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RESUMO

Objetivo: Oobjetivodesteestudo édescrever otragado el etrorretinogréfico
no gambasul-americano (Didel phisaurita) obtido com estimul o croméati-
co decomprimento deondasel etivo. O el etrorretinogramaéo registro das
variacdes de voltagem nas cél ul asretinianas, desencadeadas por estimulo
luminoso. O el etrorretinogramarepresentaaatividade el étricacombinada
dediferentescélulas, e sofre variacdes dependendo dafisiologiaretiniana
edométododeexame. M étodos: Foramregistradososel etrorretinogramas
deseisanimai sem adaptacdo ao escuro utilizandofiltroscromati cosK odak
Wratten®, e registrada a sensibilidade espectral para comprimentos de
onda especificos nas faixas de cores do azul, verde, amarelo, laranja e
vermelho. Resultados: Osresultadosel etrorretinograficosmai sconsisten-
tes foram obtidos quando o animal foi estimulado por faixas espectrais
seletivas, ao invés de luz branca; e sdo consistentes com a curva de
absorbancia das opsinas descritas em fotorreceptores de marsupiais.
Estudos prévios sugeriram atricromacia dos marsupiai s por microespec-
trof otometriadeopsinaseimuno-histoquimicaderetina. Essefundamento
morfol dgico ndo tinha demonstracéo fisiol 6gica el etrorretinografica, até
esteestudo. Conclusdo: O gambasul-americanotemsemostradointeressan-
tecomo animal experimental no estudo comparativodafisiologiavisua em
mamiferos, especial mente no estudo filogenético da visdo cromética. Os
marsupiais apresentam um modelo retiniano que superpde os sistemas
fotOpico e escotopico; e o género Didelphis conserva caracteristicas
encontradas em fésseis do periodo pleoceno. Portanto, o sistema visual
de um marsupial resgata caracteristicas dos primordios da evolugao dos
mamiferos, até o desenvolvimento dos padrdes retinianos modernos.

Descritores: Percepcdo de cores; Retinalfisiologia; Eletrorretinografia; Opsina

INTRODUCAO

Nosso conhecimento da viséo de cores dos mamiferos estd aindalimita-
do, e é ainda menor sobre mamiferos ndo-placentérios. A maioriadas espé-
cies estudadas tem alguma forma de dicromacia baseada nos mecanismos
de dois cones. A diferenciacdo da tricromacia em macacos e no homem &
relativamente recente na escala evolutiva, e alguns primatas ainda tém
apenas um tipo de cone. Esta simplicidade do estimulo visual de cones em
algumas espécies contrasta com a complexidade em outros vertebrados,
como passaros e répteis, de retinas com grande dominancia de cones.
Aindahoje, atransicdo evolutiva até as retinas modernas de mamiferos ndo
esta completamente elucidada®.

Todos os tipos de cones de mamiferos foram considerados isomérficos,
até que se demonstrou em marsupiais a presenca de uma variedade de
cones, incluindo cones duplos e fotorreceptores com gotas de 6leo®.

Arq Bras Oftalmol. 2006;69(6):857-63



858 Estudo €eletrorretinografico de visao cromatica

Estudos em gambas, incluindo testes comportamentais de dis-
criminacdo cromatica® eregistroseletrorretinograficos® indi-
cam alguma capacidade de visdo de cores.

