encontrada em uma célula amacrina

(T25C7) foi o tipo RG+UVB-, mostrado na figura 30.
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Figura 30. Registros intracelulares de uma célula amacrina (T25C7) aos estimulos 370 (UV),

450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) Registros obtidos da estimulacdo central do campo
receptivo (& = 700 um) nas intensidades de —2 e -1 log. (B) Registros obtidos a partir da
estimulacdo da periferia do campo receptivo com estimulos anulares (& = 1500/1050 um) na

intensidades de -1 log.
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Na menor intensidade nao foi observado oponéncia em nenhum comprimento
de onda testado. Na intensidade média luzes UV e azul ndo produziram nenhum tipo de
alteracdo no potencial de repouso da célula (Figura 30A). Nesta intensidade luz verde e
vermelha produziram despolarizacéo transiente ON e OFF, de amplitude maior no ON do que
no OFF em ambos os casos. Com o aumento da intensidade (-1 log) continua a ndo haver
resposta no UV, mas passa a existir despolarizagdo OFF com luz azul (Figura 30B). De
maneira interessante, luz verde e vermelha novamente produziram respostas despolarizantes
em situacdes ON e OFF; contudo, com uma relacdo inversa de magnitude a observada com a
intensidade média, com uma maior respostas sob luz OFF. Nesta célula foram também
testados anéis de luz para estimulacdo da periferia do campo receptivo da célula. Na figura
30C mostramos o resultado deste teste na maior intensidade testada. Luz UV produziu
resposta OFF despolarizante. Os estimulos azul, verde e vermelho produziram respostas
despolarizantes ON e OFF. Nesta situacdo experimental esta célula foi classificada como

BGR+UV-.

3.2.3. Célula Amécrina com Oponéncia Cromética BGR+ UV-

Duas células amécrinas apresentaram respostas do tipo BGR+UV- (Figura 31),
contudo novamente vamos observar uma ndo consisténcia, neste tipo de resposta com a
variacdo da intensidade da luz. Na figura 31, mostramos as respostas de uma célula sob
estimulacdo de média intensidade. Circulos de luz UV néo produziram respostas da célula;
circulos de luz azul, verde e vermelha produziram resposta ON-OFF. Na intensidade mais
alta, a célula respondeu com despolarizagdes em todos os comprimentos de onda testados,

comportando-se como uma célula ON-OFF.
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Figura 31. Registros intracelulares de uma célula amécrina (T21C4) aos estimulos 370 (UV),
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450 (B), 540 (B) e 640 nm (R). Registros obtidos da estimulagdo central do campo receptivo

(9 = 700 um) nas intensidades de —2 e -1 log.

3.24. Célula Amécrina com Oponéncia Cromatica UVBG+R-

O ultimo tipo de oponéncia croméatica em células améacrinas encontrado foi
UVBG+R- na célula identificada como T27RC7. Na figura 32, mostramos o padrdo de
resposta nas trés intensidades testadas, para os quatro comprimentos de onda. Na menor
intensidade testada ndo houve alteracdo significativa do padrdo de disparo da célula quando
luz UV, azul e verde séo ligadas; contudo houve aboli¢do do disparo quando luz vermelha foi
ligada. Na intensidade média houve despolarizacao transiente no acender da luz azul e verde;
novamente luz UV ndo produz alteracdo significativa na resposta da célula e luz vermelha
diminui o disparo da célula quando ligada. Na intensidade maxima componente transiente
rapido aparece quando luz UV e azul sdo ligadas, luz verde produz uma resposta
despolarizacdo sustentada, e luz vermelha novamente abole a resposta da célula. Os testes

com aneis de luz para estimulacdo da periferia do campo receptivo da celula ndo mostraram
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oponéncia cromatica, pois em todos 0s casos obtivemos apenas respostas OFF para todos 0s
comprimentos de onda (ndo ilustrado). Esta célula também foi com sucesso injetada apds a
coleta das respostas cromaticas e sua morfologia foi revelada e analisada sob microscopia
confocal. Na figura 32A, mostramos uma imagem digitalizada da célula amécrina injetada,
trata-se de uma célula de grande porte, com morfologia de uma célula amacrina estrelada
(“stellate cell”) com um campo dendritico perfeitamente simétrico, com finos dendritos
ramificando do corpo celular de maneira radial e estratificando na borda da sublamina s2/3.
Estas caracteristicas morfoldgicas permitiram-nos classifica-la como do tipo A23b. Esta
célula originalmente foi descrita (AMMERMULLER et al. 1995) com oponéncia do tipo
BG+ R-; nosso resultado assim € semelhante ao descrito anteriormente, com a correcao de sua

oponéncia para o tipo UVBG+R-.
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Figura 32. Micrografia e registros intracelulares de uma célula amacrina (T27C2) aos
estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A). registros obtidos da estimulacao
central do campo receptivo (& = 700 um) nas trés intensidades. (B) célula amacrina

identificada como A23b com estratificacdo na sub-lamina s2/3.
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Oponéncia espectral do tipo UVBG+R- foi encontrada em outra célula améacrina
(T32RC3), mas apenas na periferia do campo receptivo (Figura 33). Sob estimulacdo de
circulos de 700 um a célula respondeu com hiperpolariza¢bes sustentadas em todos 0s
comprimentos de onda, caracteristicamente como uma célula OFF, mas na intensidade mais
alta sua resposta ao vermelho foi de menor amplitude e sem o transiente OFF. Estimulos
anulares de intensidade média produziram respostas antagbnicas ao observado no centro
(respostas ON). Contudo, na periferia a estimulacdo nas intensidades média e alta podemos
observar respostas sustentadas despolarizantes nos estimulos UV azul, e verde e uma resposta

hiperpolarizante sustentada no estimulo vermelho.
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Figura 33. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T32RC3) com dupla oponéncia.
(A) Registros obtidos da estimulagdo central do campo receptivo (& = 700 pum) nas
intensidades trés intensidades. (B) Registros obtidos a partir da estimulacdo da periferia do

campo receptivo com estimulos anulares (& = 1500/1050 um) nas trés intensidades.
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Esta célula foi injetada e analisada no microscopio confocal. O desenho da
célula, com escala de cores e a visdo lateral sdo mostrados na figura 34. Esta célula améacrina
é uma célula de médio porte com 16 um de didmetro de corpo celular e 501 um de didmetro
de &rvore dendritica. Na imagem confocal podemos notar células ganglionares acopladas
(setas) a esta célula amécrina, e na representacdo lateral da célula podemos notar a

estratificacdo da célula na sublamina 4.

Figura 34. Desenho esquematico e reconstrugdo bidimensional de uma célula amécrina
(T32RC3). (A) Celula amécrina identificada como A19 com estratificagdo na sub-lamina s4
(escala = 50 um). (B) Na imagem reconstruida podemos notar a célula amacrina acoplada a
celulas ganglionares (escala 25 um). (C) visdo vertical da célula amécrina mostrando a

estratificacdo da célula amacrina.
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3.3. CELULAS GANGLIONARES SEM OPONENCIA CROMATICA

Cerca de 77% das células, entre células ganglionares e amécrinas, registradas
neste estudo ndo apresentaram qualquer tipo de oponéncia cromética. Nesta sec¢do
apresentaremos apenas algumas destas células, focalizando principalmente nas células em que

além do registro também conseguimos descrever a morfologia das células.

3.3.1. Células Ganglionares tipo ON

Aproximadamente 16,5% das células ganglionares registradas tiveram respostas
ON (despolarizantes) quando estimuladas tanto no centro quanto na periferia do campo
receptivo.

Na figura 35 mostramos o registro e a morfologia de uma célula ON. Os
registros foram obtidos com estimulos circulares de 300 um. Para estes estimulos notam-se
respostas despolarizantes transientes na presenca e na retirada de todos os estimulos (Figura
35A). A morfologia mostra uma célula de grande porte com um didametro de campo dendritico
de aproximadamente 600 um e 31 um de diametro de corpo celular. Podemos notar um alto
padrdo de ramificacdo desta célula com grande parte do campo dendritico preenchido; a
estratificacdo da célula ocorreu nos estratos sl e s3/4 e a morfologia corresponde a uma célula

do tipo G22.
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Figura 35
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Figura 35. Registros intracelulares e a morfologia da célula ganglionar (T47RC2) do tipo

ON. (A) Registros obtidos da estimulagdo central do campo receptivo (& = 300 um) nas
intensidades média e alta. (B) Desenho da célula ganglionar (escala = 100 pm). (C)
estratificagdo na sub-laminas s2. (D) estratificagdo na sub-laminas s4/5. (E) visdo vertical da

célula ganglionar.
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Outra célula ganglionar ON registrada (T39RC2) com sucesso e injetada com
neurobiotina é mostrada na figura 36. Esta célula ganglionar tem um tamanho médio com
didmetros de campo dendritico e corpo celular de 346 um e 15 pum. Caracteristicamente a
celula tem uma arborizacdo dendritica simétrica com ramificacdes que preenchem em grande
parte a &rea do campo dendritico. A estratificagdo ocorre nas sublaminas s1 e s3. Na figura
30B o perfil das respostas € mostrado para estimulos centrais no campo receptivo da célula.
Os testes com anulos resultaram em respostas inibitdrias para todos os comprimentos de onda
(dado ndo mostrado), caracterizando a célula com oponéncia espacial centro-ON e periferia-

OFF.

1s

Figura 36
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Figura 36. Desenho e registros intracelulares de uma célula ganglionar (T39RC2) aos
estimulos 370 (UV), 450 (B), 540 (G) e 640 nm (R). (A) célula ganglionar ndo identificada
com estratificacdo nas sub-laminas sl e s3. (B) registros obtidos da estimulacdo central do

campo receptivo (& = 700 um) nas baixa e média. (C) visdo vertical da célula ganglionar.
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A célula ganglionar (T43RC5) teve respostas despolarizantes transientes para o
acender quando estimulada com circulos (600 mm); notamos também uma forte componente
hiperpolarizante no apagar da luz. Na figura 31A mostramos uma série espectral com
estimulos que véo da luz UV a luz vermelha em passos de 40 nm. Esta célula foi injetada e
analisada com microscopia confocal (Figura 37B). Na reconstrugdo bidimensional da célula
notamos uma célula améacrina acoplada a célula ganglionar. Analisando no plano vertical

podemos observar uma densa estratificagdo na borda da sublamina s2 e a conec¢do com a

célula amacrina.

A
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Figura 37. Registros intracelulares de uma célula ganglionar (T43RC5). (A) Série espectral
realizada com circulos de 1500 de diametro em passos de 40 nm entre os estimulos na
intensidade de —1 log. (B) Imagem reconstruida da célula ganglionar; (C) visdo vertical da

célula ganglionar (escala 25 pum).