O gambd sul-americano (Didelphis aurita) tem se mostra-
do interessante como animal experimental no estudo compara-
tivo da fisiologia visual em mamiferos. O género Didelphis
parece ndo ter se modificado muito ao longo do tempo, e
fésseis do periodo Pleoceno ja4 mostram caracteristicas
atuais®. Acredita-se que os marsupiais, assim como 0s mono-
tremos e mamiferos insetivoros, tenham tido um ancestral
comum. Por essa razéo, o estudo do sistema visual de um
marsupial resgata caracteristicas dos primordios da evolucéo
dos mamiferos. Além disso, a retina do gamba compartilha
caracteristicas presentes na retina de répteis e aves, e seu
conhecimento sugere possiveis transi¢des sofridas pelo sis-
tema visual ao longo da evolugéo das espécies, até o apareci-
mento de padrdes retinianos dos mamiferos placentérios mo-
dernos®. A diversidade de fotorreceptores, fotopigmentos e
goticulas de Gleo presentes em répteis e aves podem refletir
uma seqiiéncia evolutivarel acionada ao habito de vida diurno
eavisdo fotépica. A perdade goticulas de 6leo em fotorrecep-
tores de mamiferos placentérios parece estar relacionada ao
processo de selecdo para a visdo fotOpica e cromética. Os
mamiferos primitivos ocuparam nichos com habitos de vida
noturnos, induzindo uma diferenciagdo e otimizagdo do siste-
mavisual escotdpico refletidas principa mente no aumento do
nimero de bastonetes da retina. Comparando-se 0s sistemas
fotdpico e escotdpico, 0 gambé apresenta um model o retinia-
no que se superpde aos dois grupos.

O objetivo de nosso estudo é demonstrar a resposta ele-
trofisiol 6gica daretina do mamifero Didel phis aurita quando
estimulada por comprimentos de onda seletivos, correspon-
dentes as faixas de cores dispostas ao longo do espectro de
luz visivel pelo homem.

No homem a opsina dos bastonetes (rodopsina) tem res-
posta maximaem estimulo luminoso de comprimento de onda
ao redor de 500 nandmetros. Os cones em humanos possuem
trés diferentes fotopigmentos, com absor¢cdo maxima de com-
primentos de onda em 420, 535 e 565 nandmetros™”.

Na maioria dos mamiferos, entretanto, estédo presentes
apenas dois sistemas fotopicos espectrais, que sdo as bases
da visdo dicromatica um de cones sensiveis a comprimentos
de onda curtos, e outro de cones sensiveis a comprimentos de
onda médios a longos®.

Andlise com microespectrofotometria determinou a sensi-
bilidade espectral dos fotorreceptores de duas espécies mar-
supiais australianas, Tarsipes rostratus e Sminthopsis crassi-
caudata, representativas das duas maiores divisdes taxond-
micas dos marsupiais. Foram descritos trés tipos de fotopig-
mentos de cone e um de bastonete em cada espécie, sendo a
primeira evidéncia de visdo tricroméatica em outro mamifero
além de primatas. Os comprimentos de onda com absorbancia
méximadas opsinasde conesforam 557, 505 e aproximadamen-
te 350 nm na primeira espécie; e 535, 509 e aproximadamente
350 nm na segunda. Os comprimentos de onda com absor-
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béncia maxima dos fotopigmentos de bastonete foram 502 e
512 nm em cada espécie, respectivamente®.

Foram descritas naretina do gamba sul-americano (Didel -
phis aurita) opsinas com diferentes sensibilidades espectrais,
determinadas por método imuno-histoquimico, sugerindo a
tricromacia neste animal®. Este fundamento morfol égico ndo
tinha demonstragéo fisioldgica registrada por eletrorretino-
grafia, até este estudo.

METODOS

Foram estudados seis gambéas sul-americanos Didelphis
aurita, machos e fémeas adultos, nascidos em cativeiro no
biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCPF®), do Centro de Ciénciasda Salde, UFRJ. O protocolo
experimental seguiu as exigéncias de aprovacédo da Comisséo
de Uso de Animais Experimentaisdo IBCCF>.

Osanimaisforam anestesiados com K etamina (30 mg/kg de
peso) e Xilasina (4 mg/kg de peso), por administracéo intra-
peritoneal. A cérneafoi anestesiada com colirio de cloridrato
de proximetacaina 0,5% antes do eletrodo ser posicionado. A
midriase foi obtidacom tropicamida 1% topicaocular.

Foi utilizado o estimulador luminoso modelo Neuropack 11®
da Nihon Kohden®, com emissédo de flash luminoso de 20 Jde
intensidade. A fonte de luz do estimulador luminoso foi posi-
cionadaa10cmdoolhodoanimal. Oseletrodos foram dispos-
tos no estroma corneano (“€eletrodo de registro”), na palpebra
(“eletrodo de referéncia’) e na fronte do animal (“eletrodo
terrad’) (Figural).

O eletrorretinograma foi registrado apds 10 minutos de
adaptacdo ao escuro, utilizando-se estimulos em flash de luz
branca (luz visivel pelo homem, compreendida na faixa entre
400 a700 nm) eflashes nasfaixas do espectro el etromagnético
correspondentes ao azul, verde, amarelo, laranja e vermel ho.
Os estimulos crométicos seletivos foram obtidos com filtros
de gelatina (Kodak Wratten Filters®) para comprimentos de
onda em faixas especificas do espectro de luz visivel. Foram
utilizados osfiltros. 47B, 58, 8, 22 €92.

A significancia estatistica dos resultados foi determinada
através do teste t-Student nas amostras pareadas e através da
andlise de varidncia (ANOVA) nas amostras ndo pareadas,
seguidos do poés-teste de Tukey. O valor de “p” menor que
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Obtivemos os tracados eletrorretinograficos escotopicos
do gamba sul-americano (Didelphis aurita) apds estimulacéo
com flash de luz branca e flashes nas faixas do espectro
eletromagnético correspondentes ao azul, verde, amarelo, la-
ranja e vermelho. Nestes tragados demonstramos ondas repro-
dutiveis (Anexo 1).

No gambé adaptado ao escuro registramos as ondas a e b



Estudo eletrorretinografico de visdo cromatica

859

Figura 1 - Método do exame eletrofisiolégico no gamba. (A) Animal sob sedacdo com os eletrodos posicionados e (B) eletrorretindgrafo preparado
para exame no Setor de Neuro-Oftalmologia do Servigo de Oftalmologia, Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ.

Figura 2 - Retinografia obtida com animal sob sedacéo

e potenciais oscilatoérios tipicos do eletrorretinograma, apés
estimulacdo luminosa em todas faixas propostas. Em alguns
tracados foi possivel evidenciar a decomposicédo das ondas a
ebema ea,ebeb,

O eletrorretinograma escotopico ndo revelou a presenca
de onda c.

No eletrorretinograma fotépico ndo obtivemos ondas de
padrao reprodutivel.

Em dois animais estudados as ondas do el etrorretinograma
escotépico mostraram-se com peguena amplitude, e foram
consideradas subnormais. Um destes gambas foi submetido a
sedacdo com tiopental sddico (30 mg/kg de peso). O outro

animal com tracado eletrorretinogréfico alterado (subnormal
em um olho e abolido em outro) foi posteriormente submetido
a oftalmoscopia binocular indireta sob sedagéo, quando iden-
tificamos palidez retiniana severa de etiol ogiaindeterminada.

Foram medidas as seguintes caracteristicas dos el etrorreti-
nogramas escotdpicos obtidos com padréo adequado: ampli-
tude da onda a, laténcia da onda b, tempo de culminagéo da
onda b e amplitude da onda b.

Analisando-se a amplitude da onda a registrada em cada
animal notamos valores consistentes quando o gamba foi
estimulado por cada faixa seletiva de comprimentos de onda,
com 0 menor variacdo de resultado nas faixas de azul e verde.
Entretanto, naestimul acdo pelaluz branca ostracados mostra-
ram valores discrepantes de amplitude da onda a entre os
animais. A amplitude daondaa foi menor no estimulo nafaixa
de vermelho do que nos estimul os em outras faixas seletivas,
estatisticamente significativapel o testet-Student (p<0,05). Os
valores obtidos com estimulo luminoso em faixa de vermelho e
em luz branca foram estatisticamente semelhantes (p<0,05).
(Gréfico 1).

Observando-se a amplitude da onda b notamos que os
valoresregistrados em estimul os nafaixado azul e nafaixado
verde sdo os de menor variagdo. Mais uma vez, os valores
obtidosem estimul o deluz brancamostraram amaior variacdo.
Os valores obtidos na medida de amplitude da onda b ndo
mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os
estimulos utilizados, considerando-se o teste de andlise de
variancia(p > 0,05) (Gréfico 2).