77

Foi registrada e marcada uma célula ganglionar (T43RC5) deslocada (Figura
38). A fisiologia de células ganglionares deslocadas ainda nao havia sido descrita na retina da
tartaruga até o presente trabalho. As respostas desta célula aos estimulos UV, azul, verde e
vermelho em trés intensidades distintas sdo mostradas na figura 38A, onde podemos notar
respostas despolarizantes sustentadas nas intensidades média e alta. Os testes na periferia do
campo receptivo ndo mostraram antagonismo entre o centro e a periferia do campo receptivo
da célula (ndo ilustrado).

O desenho da célula (Figura 38B) mostra uma célula com uma arvore dendritica
relativamente simétrica com bifurcacdes regulares dos dendritos na formacédo da arborizacéo
da célula. As dimensdes da arvore dendritica e corpo celular foram de 586 e 22,5 de diametro.
Na reconstrucdo da célula notamos uma grande diferenca entre a localizacdo do corpo celular
e do axbnio quanto a profundidade representada por cores (Figura 38C). Na observacao lateral
da célula, notamos a localizacdo do corpo celular da célula ganglionar posicionado na camada

nuclear interna, caracterizando-a como uma célula deslocada.
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Figura 38. Registros intracelulares e morfologia de uma célula ganglionar tipo ON
(T43RC5). (A) registros obtidos a partir da estimulagéo central do campo receptivo (& = 700
um) nas trés intensidades; (B) Desenho esquematico da célula ganglionar; (C) Imagem

reconstruida da célula ganglionar; (C) visdo vertical da célula ganglionar deslocada.
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3.3.2. Célula Ganglionar OFF

Células ganglionares com respostas OFF corresponderam a cerca de 12,2 % de
todas as células registradas neste estudo. Um exemplo de uma célula ganglionar OFF que foi
registrada e injetada com neurobiotina, estd mostrado na figura 39. E uma célula de pequeno
porte com didmetros de corpo celular e campo dendritico de 14,5 e 171 um respectivamente.
A estratificacdo ocorre de maneira difusa ao longo da CPI, mas principalmente nas
sublaminas s4 e s5, e menos freqiientes nas sublaminas sl e s2 (Figura 39C). Na figura 39B

mostramos 0s registros para diferentes comprimentos de onda em trés intensidades.
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Figura 39. Registros intracelulares e morfologia de uma célula ganglionar tipo OFF

(T42RC3). (A) registros obtidos a partir da estimulagdo central do campo receptivo (& = 300
um) nas trés intensidades; (B) Desenho esquemaético da célula ganglionar; (C) visdo vertical

da célula ganglionar.
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Outro exemplo de uma célula ganglionar OFF esta ilustrado na figura 34.
Primeiramente mostramos a reconstru¢do bidimensional (Figura 40A), onde podemos notar
um grande distanciamento da posi¢do do corpo celular (laranja) e a arboriza¢do dendritica
(anil). Em seguida mostramos o desenho da célula (40B), e a visdo lateral da célula (40C)
onde podemos notar a célula estratificando em s1. As dimensfes da arborizacdo dendritica e
corpo celular foram de 485 e 35 um.

O registro intracelular (Figura 40D) mostra que sob estimulos com intensidade
intermediaria a célula tem uma resposta OFF sustentada apenas quando é estimulada com luz
vermelha. Sob estimulacdo com luz azul e verde a célula responde com hiperpolarizacdes
transientes, e o estimulo UV néo altera o disparo da célula nessa intensidade. Na intensidade

mais alta a resposta OFF para todos os comprimentos de onda testados € mais evidente.



Figura 40.
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Morfologia e registros intracelulares de uma célula ganglionar tipo OFF

(T31RC3). (A) Reconstrucdo bidimensional da célula ganglionar na qual a informacdo de

profundidade é representada na forma de um codigo de cor (escala de cor é mostrada no canto

esquerdo) (B) Desenho esquematico da célula ganglionar (escala = 50 um) (C) visao vertical

da célula ganglionar deslocada. (D) registros obtidos a partir da estimulacéo central do campo

receptivo (& = 700 um) nas intensidades média e alta.



83

3.3.3. Celulas Ganglionares OFF-ON

Os tipos menos freqiientes de células ganglionares registradas, neste trabalho,
foram os que tiveram respostas antagonicas entre o centro e a periferia do campo receptivo
(centro - ON / periferia — OFF ou centro - OFF / periferia — ON). Aproximadamente 2,2 %
das células ganglionares responderam aos estimulos no centro do campo receptivo com
hiperpolarizacdes e na periferia com respostas despolarizantes para todos os comprimentos de
onda de teste.

Uma destas células (T35RC3) foi injetada e sua morfologia pode ser analisada.
Na figura 41A mostramos o desenho da célula a qual tem uma ampla arborizacdo dendritica
com cerca de 930 um de didmetro. Na reconstrucdo da célula (Figura 41B) notam-se dois
niveis de estratificacdo, identificados nas sublaminas s2 e s4/5 na visdo vertical da célula
(41C). Por fim, mostramos o registro da célula ganglionar com estimulos circulares e anulares

na intensidade méaxima de estimulagdo (41D, E).
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Figura 41. Morfologia e registros intracelulares de uma célula ganglionar tipo OFF/ON
(T35RC3). (A) Desenho esquemético da célula ganglionar (escala = 100 um); (B)
Reconstrucdo bidimensional da célula ganglionar na qual a informacdo de profundidade é
representada na forma de um codigo de cor (escala de cor € mostrada no canto esquerdo); (C)
visdo vertical da célula ganglionar. (D) Registros da celula ganglionar obtidos com

estimulagdo na periferia do campo receptivo (1500/1000 um).
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3.34. Ceélulas ganglionares ON-OFF