A laténcia da onda b mostrou-se constante nos tragados
avaliados, principalmente com estimulos de comprimento de
ondaentre asfaixas de verde e amarelo. O estimulo nafaixada
cor vermelharesultou nosvaloresde maior variacéo. Osvalores
de laténcia de b ndo mostraram diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre as faixas seletivas de cores exceto na faixa do
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Anexo 1 - Registro eletrorretinografico. Tragcados por estimulo de luz branca (A) e estimulos luminosos nas faixas espectrais de azul (B), verde (C),
amarelo (D), laranja (E) e vermelho (F).
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vermelho, que mostrou-se menor em relagdo as outras faixas
seletivasealuz branca(peloteste ANOV A, p>0,01) (Gréfico 3).

Da mesma maneira, os estimulos nas faixas de verde e
amarelo mostraram amenor variagdo dos val ores do tempo de
culminagdo daondab; enquanto o estimulo luminoso em faixa
de laranja mostrou a maior variagdo. Os valores obtidos ndo
mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os
estimul os de faixas seletivas e de luz branca (p>0,05); exceto
quando comparados os resultados obtidos de estimulos verde
e vermelho, quando o verde mostra-se menor (teste ANOVA,
p<0,05) (Gréafico 4).

DISCUSSAO

Um animal possui visdo de cores se é capaz de discriminar

861

diferentes estimul os de energia espectral ; independentemente
da intensidade de contraste dos estimulos. Isto é, consideran-
do-se a percepcado, os estimulos devem ser diferenciados com
base na saturacdo, e ndo no brilho do contraste.

Para garantir avisdo de cores, um animal deve ter doisou
mai s mecanismosreceptoresdeluz com diferentes sensibilida-
des espectrais; e um sistemanervoso organizado de formaque
possa interpretar esta recepcdo. Entre os vertebrados, estes
critérios sdo preenchidos por fotorreceptores com fotopig-
mentos de diferentes sensibilidades espectrais, e por sistema
nervoso central que processa o estimulo destes receptores em
rede de oposicOes espectrais. De fato, é téo estreita a ligacéo
entre estes mecanismos e a visdo de cores comprovada por
testes comportamentais, que a presenca de uma ou outra ca-
racteristica em um organismo é geralmente assumida como
evidéncia da visdo de cores.
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Idealmente, um estudo sobre visdo de cores deveria ser
baseado em evidéncias diretas de estudos comportamentais
corretamente conduzidos. Entretanto, avaliagdo comportamen-
tal da visdo de cores em espécie ndo-humana demanda inves-
timentos substanciais de tempo e dedicacéo, e ainda assim seus
resultados podem ser controversos. Portanto, outras fontes de
informag&o sdo necessarias, como evidéncias el etrofisiol égicas
dafuncéo visual.

Outrafonte de estudo sobre visdo cromatica € a caracteri-
zac&o dos fotopigmentos com a determinacdo de sua sensibili-
dade espectral. Muitos experimentos para caracterizacéo de
opsinas sdo desenvolvidos com microespectrofotometria e
imuno-histoquimica. Entretanto, ainferénciadavisdo de cores
a partir dos tipos de fotopigmentos pode ter algumas limita-
¢des. Uma classe de fotopigmento que esteja esparsamente
representada no mosaico de receptores pode ser completa-
mente ignorada, tanto por coleta de amostras inadequadas da
retina quanto baixa sensibilidade dos métodos de medida®1?,

Além disso, a correlagdo entre o nimero de tipos de foto-
pigmentos e a dimenséo da visdo de cores resultante deve ser
feita com cautela. A evidéncia de multiplos tipos de fotopig-
mentos na retina ndo necessariamente resulta na visdo de
cores. Para que a visdo de cores ocorra, estimulo sobre multi-
plos tipos de fotopigmentos deve ser contrastado com opera-
coes ativas desenvolvidas no sistema nervoso. Aparentemen-
te, isso nem sempre acontece. Existem evidéncias de que
alguns individuos tém mais de trés tipos de fotopigmentos, e
ainda assim estdo restritos a visao tricromatica. Possivelmen-
te, porque os estimulos resultantes de receptores contendo
estes diferentes tipos de pigmento ndo estdo separados no
circuito neural @V,