Cerca de 6,1 % das células ganglionares tiveram respostas despolarizantes no
centro do campo receptivo e respostas hiperpolarizantes na periferia configurando oponéncia
espacial. A morfologia e o registro de uma destas células sdo mostrados na figura 42. Esta é
uma célula de médio porte com didmetros de corpo celular e arvore dendritica de 29,5 e 483,5

um.
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cont.
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Figura 42. Registro e morfologia de uma célula ganglionar tipo ON/OFF (T35RC4). (A)
Registro da célula obtido a partir da estimulacdo central do campo receptivo (700 um). (B)
Registro da célula obtido a partir da estimulacdo periférica do campo receptivo (1500/1000
um). Reconstrucdo bidimensional da célula ganglionar na qual a informacao de profundidade
é representada na forma de um codigo de cor; (C) Visao vertical da célula ganglionar
estratificando nas sublaminas sl e s3. (CCG) camada de células ganglionares. (D) Desenho
esquematico da célula ganglionar. (E) Desenho da celula ganglionar mostrando a
estratificacdo apenas na sublamina s3. (F) Desenho da célula ganglionar mostrando a

estratificagdo apenas na sublamina s5. (escala = 50 um)
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4, DISCUSSAO

A discriminacdo cromatica requer uma comparagdo de sinais provenientes dos
fotorreceptores de diferentes sensibilidades espectrais, tipicamente através da oponéncia
cromatica. Um sistema visual com n tipos de cones tem n amostras do espectro de luz, neste
caso estimulos podem ser representados como um ponto em um espago n-dimensional. Para o
sistema usar essa informacdo completamente, e assim ter visdo ‘‘N-cromadtica”,
subsequentemente a codificagdo neural deve ter n graus de liberdade (OSORIO et al., 1999).

Neste trabalho investigamos principalmente os tipos de oponéncias cromaticas
existentes na retina de um animal potencialmente tetracromata, em outras palavras o grau de
liberdade que um sistema tetracromata pode ter, dado a presenga de quatro diferentes
receptores, utilizando para tanto ferramentas metodoldgicas que combinavam eletrofisiologia
e morfologia semelhantes as utilizadas em estudos anteriores. Nosso protocolo de estimulacéo
se assemelha ao utilizado por Ammermiller e colaboradores (1995) o que possibilitou a
comparacdo de nossos resultados com o0s ja descritos. Esses autores publicaram um denso
trabalho que classificou morfofisiologicamente células ganglionares e amacrinas na retina da
tartaruga, e descreveram 0s tipos de oponéncia cromatica neste animal utilizando trés
estimulos (azul (A =455 nm), verde (A = 525 nm e vermelho (A = 621 nm)).

Apesar da retina da tartaruga ser cone-dominante e ter quatro cones com
diferentes sensibilidades espectrais, dos 181 neur6nios neste estudo apenas cerca de 15 %
eram células ganglionares com algum tipo de oponéncia cromatica. Entretanto, este nimero é
muito semelhante ao encontrado na literatura por outros autores que investigaram células
oponentes na retina da tartaruga (AMMERMULLER et al., 1995). A grande maioria das
células registradas neste estudo ndo foram oponentes, sendo classificadas simplesmente como
células ON, OFF, ON-OFF ou OFF-ON, essas células perfazem cerca de 80 % das células

encontradas neste trabalho. Nosso protocolo de estimulacdo, contudo ndo permitiu uma
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classificacdo funcional mais especifica das células classificadas como ndo oponentes visto que
o0 presente estudo focalizou o aspecto cromatico. Espécies com faixa visual, como a tartaruga
(KOLB, 1982) tém grande proporc¢éo de células ganglionares seletivas a direcao e orientacao
do estimulo (AMTHOR et al., 1989; GRANDA & FULBROOK, 1989; AMMERMULLER et
al., 1995).

A injecdo intracelular foi satisfatoria em algumas células registradas, as quais
foram ilustradas na secdo de Resultados. A classificacdo morfoldgica das células foi
dificultada, em parte, pela auséncia de dois ou mais exemplares de um mesmo tipo registrado.
Apesar disso, conseguimos identificar alguns tipos com base em caracteristicas morfoldgicas
como tamanho do corpo celular, tamanho e forma do campo dendritico, e niveis de
estratificacdo na camada plexiforme interna. Essas caracteristicas foram comparadas com
neurdnios descritos em trabalhos anteriores (AMMERMULLER & KOLB, 1995;
AMMERMULLER et al., 1995). Dessa maneira conseguimos identificar os seguintes tipos:
G21; G24; G17; A23b; A19; G2; G18; G22. QOutros tipos de células ganglionares marcados
ndo puderam ser classificados segundo a literatura. Contudo um estudo morfométrico mais
refinado faz-se necessario para o estabelecimento de novos tipos celulares ao conjunto de
células ja descrita na literatura. Na tabela 3, mostramos todas as células marcadas neste
estudo.

Um achado muito interessante foi uma célula ganglionar (T43RC5, Figura 38)
cujo corpo celular estava posicionado na camada nuclear interna da retina o que caracteriza
uma célula ganglionar deslocada. Células deslocadas sdo elementos neuronais que ja foram
descritos em outras especies de vertebrados (SILVEIRA et al., 1989; DE LIMA et al., 2005),
contudo a fung&o destas células ainda continua incerta. Na retina da tartaruga ainda néo havia
sido descrita nenhuma célula deslocada ate o presente momento, o que mostra a dificuldade

de registro de células ganglionares deslocadas.



Tabela 4. Células registradas e marcadas na retina interna
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Celula Tipo Morfoldgico Tipo Fisiologico
T21RC2 - Fig. 18 Ganglionar (ndo identificada) GR+ UVB-
T35RC4 - Fig. 42 Ganglionar (ndo identificada) ON/OFF
T35RC3 - Fig. 41 Ganglionar (ndo identificada) OFF/ON
T31RC3 - Fig. 40 Ganglionar G18 OFF
T42RC3 - Fig. 39 Ganglionar G14 OFF
T43RC5 - Fig. 38 Ganglionar deslocada (nédo identificada) ON
T27RC8 - Fig. 20 Ganglionar G17 GR+UVB-
T43RC5 - Fig. 37 Ganglionar (ndo identificada) ON-OFF
T39RC2 - Fig. 36 Ganglionar G22 ON-OFF
T47RC2 - Fig. 35 Ganglionar (ndo identificada) ON
T47RC4 - Fig. 11 Ganglionar G21 R+ UVBG-
T42L.C2 - Fig. 16 Ganglionar G24 BGR+ UV-
T27RC2 - Fig. 32 Amacrina A23b UVBG+ R-
T32RC3 - Fig. 34 Amacrina A22 UVBG+ R-

4.1. CELULAS AMACRINAS OPONENTES

Neste estudo, encontramos quatro tipos de oponéncia cromatica em células

amécrinas, registradas, as quais constituem apenas 5% da populacdo total de células aqui

registradas. O tipo de oponéncia R+UVBG- foi o mais encontrado, os outros tipos de

oponéncia (GR+UVB-; BGR+UV-, e UV+BGR-) foram menos freqiientes. Duas células
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amacrinas com oponéncia UVBG+R- foram marcadas e identificadas como sendo do tipo
A23b e A19 (Figuras 32B e 34, respectivamente). A célula A23b foi primeiramente
identificada como uma célula com oponéncia espectral do tipo BG+R- (AMMERMULLER et
al., 1995). No presente estudo a inclusdo da estimulacédo da luz UV néo alterou a propriedade
espectral da célula, havendo apenas a inclusdo da entrada UV na oponéncia espectral (Figura
32B), 0 que resulta em uma pequena mudanca na classificacdo espectral desta célula
(UVBG+R-).

O outro tipo de célula amacrina identificada morfologicamente foi caracterizada
como A19. Esta célula foi descrita originalmente (AMMERMULLER et al., 1995) como
sendo do tipo OFF-ON, ou seja, com respostas OFF no centro do campo receptivo e ON na
periferia. A célula amécrina registrada neste trabalho também respondeu com atividade
hiperpolarizante (OFF) no centro do campo receptivo em todos 0s comprimentos de onda
(Figura 33A). Na periferia, respostas ON foram observadas nas intensidades baixa e meédia,
contudo a oponéncia cromética desta célula foi observada na estimulagdo com intensidade
maxima (-1 log) quando a célula respondeu com oponéncia do tipo UVBG+R- (Figura 33B).
Este resultado mostra claramente a importancia da incluséo da estimulagdo na faixa do UV
nos experimentos de visdo de cor na tartaruga, uma vez que estes resultados sugerem a
necessidade de mudancas no quadro geral de classificacdo das células retinianas da tartaruga.

Ammermdller e colaboradores (1995) foram os primeiros autores a registrar
oponéncia cromatica em células améacrinas na retina da tartaruga. Os autores descreveram
quatro tipos diferentes oponéncias cromaticas, sendo estas distribuidas em seis celulas
amacrinas identificadas morfologicamente. Contudo, € importante salientar que estes achados
ndo incluiam a estimulagdo na faixa do ultravioleta. Posteriormente, Ventura e colaboradores
(2001) incluiram luz UV no protocolo de estimulacdo e encontram dois tipos de oponéncia

cromatica em células amécrinas, sendo uma delas identificada como sendo do tipo A22. Na
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tabela 5 compilamos os resultados de ambos os trabalhos citados anteriormente e
acrescentamos os resultados deste trabalho.

Em nosso estudo encontramos as duas oponéncias encontradas por Ventura e
colaboradores (1999), acrescentando mais dois tipos diferentes de oponéncia. Por outro lado,
se ndo levarmos em consideracdo a estimulacéo na faixa do ultravioleta trés oponéncias foram
semelhantes as descritas por Ammermiller e colaboradores (1995). Esses resultados indicam
que os tipos de células amacrinas oponentes sdo mais numerosas e do que Se pensava

anteriormente.

Tabela 5. Compilacdo das oponéncias espectrais e tipos morfoldgicos de amaécrinas
ganglionares.

Resposta espectral
Estudos Tipo celular

uv B G R
? -+ o+ Al4d
? - - + A33

Ammermiuller et al., 1995
? + - - A3
? + o+ - Al; A23b; A32
= - - + *
Ventura et al., 2001
+ + o+ - A22
- - - +
= -+ o+
Presente estudo

= +  + o+
+ + o+ - A23b; A19

Legenda:

+ = Despolarizagéo

= Hiperpolarizagéo

= Estimulo néo testado

= Célula ndo identificada

*
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4.2. OPONENCIA CROMATICA E INTENSIDADE DO ESTiMULO

De uma maneira geral as respostas das células ganglionares tiveram
componentes de respostas dependentes dos comprimentos de onda e da intensidade do
estimulo, isto é, componentes que estiveram presentes em determinados parametros do
estimulo e ausentes quando os parametros foram alterados. As respostas de varias células
registradas na retina interna mostraram um perfil complexo e um potencial para
processamento dindmico do estimulo cromético. A conseqiiéncia para a analise dos resultados
foi dificultar a tarefa de classificacdo do tipo de configuracdo cromatica de determinadas
celulas ganglionares.