Em teoria, seria possivel inferir avisdo de cores a partir da
informac&o genética de uma espécie. Muitos genes que codifi-
cam opsinas de diferentes fotopigmentos foram isolados e se-
guenciados. Entretanto, ndo se determinou exatamente como
variacfes na estrutura primaria destes genes estdo relacionadas
a variagbes na sensibilidade espectral dos fotopigmentos.
Neste caso, deve-se considerar ainda as incertezas adicionais
na relacdo entre o gene e 0s pigmentos codificados; por exem-
plo no caso de genes que podem n&o ser expressos.

Em suma, essas fontes adicionais de informac&o arespeito
da visdo de cores sdo Uteis na elaboracdo de nosso entendi-
mento sobre a visdo cromatica. Mas devemos direcionar
esforcos na elucidacdo de potenciais incertezas na correlacéo
entre 0s mecani Smos visuai s neuro-oftal mol 6gi cos e a percep-
¢ado de cores.

CONCLUSOES

Observando as amplitudes das ondas a e b concluimos
que os tracados de menor variagao sdo obtidos com estimulos
nas faixas espectrais de azul e amarel 0. Observando ostempos
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de laténcia e de culminagdo da onda b concluimos que os
tracados de menor variacdo sdo obtidos com estimulos nas
faixasdeverdeeamarelo.

Observando os tragados obtidos com estimulagé&o por luz
branca concluimos que este estimul o gera resultados de valo-
res discrepantes, considerando-se as amplitudes das ondas a
e b. Observando os tragados obtidos por estimulacéo nafaixa
espectral de vermelho e laranja, concluimos que com estes
estimulos os tempos de laténcia e de culminacéo da onda b,
respectivamente, sdo muito discrepantes.

Portanto, o estimulo cromatico seletivo representa estraté-
giade exame el etrofisiol 6gico mai s adequada do que a estimu-
lagdo por luz branca. Os tragados eletrorretinogréficos mais
consistentes foram obtidos quando o animal foi estimulado
por faixas espectrais seletivas que correspondem aos compri-
mentos de onda de maior absorbéncia das opsinas descritas
em fotorreceptores de marsupiais. Portanto, estes resultados
oferecem fundamentacéo fisioldgica aos achados histol 6gi-
COs que sugerem atricromacia de marsupiais.

ABSTRACT

Purpose: To describe the electroretinogram of the South-
American opossum (Didelphis aurita) obtained by chromatic
stimulus of specific wavelengths. The electroretinogram re-
cords voltage variations of retinal cells triggered by light
stimulation. The electroretinogram represents the combina-
tion of electric activity of many different cells and varies
according to retinal physiology and examination methods.
M ethods: Werecorded the el ectroretinogram of six animalsin
dark adaptation using chromatic Kodak Wratten® filters, and
recorded the spectral sensitivity to specific wavelengths in
the spectrum of blue, green, yellow, orange and red light
bands. Results: The most consistent electrorretinographic
results were obtained when the animals were stimulated by
selective spectral bands instead of white light. These results
are consistent with the absorbance curve of the opsins descri-
bed in marsupia photoreceptors. Previous studies using mi-
crospectrophotometry of opsins and retinal immunohistoche-
mistry suggested marsupial trichromacy. This morphologic
knowledge has not before been physiologically demonstrated
by electroretinographic methods. Conclusion: The South-
American opossum has proven to be an interesting experimen-
tal animal for comparative visual physiology studies among
other mammal's, especially studieson phylogenetic of chroma-
tic vision. The opossum represents a retinal model that supe-
rimposes both the photopic and scotopic systems; and the
Didelphis genus shows few changes when compared to the
fossils of the Pleocene period. Therefore the marsupial’ s visu-
a systemretrieves characteristicsfrom ancient mammal evol u-
tion to theretinal patternsfound in modern mammals.

K eywords: Color perception; Retina/physiology; Electrophy-
siology; Electroretinography; Opsin
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