Um exemplo do que estamos nos referindo pode ser observado no registro da
célula ganglionar T27RC5 (Figura 15), sob estimulacdo com circulos de 700 um de baixa
intensidade (-3 log) a célula comporta-se como BR+UVG-, com 0 aumento da intensidade em
um log a célula altera o codificacdo cromatica para o tipo UV+BGR.

Um outro exemplo € mostrado na figura 16, onde uma célula registrada em um
primeiro momento como UV+BGR- em baixa intensidade, passa a BGR+UV- nas
intensidades média e alta. Ou seja, a resposta ao UV passa de excitatdria a inibitoria a medida
que aumenta a intensidade, enquanto a resposta aos demais comprimentos de onda também é
invertida, na dire¢do oposta.

N&o e facil explicar quais as vantagens que esse tipo de fenémeno poderia trazer
para o sistema visual assim como 0s mecanismos envolvidos na geragdo deste tipo de sinal.
Contudo € conhecido que os campos receptivos de células ganglionares na retina da tartaruga
consistem de area de excitacdo e inibicdo que coexistem e que s@o balanceadas e interativas
em um sistema dinamico (SENAGOR & GRZYWACZ, 1995; GRANDA & FULBROOK,
1989; GRANDA et al., 1999; DEARWORTH & GRANDA, 2002). Uma consequéncia dessa

interacdo € a mudanca no arranjo do campo receptivo que pode ser alterado por propriedades
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do estimulo, presumidamente por inibicdo lateral de unidades dentro da circuitaria retiniana
(GRANDA et al., 1999). O arranjo de campos receptivos de células ganglionares pode variar
de formas simples que podem ser descritas por funcdo Gaussiana para formas mais
complexas, as quais apenas sdo descritas com mdltiplas funcbes (ex. Gabor e Cardidide)
(DEARWORTH & GRANDA, 2002). A propriedade de “plasticidade” dos campos receptivos
poderia explicar em parte a ndo linearidade de resposta espectral de algumas células
registradas no presente estudo.

Um outro tipo de mudanca observada na resposta espectral esta ilustrada na
figura 19, na qual uma célula com oponéncia espectral do tipo R+UVBG-, sob estimulagéo de
baixa intensidade, passa a responder com oponéncia do tipo GR+UVB- na intensidade
méaxima de estimulacdo. O ponto de reversdo de verde para vermelho parece ser em diversas
células uma funcdo da intensidade. Outro exemplo ocorre no registro da célula ilustrada na
figura 10, onde uma célula R+UVBG- perde a resposta cromética quando estimulada na
intensidade maxima. Este fenémeno pode ser explicado simplesmente pelo fato de que em
altas intensidades cones R sdo ativados por estimulos de comprimentos de onda mais baixos,
influenciando assim as respostas de outros canais.

A expansdo da codificacdo de cor para uma banda maior de possibilidades é
alcancada, em parte, pela forma altamente dindmica do processamento de cor. Uma célula
ganglionar pode operar como uma célula oponente do tipo R+ G- a estimulos em um certo
nivel de intensidade e como R- G+ em outro nivel, ou até se tornar ndo oponente em ainda
outro nivel de intensidade.

No peixe Carassius auratus (peixe-dourado ou “goldfish”) este tipo de
comportamento dependente de intensidade foi observado em células bipolares mistas (células
que recebem entradas tanto de cones quanto de bastonetes) com oponéncia e sem oponéncia

cromatica (JOSELEVITCH & KAMERMANS, 2007). Os autores argumentam que a
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mudanca na sintonia espectral das células conflita com a idéia de que canais de ndo-oponéncia
e oponéncia funcionam separadamente para codificar brilho e cor, respectivamente e sugerem
que a organizacdo das células bipolares mistas em varias classes de diferentes faixas
dindmicas e sensibilidades absolutas pode ser uma estratégia para transmitir informacéao sobre
todos os aspectos visuais mais eficientemente.

Os nossos resultados corroboram os dados anteriores (VENTURA et al., 1999;
VENTURA et al., 2001) e mostram que as células codificadoras de cor na retina da tartaruga
devem ser classificadas somente apds consideracdo do efeito da intensidade do estimulo sobre

suas caracteristicas.

4.3. CELULAS GANGLIONARES OPONENTES

Onze tipos diferentes de oponéncias cromaticas foram encontradas, estendendo
assim os achados anteriores que investigaram oponéncia cromatica envolvendo a entrada UV
(VENTURA et al., 1999; 2001). Na tabela 5 compilamos nossos achados com 0s ja existentes
na literatura. Baseados nesses achados confirmamos sete oponéncias cromaticas descritas
anteriormente por Ventura e colaboradores (2001) e adicionamos mais quatro novas
oponéncias ao corpo do conhecimento.

Os tipos de oponéncias cromaticas mais encontradas foram R+UVBG- e
GR+UVB-. Em alguns casos oponéncias encontradas com apenas um registro confirmaram as
da literatura (B+UVGR- e BG+UVR-, ver tabela 5). O tipo de oponéncia G+UVBR- descrito
anteriormente ndo foi encontrado neste estudo, contudo as oponéncias UVGR+B-, UVR+BG-
, UV+BGR- e UVG+BR- ainda ndo tinham sido descritas. Com a juncdo dos estudos
anteriores (VENTURA et al., 2001; ZANA et al.,, 2001) com o presente trabalho cinco canais

de oponéncia podem ser formados: UVBG/R; UVB/GR; UVGR/B; UVR/BG; UV/BGR.



Tabela 6. Compilacdo das oponéncias espectrais e

ganglionares.
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tipos morfologicos de células

Presente estudo

Tipos de Resposta

Ventura et al., 1999

Tipo Tipo
Registradas| UV B G Registradas
Morfoldgico Morfologico
G21 5 - - - 3 G21
3 + + + 1
G17; G20 6 - - + 2 G15
2 + + - 1
2 + - + *
1 - + - 1
1 + - - *
1 - + + 2
3 + - - *
G24 2 - + + 4
1 + - + *
* . . + 1
Legenda:

+ = Despolarizagéo
— = Hiperpolarizagéo
* = oponéncias encontradas em apenas um dos estudos

Quanto a morfologia das células oponentes um dado muito satisfatorio foi a

confirmacédo do tipo morfoldgico G21, como sendo uma celula oponente (R+UVBG-) por

ambos os trabalhos, o presente estudo e Ventura e colaboradores (2001), Originalmente a
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célula G21 havia sido classificada como sendo uma célula ndo-cromatica do tipo ON-OFF
(AMMERMULLER et al., 1995).

Trés tipos morfoldgicos foram identificados com oponéncia cromaética do tipo
GR+UVB- (G15, G17, G18), sendo que celula G17 ndo foi classificada como uma célula
cromatica por Ammermiuller e colaboradores (1995), contudo os autores relatam que nos
testes de oponéncia cromatica no centro do campo receptivo a célula respondeu com
despolarizac6es transientes ON-OFF nos estimulos verde e vermelho, a estimulagdo com luz
azul promoveu apenas respostas transientes OFF. As caracteristicas fisioldgicas das respostas
da célula registrada e marcada sdo muito semelhantes ao descrito acima, 0 que corrobora 0s
dados morfoldgicos (Figura 20).

Outra ceélula identificada foi a G18, esta célula originalmente foi descrita com
oponéncia do tipo GR+B-, com oponéncia na periferia do campo receptivo e ndo-oponente no
centro do campo receptivo (AMMERMULLER et al., 1995). Em nosso estudo a oponéncia
espectral (GR+UVB-) foi obtida tanto no centro como na periferia do campo receptivo sob
estimulacdo de alta intensidade no dois casos (Figura 18). A diferenca no tipo de resposta
obtida pelos dois trabalhos pode provavelmente estar relacionada com o tamanho do estimulo
para estimulacdo do centro do campo receptivo. Nossa area de estimulagdo foi de 700 pum
enquanto que Ammermdller e colaboradores (1995) usaram uma area de 200 um. Neste caso,
pode-se imaginar que nossa area de estimulacdo foi grande o suficiente para ativar a periferia
do campo receptivo da célula G18 e suprimir a resposta do centro, por outro a area de 200 um
poderia ser muito pequena para ativar completamente o campo centro do campo receptivo ndo
permitindo que ocorresse, assim, a resposta cromatica da célula.

A ultima célula ganglionar oponente identificada foi a tipo G24 com oponéncia
cromatica do tipo BGR+UV-. Neste caso ndo houve concordancia do tipo de oponéncia

espectral com os relatos anteriores, visto que essa célula foi descrita primeiramente como
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R+BG- (AMMERMULLER et al., 1995). Neste caso, apenas as caracteristicas morfoldgicas
serviram como base para a identificacdo da célula. Na figura 44 mostramos a célula G24
descrita por Ammermuller a colaboradores (1995) e a célula marcada no presente estudo.
Existe grande semelhanca no tamanho e no arranjo assimétrico da arborizacdo dendritica.

Além disso, ambas tém estratificacdo nas sublaminas s1, s4-5.

Figura 43. Desenho de duas células classificadas como G21. (A) Desenho em camara clara
da célula ganglionar G21 marcada com Lucifer-yellow. As ilustracGes foram feias tanto em
seccBes radiais quanto em montagens plenas (AMMERMULLER et al., 1995). (B) llustragio

da célula registrada e marcada no presente estudo. (Escala = 25 um)

4.4, FUNCAO DA VISAO NO ULTRAVIOLETA

A fungéo da visdo no UV ainda permanece pouco esclarecida na tartaruga. Em
outras espécies de vertebrados estudos comportamentais tém mostrado diferentes utilizacGes
da discriminagdo da luz ultravioleta. Em péassaros a presenca do pigmento UV estd
relacionada, particularmente em passeriformes, com um papel adaptativo na selecdo de
parceiros (HUNT et al., 2001), nesses animais tem sido demonstrado que a refletancia da

plumagem é um importante fator na escolha dos machos pelas fémeas. Existem também
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evidéncias que a sensibilidade ao ultravioleta é importante em algumas espécies para 0
forrageamento, na deteccdo de presas por gavides (VIITALA et al., 1995) e para a coleta de
néctar em beija-flor (GOLDSMITH, 1980; VENTURA e TAKASE, 1994).

Na tartaruga podemos imaginar, por exemplo, que uma comparagdo dos sinais
dos cones UV e B pode ser uma boa alternativa para a codificacdo espectral em comprimentos
de onda curtos. Alternativamente, se pensarmos que cones UV e B estdo em nlimero muito
reduzido quando comparado a populacdo de cones G e R parece ser razoavel pensar que 0
sistema visual em baixas intensidades some as entradas UV e B reduzindo um sistema
tetracromata para um sistema de visdo tricromata mas com alta sensibilidade para estimulos
de comprimentos de onda curtos, permitindo assim uma melhor comparacdo com as entradas
dos outros cones (OSORIO et al., 1999). Essa estratégia seria vantajosa em baixas
intensidades de iluminacdo, visto que em baixas intensidades o sinal cromatico UV-S é
relativamente ruido (VOROBYEV et al., 1998). Peixes como o Carassius auratus tornam-se
tricromatas em intensidades baixas, devido ao baixo sinal de cones R (talvez devido a agua
absolver fortemente luz vermelha (NEUMEYER & ARNOLD, 1989)).

Em nossos achados mostramos evidencias que podem existir pelo menos cinco
tipos de canais (combinacbes completamente opostas: UVBG/R; UVB/RG; UVGR/B;
UVR/BG; e UV/BGR) que podem ser usados separadamente como mecanismos de
oponéncia. Uma investigacdo completa das caracteristicas cromaticas do habitat da tartaruga é

necessaria para uma compreensao mais completa da utilizacao desses canais de cor.

4.5. ESPACO DE COR HIPOTETICO DE UM SISTEMA TETRACROMATA

O espaco de cor é uma representacdo grafica construida a partir das funcdes de

sensibilidade espectral dos cones. Qualquer cor pode ser representada dentro desse espaco.
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O sistema de representacdo de cores de primatas do velho mundo (tricromatas),
principalmente o humano, € sem ddvida o mais conhecido e sobre o qual a maior parte da
teorizacao sobre visdo de cores estd baseada. Entretanto, os sistemas de entrada espectral da
abelha e do peixe dourado também foram muito estudados (BACKHAUS & MENZEL, 1987,
BACKHAUS, 1992; CHITTKA et al., 1994; NEUMEYER, 1992).

Qualquer que seja a origem dos dados de sensibilidade espectral, quando a base do
espaco de cores € a absor¢do espectral dos fotorreceptores, o efeito de qualquer luz colorida
sobre os trés fotopigmentos pode ser tragado sobre um sistema de coordenadas tridimensional,
consistindo em trés eixos ortogonais nas quais as unidades correspondem a trés valores de
absorcéo relativa, referentes aos cones R, G e B, no caso de primatas. Em termos de
sensibilidade relativa, qualquer luz colorida pode dessa maneira ser representada por um
ponto nesse plano, representado como um triangulo de cor (FEITOSA-SANTANA et al.,
2006).

No caso de nosso animal de estudo (tetracromata) é necessario estender a
representacdo grafica do diagrama para um sistema visual tetracromatico hipotético, ou seja,
como para 3 fotopigmentos tem-se uma representacdo na forma de um triangulo, no caso de
quatro fotopigmentos (cone R, G, B e UV) pode-se representar o diagrama de cromaticidade
na forma de um tetraedro (NEUMEYER & ARNOLD, 1989; GOLDSMITH, 1990). Esse
exercicio grafico foi proposto por Goldsmith (1990) para espécies tertracromatas de aves e
répteis.

Na figura 44, mostramos o espaco de cor hipotético proposto para a tartaruga,
neste grafico foram assumidos valores de sensibilidade espectral para os cones UV, B, Ge R
de 370 450, 520 e 620 nm, respectivamente. Essa representacdo do espaco receptor leva para
uma interessante reflexdo que se torna evidente com o resultado do exercicio grafico na

comparacdo do espaco de cor proposto para humanos e para a tartaruga. Em um sistema
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tricromata as misturas de cores plotadas em pontos entre o eixo azul vermelho no l6cus
espectral correspondem a cores nao-espectrais que podemos perceber como purpuras (Figura
44A). Olhando para o grafico da figura 44A e B é sugerido que em um sistema tetracromata
devem existir dois conjuntos adicionais de cores ndo espectrais plotadas ao longo das
trajetérias UV-L e UV-M (GOLDSMITH, 1990). Nossos dados experimentais sugerem que
existe suporte neural para a discriminacdo para essas cores localizadas nesses loci nédo
espectrais, contudo experimentos comportamentais para demonstrar a discriminacdo dessas

cores e qual o significado biolégico das mesmas ainda ndo foram realizados nesta espécie.

B

-/

60
R %
Figura 44. Representacdo grafica do espaco de cor da tartaruga. (A) Sistema visual
tetracromata representado por um tetraedro. Este exemplo esta baseado sobre as estimativas
das sensibilidades dos receptores da tartaruga (GOLDSMITH, 1990). A curva dentro do
tetraedro (linha continua) é o 16cus calculado do espectro. Como sugerido pela linha tracejada,
em um sistema tetracromata deve ser caracterizado ndo por uma mais por trés conjuntos de
cores ndo espectrais formadas pela mistura do UV e verde, UV e vermelho e azul e vermelho.

(B) Rotacgéo do tetraedro possibilitando uma outra perspectiva do espago de cor.



101

5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo confirmam a participacdo do canal UV no
processamento de oponéncia cromatica na retina interna da tartaruga;

Oito das 14 possiveis combinagdes cromaticas foram encontradas em trabalho anterior
(VENTURA et al., 2001), sete das quais foram confirmadas neste trabalho. Em adicdo, quatro
novos tipos foram reportados, formando um total de 12 combinag6es cromaticas;

Esse estudo mostra que a tartaruga tem o mecanismo fisiolégico para reproducdo de
quase todas as combinacdes cromaticas possiveis em um sistema tetracromata. Assim como,
estende o corpo de conhecimento da fisiologia da codificacdo cromatica com a adicdo da

estimulacdo do UV, e aos correlatos morfologicos de células ganglionares da tartaruga.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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